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Résumé

Depuis I'apparition du concept de phytoremédiatiams les années 80, beaucoup de recherches ont
été menées sur les ligneux afin de tester lewagiié en termes d’extraction des polluants métais

du sol. S'agissant d’'une essence a croissance eragtidcapable de s’adapter a des conditions
environnementales difficiles, le potentiel du geBakx a été fortement exploré.

Dans ce travail, les essais ont été réalisés sucldaes de saules issus d’une collection « wadlonn
mise en place par les projets ECOLIRI et ECOLIRIMBL2 premier objectif était d'étudier le
potentiel de ces clones de saules « locaux » esid#ant non seulement la capacité a extraire les
polluants, propre & chaque clone, mais en assazieatfacteur, celui de leur production de biomasse
Cela constitue I'approche phénotypique de la toléeaaux métaux du saule. Le second objectif était
d’'intégrer a ces criteres phénotypiques, des est@hysiologiques et protéomiques souvent utilisés
pour étudier la tolérance aux métaux d'autres esp&égétales, mais rarement appliqués chez le
saule. La combinaison de ces approches conféreumélargie de la tolérance aux métaux des clones
de saules sélectionnés. Les critéres phénotypiggresettent de répondre a des questions de capacité
d’extraction, alors que les approches physiologigee protéomiques permettent, quant a elles, de
répondre aux questions liées a la « santé » dard¢ame fois que celui-ci est en présence des métau
Nos résultats indiquent que ce ne sont pas leeslgai ont produit le plus de biomasse qui ont les
teneurs en métaux les plus importantes dans les. ti@eux qui montrent une plus faible production de
biomasse seraient autant tolérants que ceux ayaditiigs une plus grande biomasse. Une diminution
de la croissance en présence de métaux seraitlize ide tolérance. Enfin, nos résultats des teresurs

BN

meétaux dans les tiges, confrontés a ceux de tirditire obtenus durant presque vingt ans de
recherche, nous ont toutefois poussé a remettrquestion I'utilisation du potentiel du saule en
phytoextraction.

Le premier chapitre de cette thése traite de l&tdd saule en présence de métaux, or les racines de
ces ligneux sont colonisées par des champignonguickit de la rhizosphere un écosysteme a part
entiere. Les champignons rhizosphériques, interéatee les racines et les polluants du sol, tiehnen
un role capital dans la tolérance aux métaux dgeelix. Cette microflore mérite donc une attention
particuliére. C’est pourquoi le second chapitrecete thése avait pour objectif de tester la caviss

in vitro, des champignons récoltés sur les racines desutigan présence de cadmium. A l'issue de
nos essais, des souches fongiques ont pu étréfiglentet classées comme tolérantes a ce métal. Ce
chapitre constitue 'amorce d’'une étude qui potréttie menée ultérieurement visant a analyser ces

champignons en association aux racines des ligeeugrésence de métaux.



Abstract

Since the ‘80s, when the concept of phytoremedidtist appeared, a lot of research has been put in
studying the efficiency of woody plants in metalrextion. Willows, as fast growing plants and
because of their tolerance to difficult edaphicditans, have been particularly well investigatéd.
this investigation, the essays were done&alhx clones, which come from a Walloon collection
provided by ECOLIRI and ECOLIRIMED projects. Thesti objective was to study the potential of
these local clones by considering not only theilitglio extract their pollutants, but also by addi
their biomass production to this parameter. We lealied the study of these criteria the phenotypic
approach to the tolerance &dlix clones to metals. The second added value ofrilaesstigation lies in
the second objective which aims to complete thesengtypic criteria with physiological and
proteomic criteria. These last criteria are ofteeduto study the metal tolerance of plant spebiets,
rarely for willows. The combination of these diffat approaches gives a expand view of metal
tolerance inSalix clones studied in this investigation. As the phgpical parameters help to answer
the extraction ability challenge, the physiologiaatl proteomic approaches give answers linkedeto th
“health” of the willow trees when they grow in tpeesence of metals. Our results indicate that the
clones that produced more biomass were the oneshbaved the highest metal concentrations. The
clones with lower biomass production showed theestwterance as the highest producers and our
results revealed that growth reduction indicatetaielerance. Finally, after comparing our resoks
the metal concentrations obtained in the twigsretgults obtained during the last two decades of
research papers, we have concluded that we shaddnsider the use ofalix potential in
phytoextraction. The first chapter of this inveatign was aboualix clones exposed to metals, but,
in natural conditions, their roots are colonizedfioygi. Thus, their rhizosphere constitutes a sspar
ecosystem, which is interesting to investigate. fffieospheric fungi, the first interface betweentso
and soil pollutants, play an important role in nhéséerance in woody plants.

For this reason, the second chapter of this tlasied to test then vitro growth of rhizospheric fungi
collected on woody plant roots in the presenceadh@um. The outcome of these essays is that fungal
strains have been identified and classified asdateto this metal. This chapter thus constitutéssa
step in a future study aiming to analyze thesdansiran association with woody plant roots in the

presence of metals.
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Introduction générale

1. Contexte général

Comment retracer I'histoire des métaux dans ['linstale 'humanité ? Il est difficile, pour un
scientifique s’intéressant a ce sujet, de ne p#esupher sur la question. Le repére logique les plu
lointain auquel nous puissions remonter est I'aipard’outils plus élaborés que ceux créés a I'age
de la pierre. L'Homme, depuis son apparition, regseules limites de chacune de ses inventions, ce
qui lui a permis d’évoluer, de progresser par rapaox autres espéces animales. De la Préhistoire a
la Protohistoire (&ge du cuivre, bronze, fergsfiece humaine a fait face a une structuration
croissante de la société et a une maitrise prageeds la métallurgie a partir de la fin du Néatjme
(CNHS, 2013; Tout I'Univers, 1981C’est alors que I'espéce humaine s’est véritabl# civilisée
(socialisation, économie, échanges commerciauy, etc

Civiliser (du latincivilis, decivis, citoyen)

Faire passer de I'état primitif a un certain degréd’évolution.

Civilisation. Evolution. Progres. Culture.
Nous pouvons dés lors affirmer que I'exploitatiags dninerais naturels et I'utilisation des métaux a
incontestablement évolué avec la civilisation. Frg devrions-nous dire que la civilisation de
I'espece humaine s’est construite, notamment, ase ble la maitrise des métaux. D’autre part, isnou
est difficile de ne pas nous interroger sur laamipour laguelle de plus en plus de chercheurs sont
amenés a proposer des projets de recherche ayanttipgme I'impact des métaux sur notre
environnement et notre santé. Comment I'espece inenen est-elle arrivée la ? Comment avons-
nous intégré, a I'heure actuelle, cette dualitéreergrospérité économique et préoccupations
environnementales ?
Le Siecle des Lumieres a été celui des découveridss grandes innovations. Celles-ci ont étédes f
de lances de lindustrialisation de nos sociétésoat a I'origine de notre éternelle course vers la
prospeérité

Prospérité(du latinprosperarég

Etat de ce qui est prospére.

Succes. Réussite. /Abondance. Richesse. Fortuntvitd. Développement. Essor.
Hier, il s'agissait de fabriquer les premiers aupbur cultiver, les pieces de monnaie pour éclrange
les armes pour chasser et se défendre. Aujourdiouis pensons « nano-technologies » dans une éere
ou I'optimisation et la rationalisation répondenkanjeux de la mondialisation (télé-communicatjons
transports, technologies informatiques, etc.). kaspérité est la cause principale de I'exploitation
continue et en exces des minerais.
Depuis deux siecles, aux quatre coins du globe, niétaux sont extraits et dispersés dans

I'environnement. L'activité humaine est devenue soarce a part entiere de contaminants car elle a

| Introduction générale 1



introduit de nouveaux modes de dispersion des méfamées, égouts). L’homme n’a pas modifié les
volumes de métaux, qui sont persistants, mais afiabn niveau d’exposition en changeant leur
répartition, leurs formes chimiques et leurs tesalans son environnement prochequel, 200). I

a alors rendu les métaux toxiques et dangereux lpaganté, en contaminant son propre écosysteme.
Non seulement, les métaux font indéniablement gaiti développement de 'Homme, mais ils font
désormais partie des problémes environnementaux.

Les études de risques sur la santé humaine indiquerles principales voies d’exposition aux métaux
sont l'inhalation et l'ingestion. En ce sens, dessores ont déja été prises en instaurant des
réglementations visant a réduire leurs émissioms d@ monde de lindustrie (filtres a particules,
essence et peinture sans plomb, normes ISO 14B0@).récemment, d’autres textes législatifs ont
imposé une réglementation en termes de gestioa dépollution des sites contaminés. En Belgique,
les trois régions (Flandre, Bruxelles-Capitale, Mfag) ont rédigé leur propre Décret « Sols » vigan
assainir les sites pollués, tels que les sitessindls désaffectés, avant réaffectation, maisiauss

prévenir toute nouvelle pollution.

L'Homme, pour survivre, a perturbé et continue etysber les écosystémes, menacant ainsi la survie
des végétaux. L'activité humaine constitue une redmte environnementale face a laquelle les
capacités d'adaptation développées par les plansmment lorsqu’elles sont en présence de
métaux, sont primordiales.

Les végétaux, pour se développer dans un enviroameoontaminé par les métaux, doivent disposer
de mécanismes d®lérance Nous entendons par ce terme la capacité d’'ungepla survivre, a
croitre et a se reproduire sur un sol dont lesulesnen métaux sont toxiques pour d’autiagnair et
Baker, 199). Ainsi, la tolérance aux métaux est le résuliat 'évolution des mécanismes
d’homéostasiecontrdlant leur absorption, transport, accumutago leur détoxification au sein de la
plante. Ces mécanismes contrdlent les teneurs @&urmeéssentiels et réduisent les effets néfagiss li
aux exces en métaux essentiels et non esserfieméns, 2001 Les progrés en génétique et en
protéomique ont permis d’aller plus loin dans lanpoéhension des mécanismes de tolérance. C'est
ainsi que, entre autres, certains génes respossdbleransport des métaux ont pu étre mis en
évidence ainsi que des mécanismes de défense.gbatesstratégiesde toléranceaux métaux sont
présentées : celle ekclusionet celle daccumulation(Figure 1) ODahmani-Mulleret al., 2000. La
stratégie d’exclusionregroupe les mécanismes limitant le transporina&siux dans la partie aérienne
de la plante, concentrant principalement ces dermlans la rhizosphére et les racires stratégie
d’accumulation, a linverse, inclut les mécanismes permettant tolérer que les métaux se

concentrent dans les parties aériennes de la plante
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Les études menées en génétique et sur I'évolutes pbpulations végétales ont approfondi nos
connaissances sur les mécanismes cellulaires@anck aux métaux. Sachant que les plantes ont des
capacités d’adaptation et de tolérance a la présdacmétaux, la question suivante s’est posée :
pouvons-nous utiliser ces aptitudes pour remédiarllution des sols ? Un volet de recherchets’es

des lors développé : I'étude des techniqueghyeoremédiation.

Accumulateur

Concentration dans la plante

Exclueur J

Concentration dans le sol

Figure |: Représentation schématique des stratéipetolérance aux métaux par exclusion et par

accumulation.
2. Présentation du projet ECOLIRIMED

Cette thése a été réalisée dans le cadre du projErreg IV « Grande Région »
ECOLIRIMED (2008-2012): « Développement d’'une filiere d'écotypes ligneux ptarfixation
durable et la phytoremédiation des berges de cdigau». Ce projet s’inscrit dans la continuité du
projet ECOLIRI (Interreg IlI-A-WLL), lancé en 2004ui a permis d'établir une filiéere de production
d’écotypes de ligneux tout en préservant la biodité de la Wallonie, du Grand-Duché du
Luxembourg et de la Lorraine francaise.

Pour les gestionnaires publics, la renaturationcoess d’eau constitue la voie la plus favorablarpo
remédier aux inondations et pour réduire les dépditsntiels causés par ces derniéres. La ripiSylve
joue un réle primordial, tant au niveau de la disdition des berges, gu'aux niveaux de la présienvat

de la faune et de la qualité de lI'eau. L'aulnes#rile et le fréne sont généralement les espéces
ligneuses choisies, étant donné la complémentadeitieurs enracinements (systeme racinaire tracant
pour le saule et I'aulne, pivotant pour le frénégpendant, dans le cadre du projet ECOLIRIMED,

seuls le saule et I'aulne ont pu étre considdpésgrtet al.,2013.

!Les ripisylves indigénes ou foréts ripicoles soéfirdes comme des boisements alluviaux occupalitt heajeur des cours
d’eau et installés sur des alluvions récentes:(fgfjw.wallonie.be/dce/mes/1540.pdf)
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L'objet de ce programme de recherche sarticulatioar de la liaison entre les végétaux de la
ripisylve et les métaux a I'échelle des bergesalescd’eau. Les métaux sont véhiculés par lesresie

et peuvent s’accumuler dans les sédiments de=t litss berges.

Le systéme racinaire de la ripisylve est donc palitrement exposé aux polluants et se trouve, a
terme, soumis a un état de stress physiologiguest@ ce niveau qu’intervient la notion de toléeanc
chez les ligneux : quelle stratégie développenpdlsr tolérer cet état de stress induit par leame?

Le premier objectif du projet ECOLIRIMED portait su r I'étude de la tolérance aux métaux du
matériel végétal issu de la collection de saules @tulnes. Le corrolaire de cet objectif intégrait la
dimension de valorisation par l'utilisation de lérbasse produite le long des cours d’eau pour
'assainissement des berges par phytoextractiompdsition des normes de qualité des eaux de
surface oblige la mise en ceuvre d'outils permeti@mestion des pollutions liées aux sédiments de
cours d’eau. L'utilisation des ligneux en phytoreiaéion constitue une alternative aux techniques de
décontamination physico-chimiques, surtout lordqua nécessité de préserver la stabilité des berge
Cette alternative rencontre les objectifs de lae€live européenne sur I'éaqui impose aux états
membres d’améliorer la qualité des eaux de sudatn un calendrier stricEylardet al.,201]). Le
deuxieme objectif du projet ECOLIRIMED était de promouvoir ['utilisation de ligneux

« locaux » de qualité afin de conserver la biodiveité a I'aide des écotypes d’aulnes et de saules.
Les racines des ligneux sont colonisées par dolampignonsgmith et Read, 2008 ; Drénou, 2006
Ces derniers aident a la nutrition de la plante@@leurs hyphes qui parcourent le volume detsol e
véhiculent les éléments nutritionnels vers lesnexi Smith et Read, 2008 Les champignons
rhizosphériques jouent donc un rdle crucial dansdéseloppement des ligneux. Ces micro-
organismes peuvent également étre affectés pandésux, ce qui peut des lors perturber le succés
d’'une installation de la ripisylve en présence pekuants.Un troisieme objectif du projet était
donc d’évaluer la tolérance aux métaux de champigms isolés a partir des racines d’aulnes et de

sauleslocalisés sur les berges de cours d’eau non nialeigia

Cette thesgyrésentée en partie sous forme d’articlesntégre deux objectifs du projet ECOLIRIMED :

1) L'impact des métaux sur kaule

2) L'impact du cadmium sur des souches fongiques #&s®aux racines des aulnes et des saules

2 Directive Cadre Eau, 2000/60/CE.
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3. Articulation de la these
Cette these s’organise autour de 4 chapitres (Eidur

Le chapitre 1 constitue Igartie bibliographigue ventilée en deux points.
Le point | a fait I'objet d’'un article :

- Impact des éléments-traces métalliques sur lastgdeet les techniques de phytoremédiation
Article accepté pour publication dansRenaturation des berges de cours d'eau et
phytoremédiation »Gembloux (Belgique) : Presses agronomiques de Gempl

Le point Il est la partie bibliographique concernant les &udenées sur le saule et son potentiel en
phytoremédiation.

Le chapitre 2 constituel’étude de I'impact des métaux sur le sauleCe chapitre, ventilé en
quatre points, regroupe les trois expériences ateneurs menées en extérieur de 2010 a 2012 avec
du matériel local (saules) dont nous connaissormdaenance (projet ECOLIRIMED). Les quatre
points correspondent a différents objectifs quitsais en évidence sous fond gris sur la Figure lIl.
Pour répondre a chaque objectif, une stratégie anéte en place (fond blanc dans la Figure lll). Le
point | répond a des objectifs délectionde saules selon un point de \pleéénotypique (production
de la biomasse en milieu contaminé, teneurs enuxétans les parties aériennes). Dans ce point,
I'influence des racines des saules sur la moliitg métaux a également été testéissue du point
I, plusieurs clones de saules ont pu étre sélectités Ceux-ci ont été de nouveau étudiés afin de
calculer le transfert des métaux au sein des pa#édennes (point Il).

Pour le peuplier, qui fait également partie dedmifle desSalicaceag I'utilisation des approches
physiologique et protéomique dans I'étude de l'ioipdes métaux et autres stress abiotiques est de
plus en plus courantédi@rmiroli et al., 2011). Cependant, ces deux approches ont été peltatilis
chez le saule. Dans Ipsints Il et IV, nous avons développé une étude de la tolérarcealdes

sélectionnés a l'issue du point | en utilisant apgrochephysiologique qui consistait a mesurer la

fluorescence chlorophyllienne, a doser les pigmeaitssi que des sucres dans les feuilles.
L'expression de protéines suite a I'exposition emétaux a également été investiguée chez ces saules
(approcheprotéomique). Les points Il et IV sont présentés sous forraaldux articles :
-« Physiological and proteomic responses of differgiiow clones (Salix fragilis x alba)
exposed to dredged sediment contaminated by heatalsn».Soumis a International Journal
of Phytoremediation
-« A multiple-level study of metal tolerance in $#&lagilis and Salix aurita clones.

A soumettre.
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CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de | 'expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules

Mesurer la mobilisation des métaux
« phytoextracteurs »

Criblage sur base de 2 critéres :
« forte production de biomasse

e Analyses des teneurs en métaux
dans les lixiviats

o forte teneur en métaux dans les o Comparaison par rapport aux
tiges teneurs en métaux dans les

L—

POINT II : Etude du transfert des métaux du substrat vers les parties
aériennes chez les saules a forte production de biomasse

Approches physiologique et protéomique

lixiviats issus d’un dispositif sans POINT III : Approche physiologique POINT IV : Tolérance d’un phyto-

et protéomique de la tolérance de extracteur potentiel dans un contexte
clones de saules aux métaux. de phytoremédiation .

plantation

Etude physiologique et protéomique
de la tolérance du clone 47

Mesure de la tolérance des saules

Calculer le transfert de métaux vers les parties aériennes

Comparer les analyses physiolo-

producteurs de biomasse

Analyse des teneurs en métaux dans les tiges et les feuilles des forts

gique et protéomique entre les
clones a faible et forte production de
biomasse

Comparer les paramétres physiolo-
gique et protéomique du clone 47 et

du clone 45

Figure IIl : Schéma des objectifs (fond gris) eatigies (fond blanc) développés dans le chapiten2acré a
I'étude de la tolérance des clones de saules atxuxé&n utilisant une approche phénotypique (ercealrge)

ainsi que des approches physiologique et protéaigucadré vert).

Le chapitre 3 constitud’étude de I'impact du cadmium surdes souches fongiques issues de
racines d’'aulnes et de saules (Figure IV). En 2@EHhs le cadre d’'ECOLIRIMED, des souches
fongiques associées aux racines de saules et d&aldnalisés le long de berges de cours d’eau non
navigables, ont été récoltées. Suite a ce trawailpbspection, une mycothéque de 91 souches
fongiques a été réalisée et une étude de la sktésihi cadmium a été menée sur cette collection de
souches. Le cadmium a été choisi pour deux raifnesnierement parce que, comme le plomb, il ne
constitue pas un élément essentiel pour les ongasisvivants, et deuxiemement, parce que le
cadmium est plus toxique que le plomb car il esisplacilement assimilable par les organismes
vivants (similarité avec le Zn, plus disponiblep(&erg Pahlsson, 1989).

Cette étude fait I'objet du chapitre 3 qui compreledx points (Figure IV):

e Point|: Mise en place d'un protocoie vitro permettant d’évaluer rapidement la tolérance au
cadmium chez les souches fongiques de la mycoth&@pupoint est présenté sous forme d’'un
article intitulé :

-« Effects of Cd on ectomycorrhizal fungal growtfiicEcy ofin vitro screening experiment ».
Publié dans Agrochimica, 2011, 55(2): 85-93.

Cet article présente un protocole d’expérimentatibtes résultats obtenus sur une premiére série de

champignons rhizosphériques de la mycothéque.
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Point Il : Utilisation du protocole développé dans le pgrécédent afin de caractériser ces
souches fongiques sur base de leur sensibilitéadmicm. Ce point est présenté sous forme
d’un article intitulé :

«In vitro highlight of Cd tolerant dark septate endophytes »

Soumis a International Journal of Phytoremediation

Dans ce deuxiéme article, certaines souches eliséns le point | ainsi qu'une deuxieme série de
souches de la mycotheque ont été testées selognhe protocole.

Isolement de : Sélectionner des
souches dwéserg?ogggﬁ Application du souches
fong_igues itro g‘évaluatio protocole sur fongiques sur
associees aux de la sensibilit I‘ensemblp del base d’'une
racines de sault dmi mycothéque sensibilité au
et d’aulnes au cadmium cadmium

Figure IV : Schéma regroupant les trois straté(pescles) développées dans le chapitre 3 consdtgtude de

la sensibilité au cadmium de souches fongiqueessdas racines d’aulnes et de saules.
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Chapitre 1
Synthése bibliographique
Impact des éléments-traces métalliques sur leggdat les techniques de
phytoremédiatioh
Il. Le saule

Chapitre 2
Impact des métaux sur le saule

Approches phénotypique, physiologique et protéomiqu

l. Approche phénotypique de la tolérance aux métawtates de saules

Il. Etude du transfert des métaux du substrat versaeies aériennes chez les
saules a forte production de biomasse

1. Approches physiologique et protéomique de la tolégale clones de saules
aux métauXx

V. Tolérance d’'un phytoextracteur potentiel dans umtexte de
phytoremédiatioh

Chapitre 3
Impact du cadmium sur des souches fongiques agso&i
racines des ligneux
l. Mise en place d’'un protocoie vitro de sélection de souches fongiques
associées a la rhizosphére de ligrfeux

Il. Criblagein vitro de souches fongiques associées aux racines des sadles
aulnes en fonction de leur sensibilité au cadmium

Chapitre 4

Discussion générale
Conclusions et perspectives

Figure Il : Articulation de la thése en 4 chapitrérticle accepté pour publication dans « Renaturaties
berges de cours d’eau et phytoremédiation. GemhlBakgique) : Presses agronomiques de Gembloux).
2 Point présenté sous forme d’artic® Article publié dans Agrochimic2011, 55(2): 8-93.
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Synthese bibliographiqt

l. Impact des élementsaces métalliqgues sur les plante:
les techniques de phytoremédiation

Il. Le saule



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

l. Impact des éléments-traces métalliques sur les plas et les techniques de

phytoremédiation

Aricia Evlard, Bruno Campanella

Laboratoire de Toxicologie environnementale, Undi& Biologie Végétale, Université de Liege,

Gembloux Agro-Bio Tech, 2, passage des Déportéf)3® Gembloux, Belgique.

Article accepté pour publication dans I'ouvrageruart P., Husson C. et Paul R. (Eds)Renaturation
des berges de cours d’eau et phytoremédiationessBs agronomiques de Gembloux (Belgique)
(17/04/2013).
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Impact des éléments-traces métalliques sur les piis et les techniques de phytoremédiation
Aricia Evlard, Bruno Campanella
Laboratoire de Toxicologie environnementale, UdgéBiologie Végétale, Université de Liege,
Gembloux Agro-Bio Tech, 2, passage des Déportéf)3® Gembloux, Belgique.

Bruno Campanella : Bruno.Campanella@ulg.ac.be

*Corresponding author: aevlard@gmail.com. Tel: €32(.62.24.94 - Fax: +32(0)81.60.07.27
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Impact des éléments-traces métalliques sur les plas et les techniques de phytoremédiation
Synthése bibliographique

The impact of the metal trace elements on plants a@phytoremediation techniques: A review

Résumé

La présence des éléments-traces métalliques (E8NRH ks sols est essentiellement due aux activités
humaines. lls représentent, a ce jour, une imptrarblématique car ils peuvent contaminer tosis le
niveaux de la chaine alimentaire et augmenterisegi@s pour la santé humaine et le maintien des
écosystemes. C’est pourquoi la tolérance aux ETNewat transfert vers les plantes sont largement
étudiés. Certains ETM, comme le zinc, sont desoéligments pour les organismes vivants. Mais, a
fortes concentrations, ils deviennent tous toxiq@tez les plantes, cette toxicité est due a plusie
raisons. D’une part, il peut y avoir production spéces réactives d’'oxygéne (ROS) qui vont alors
interagir avec les macromolécules de la celluleegst oxydatif). Cette induction de ROS peut étre
directement liée a l'action du métal sur les réanstid’oxydo-réduction (réactions Haber-Weiss et
Fenton) ou indirectement, en se liant, par exemplex enzymes impliguées dans la défense
antioxydative. D’autre part, les métaux peuventesrgn compétition, au niveau des racines, avec les
nutriments essentiels. Ces perturbations celldafiectent finalement le développement de la plant
et peuvent mener a la mort de celle-ci si elle éetbppe pas des mécanismes de tolérance. Dans ce
chapitre, nous reprenons les différentes voiesodiité des ETM mais aussi les mécanismes de
tolérance développés par les plantes : I'influetheda rhizosphére, le systéeme anti-oxydatif aing q

le transport et la séquestration des ETM. Enfinsndéveloppons le concept de la phytoremédiation,
et plus précisément la phytoextraction et la phgtuBsation, en faisant le lien avec ces mécangsme

de tolérance.

Mots-clés : métal lourd, plante, tolérance, patintdu sol.
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Abstract

The presence of metal trace elements (MTE) in $sitbue mainly to human activity. They pose an
important risk of contamination of the food chaiar human health as well as for ecosystems. In
recent decades, the mechanisms of tolerance to MitEtheir transfer to plants have been widely
studied. Some MTE are crucial for the developmédnplants, animals and humans. They become
toxic, however, at high concentrations. In platiisre are several reasons for this toxicity. FVSIE
induce the production of reactive oxygen specie®§R(oxidative stress), which interact with cell
macromolecules. The production of ROS can be dyréioked to the action of the metal itself on the
redox reactions (Haber-Weiss and Fenton reactipindirectly, for example, by interacting with the
enzymes involved in the oxidative defence. Secometals can compete with essential ions at root
level. These cellular disruptions affect plant depeent and cause the death of the organism in the
absence of tolerance mechanisms. This chapteribesdhe different ways in which MTE become
toxic, as well as the tolerance mechanisms devdldyyeplants (the impact of the rhizosphere, the
antioxidative defence, and the transport and séxiiesn of the MTE). The chapter then summarises
the concepts of phytoremediation and, specificalfyghytoextraction and phytostabilisation, andkéin

them to the mechanisms of tolerance.

Keywords: heavy metals, plant tolerance, soil gatu
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Introduction

La présence des éléments-traces métalligues (ETams des sols est duelune part, a des
phénoménes naturels et, d'autre part, aux actikitésines (engrais, amendements calcaires, fumiers,
lisiers, boues de stations d'épuration, compogtsing, activités industrielles, moteurs d'autones)il
(Baize, 1994 De par leur persistance, leur toxicité et lagpession de leurs teneurs dans
'environnement, les métaux représentent une das phportantes problématiques de pollution
environnementale au niveau mondial. L'impact desamnésur les plantes est donc fortement étudié.
Premierement, pour des raisons sanitaires et, é@exnent, pour développer des techniques
biologiques de lutte contre cette pollution en asamt sur les mécanismes de tolérance développés pa
les végeétaux. Ces technigues biologiques sont upges communément sous le terme de
phytoremédiation. Ce chapitre résume ce en qualaeents-traces métalliques sont un danger pour
les organismes vivants ainsi que les mécanismeemidace par les végétaux face a ces polluants.

Enfin, les principes de la phytoremédiation soraié&gent développés.

1. Les éléments-traces métalliques dans I'environnemen
1.1 Définition et origine des éléments-traces métadigju

Depuis plusieurs décennies, le termenétaux lourds> est abondamment utilisé pour définir un
groupe de métaux et métalloides liés a la containmdes sols et leur toxicit®uffus (2002)résume
les différents points de vue et définitions du terirexpression « métaux lourds », assez imprécise,
se base sur la densité chimique des métaux essstiae aux éléments dont la densité est supééeure
3.5 g.cn® et qui ont un nombre atomique supérieur a 20.nM&sux lourds regroupent classiquement
le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le cobalt (Co)clévre (Cu), I'étain (Sn), le fer (Fe), le mangs@e
(Mn), le mercure (Hg), le molybdéne (Mo), le nickili), le plomb (Pb), le zinc (Zn). L’arsenic (As),
qui est un métalloide, et le sélénium (Se), biea gan métallique, sont souvent classés comme
métaux lourds a cause de leur toxicité. Parfoigetme éléments-traces métalliquest utilisé. Les
éléments tracesont les 80 éléments chimiques qui constituectdate terrestre continentale et dont
la concentration est inférieure a 0,1%. lls ne éspntent que 0,6% du total par rapport aux 12
éléments majeurs qui, eux, représentent 99,4%.iPesréléments majeurs métalliques, se trouvent le
fer, I'aluminium et le manganese, qui sont le Maavent analysés. Le cadmium, le cuivre, le chrome,
le nickel, le plomb et le zinc sont principalempnésents sous forme de traces dans I'environnement
(Baize, 200%. Ce sont legléments traces métalliques ou ETM
Les termes ETM ou métaux sont préférentiellemeriiség tout au long de cette synthése

bibliographique.
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1.2 Mobilité et biodisponibilité des éléments-tracegdaligues
La teneur totale d’'un élément donne une idée dtocks> de I'élément a un moment donné.
Cependant, cela ne donne aucune information sifreledanger des ETM, lié a lenmobilité dans le
sol et leurbiodisponibilitépour les organismes vivanBdize, 1994 La mobilité d’'un élément est sa
capacité de passer d'un compartiment du sol a utne aformes échangeables, minéraux,
oxydes/hydroxydes, molécules organiqués) biodisponibilité est la capacité de ce ménéenént de
passer d’un compartiment du sol vers le vi@oiste, 1988; Vanobberghen, 2D1Q'est ainsi qu'une
teneur totale d'un élément donné dans le sol paet é&xcessive mais, si la biodisponibilité est
restreinte, le danger lié a 'absorption par lanfdade cet élément s’en voit diminué. De nombreux
paramétres influencent la mobilité des métaux darsol. Les plus notoires sont le pH, le potentiel
redox, la quantité et la composition de la mati@rganique, la capacité d’échange cationique, la
température et I'activité microbiologique.
La présence des métaux dans les végétaux esttavanin probléme sanitaire. Certains métaux sont
essentiels pour la plante, I'animal et 'Homme. iLansport et leur concentration sont régulés pour
maintenir une teneur constante indépendamment eadaur a laquelle I'organisme vivant est exposé
(homéostasie). Chez 'Homme, le zinc est importdams le développement du squelette et des
organes et dans le bon fonctionnement du systémeuimtaire. Il joue un rdle crucial dans la
protection des composants cellulaires et de I’ADMte I'oxydation et préviendrait I'apparition de
maladies chroniques telles que le canGa(fieldet al.,2004; Ho, 200% Bien qu’essentiels a faibles
doses, ces métaux sont toxiques a fortes condgensatChez 'Homme et dans le regne animal, une
inhalation ou une ingestion de fortes doses peadyire des effets déléter@BlERIS, 2005; Vamerali
et al.,2010; Sanchez-Parax al.,2019. D’autres métaux sont toxiques a trés faibleedd€d, Pb).
On se souvient de la maladie Itai-Itai, caractérjz# I'ostéomalacie et I'ostéoporose, qui est apa
vers les années 1950 au Japon suite a lirrigatesriziéres par de I'eau enrichie en cadmila (
Foresteaet al.,198]). D’autres conséquences pathologiques sont I'aitedigisticulaire, le cancer de la
prostate et certaines maladies nerveuses. Undréoisporté par le sang, le cadmium ainsi que le
plomb se concentrent principalement dans le foilesteins, mais aussi dans le pancréas, la glande
thyroide, les testicules et les glandes salivdPesForestat al.,1981; INERIS, 2003; 2005

2. Les éléments-traces métalliques chez les végétaux
Le zinc est un élément essentiel chez les plantes. lrviet® principalement sous sa forme
d’oxydation Zrf*. Sous cette forme, le zinc limite le transfertletérons et donc la formation de
radicaux libres $inclair et al., 2012. Il peut avoir un rble de cofacteur catalytique structurel (du
domaine en « doigts de zinc ») dans une majoriédzymes et de protéines. kteivre intervient
comme cofacteur au sein d’enzymes ayant un réle Baphotosynthese et dans la respiration. Il est,
entre autres, impliqué dans la distribution degesjda réduction de l'azote et dans la fixation de

I'oxygéne. Lenickel est essentiel pour les plantes mais sa concamtrdéins la plupart des especes
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végétales est trés faible (0.05 — 10 mg.kgat. séche). C’est un composé d’enzymes telledague
glyoxalases et uréases ainsi que quelques superadigthutases et hydrogénases. Le nickel est
également important dans certains processus méfabsl (uréolyse, métabolisme de I'hydrogene,
biogénése du méthane et acétogéndsanéraliet al.,2010; Sanchez-Parda al.,2012. Le cobalt
n'est pas classé comme essentiel, mais il est ip@eéfians certains cas. Il est surtout nécessaure p
le bon fonctionnement des enzymes impliquées a@afisdtion de I'azote chez les Iégumineuses, ainsi
que cheZlnus glutinosaet Casuarina cunninghamianaui possedent la vitamine B12 (dont le cobalt
est un composant) et les co-enzymes cobamidescéfeace en cobalt affecte le développement et le
fonctionnement des nodule®4d]it et al., 1994; Marschner, 1995 Cependant, en quantité trop

importante, tous les ETM deviennent toxiques.

2.1 L'interaction entre les métaux
Plusieurs métaux se retrouvent en méme temps darsols pollués. Cette coexistence peut jouer un
réle dans l'intensité de leur phytotoxicité. Ene¢ffie danger des métaux réside non seulementemns
dommages cellulaires qu'ils peuvent occasionners @galement dans les déséquilibres nutritionnels
gu’ils peuvent provoquer en entrant en compétiieac d’autres éléments essentiels (Figur&Zhag
et al., 2012. Le cuivre, le nickel et le cadmium peuvent prgwer des carences en d’autres cations
(Ca, Mg, Mn, Fe, Zn) en interagissant avec ces idexynau niveau des racines. Des dégats
physiologiques (retard de la germination, inhilsitae la croissance) sont alors occasionAégu(ni
et al., 1998; Yusufet al., 201]). L’ion cat peut réduire la toxicité du Riiau niveau racinaire chez
Alyssum bertoloniDesv. alors que le cuivre 'augmente clieaus sylvestrigChenet al.,2009. De
fortes teneurs en cobalt peuvent provoquer uneidatie en fer mais aussi empécher la fixation du
cadmium par les racineBdlitet al.,1994. Le cadmium et le zinc partagent des propriél8sigues
et chimiques et sont souvent associés dans legaign®es interactions, tantdét antagonistes tantot
synergiques, sont fréquentes entre ces deux mébhusieurs études, dofttherif et al. (2011) ont

montré, par exemple, que le zinc pouvait diminiadydorption du cadmium par la plante.

2.2 Les especes réactives d’oxygene (ROS)

Le danger de la plupart des métaux réside dansttaurd’oxydation et donc dans leur propension a
réagir a la place, ou avec d’autres composés chisigLes métaux peuvent étre divisés en deux
groupes : il y a les métauxredox actifs xFe, Cu, Cr, Co) et les redox inactifs Cd, Zn, Ni, ...).

Les premiers sont directement impliqués au nivessurdactions d’oxydo-réduction (réactions Haber-
Weiss et Fenton) et sont responsables de la faymdtespéces réactives d’oxygéne (ROS) telles que
I'anion superoxyde 9 l'oxygéne singulet © le peroxyde d'’hydrogéne,®, ou encore l'ozone O
(Cherifet al.,2011; Sanchez-Parda al., 2019. Les métaux redox inactifs créent indirectemesg d

ROS en affectant, par exemple, les enzymes impsjaéns la défense antioxydative, en déviant les
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électrons de la chaine de transfert ou en indulagpeéroxydation des lipideddzefczalet al.,2012.
Certaines protéines et enzymes sont plus vulnéraple d'autres, notamment lorsqu’elles possedent
dans leur structure un groupement sulfure (cystékfre effet, le cadmium présente une grande adfinit
pour ce groupement et, en se liant a ce derniemdifiera la structure protéinique et donc sotivaét

au sein de la cellule. D’autres protéines possédertofacteur métallique (chlorophylle, RuBisCO,
superoxydes dismutases et catalases du system&fatesel antioxydatif) ou organique (FAD, NAD,
coenzyme A). Ce cofacteur peut étre remplacé paauire métal, ce qui aura également comme
conséquence l'inactivation de la protéine. La pobidn des ROS est donc intensifiée car le systeme
de défense antioxydatif est inactivBir(gla-Pareeket al., 2009. Les métaux peuvent également
endommager les structures chloroplastiques entaffe€antenne collectrice du photosysteme I, la
quantité de pigments (xanthophylles et caroténdidéssi que la chaine de transport d’électrons
(cytochromes b6f et b559p4lit et al., 1994 ; Cheret al., 2009 ; Yusufet al., 2011 ; Hossairt al.,
2012 (a); Sanchez-Paraa al., 2019. Les métaux, en interagissant avec les macromieede la
cellule, provoquent alors des déreglements au univika métabolisme cellulaire (perméabilité de
membrane, photosynthése, respiration, sénescddeg)symptdémes tels que la chlorose et la nécrose
apparaissent, la croissance et la vitalité dedatplsont réduites ou inhibées et, au final, lesanxé

provoquent la mort de la plante (Figure 1).

| Heavy metal ions |

I Competition with other I J Formation of chelate complexes with I

metal ions metal ligands

I Deficiencies of other essential I Excess metal ions Immobilization/sequestration/
metal ions in plants compartmentation within vacuoles

Binding to protein and DNA/other targets
-SH, -COO", imidazole, bases

|

Malfunctions of protein and DNA/
alteration of enzyme activities

[

Inhibition of Inhibition of Metabolic
photosynthesis respiration disturbance

| Increase of ROS I(—{ Increase of MG }—) Depletion of GSH |
Induction of
oxidative stress

—

Alteration of cell membrane, DNA damage, gene mutation, protein oxidation,
lipid peroxidation, and cell death

Growth inhibition and
reductions in yields

Figure 1 : Mécanismes biochimiques et moléculdirggiqués dans la production d’espéeces réactivesygiene (ROS) et le
dommage cellulaire chez les plantes suite a laepoesdes ETM. Les initiales MG sont utilisées poethylglyoxal et GSH
pour Glutathion. (figure issue dtossairet al.,2012(a). Biochemical and molecular mechanisms involved énpttoduction

of reactive oxygen species (ROS) and cellular dasag plants due to the presence of MTE. The inéiters MG are used

for methylglyoxal and GSH for Glutathione (figureri Hossain et al., 2012(3)
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2.3 Systémes de tolérance des métaux
Chaque espéce végétale a son systéme de toléranoe seule et méme espéce peut développer
plusieurs systemes de tolérance a la fois. Ce mghg reprend les principaux mécanismes de
tolérance vis a vis des métaux. Ces mécanismespeétre constitutifs ou induits par I'exces de

métaux.

2.3.1 Effets des racines sur la rhizosphere
L'entrée du métal peut étre influencée par lesnexiEn effet, plusieurs caractéristiques du sul so
modifiées par I'activité des racines. Cette pattiesol influencée par le contact avec les racises e
appelée lahizospherelLa plante peut, par exemple, relacher 10 a 20%adoone racinaire, issu de la
photosynthése, sous forme thizodépositiongKidd et al.,2009. Ces rhizodépositions regroupent les
processus par lesquels le carbone est libéré damd | perte des cellules de la coiffe, mort selges
cellules racinaires (cortex, racines fines), l& flie carbone a travers les symbiontes, pertes gazeu
la perte des solutés des cellules vivantes (lasdaits) et la sécrétion de polymeres insolubles
(mucilages) Jone<t al.,2009. Différents exsudats racinaires permettent lailisaltion des
nutriments dans le sol (P et Fe) et augmenteniesworption. lls peuvent également influencer le
comportement des ETM en réduisant ou augmentantigponibilité (modification du pH, des
réactions redox, précipitation et chélatiok)dd et al.,2009.
La paroi cellulaire et la membrane plasmique petiggalement limiter le passage des métaux vers

I'intérieur de la cellule grace a leur capacitéctignge cationique (CEC).

2.3.2 Les micro-organismes de la rhizosphere
L’activité racinaire, en modifiant les propriétésypico-chimiques du sol, permet également le
développement de micro-organismes tels que legtestet les champignons. En proliférant dans cet
« écosysteme » particulier, certains de ces orgmsgonferent méme des propriétés en faveur de la
plante. lls jouent un réle important dans les psesae de mobilisation ou d'immobilisation des
éléments dans le sol. Etant le premier contact kveal avant la racine, ils peuvent influencentiée
des éléments nutritionnels et autres métaux audeila plante. Ainsi, une racine peut installer un
milieu favorisant le développement d’associatio@éséliques (symbioses) entre la plante et ces micro-
organismes Eouchetet al., 1999 ; Drénou, 2006 ; Fortiet al., 2008 ; Vangronsvel@t al., 2009.
Dans le cas d'une association entre une plante ehampignon, la symbiose est appetéeorhize
Pratiguement la totalité des plantes terrestregntiven symbiose mycorhizienne dont il existe
plusieurs formes (endomycorhizes, ectomycorhizes), §ortinet al.,2008.
Le mycélium du manteau externe est en permanencergact avec les particules du sol. Quand le sol
est enrichi en métaux, le développement de cespigaons peut étre influencé. Le champignon peut,
comme la plante, avoir des difficultés a colonigesol contaminé en subissant un stress métallique

semblable a celui observé chez les végétaux, ethi@spignons qui développent plus de mycélium
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ont davantage de chances de survivre dans un sthromé. L’'absorption et la translocation des
métaux dans la plante héte peuvent également amaéffet indirect sur la mycorhize car, si la péant
en patit, elle ne peut fournir le sucre nécessairehampignon. C’est le cas, par exemple, chellus
luteusdont la colonisation mycorhizienne peut étre résignificativement par le cadmiurikon et

al., 1988 ; Colpaeret al.,1992a ; 1992b ; 1993

Une fois installée, cette symbiose peut protégetdate de la toxicité des métaux en augmentant leu
tolérance Brown et al., 1985 ; Dennyet al., 1987a,b ; Jonest al., 1988 ; Colpaertt al., 19923.
L'effet des mycorhizes sur la tolérance de la @asgt toutefois variable, sans doute parce que cela
doit étre spécifique a la fois au métal et a lant@aEn effet, des études indiquent une tendanse de
ectomycorhizes a limiter I'entrée du métal (Kruptal., 2003; Prasuret al., 2005; Sell, 2005;
Krznaric et al., 2009, 2010). Les champignons issus de milieux azoimés seraient capables de
restreindre l'absorption du zinc par exempolpaertet al., 19923. Cependantlasat (2002)a
montré quedes ectomycorhizes adaptées jouent également enm@brtant dans I'accumulation de
certains métauxGamaleroet al. (2009) rapportent que les endomycorhizes améliorent krdate
chez la plante, d'une part en modulant I'expressiten certaines enzymes impliquées dans la
photosynthése et la fixation du carbone, d’autrg pa favorisant I'action des défenses antioxyassti

(composés sulfurés, peroxydases).

2.3.3 Transport du métal dans la cellule végétale
Pour entrer dans la racine, le métal peut emprsai¢davoie intracytoplasmiquésymplaste) soit la
voie extracytoplasmiqu@poplaste) via des transports passifs ou acpigsiiques ou non. Une fois &
I'intérieur de la cellule, le métal peut étre réjédtratégie d’exclusior). Des transporteurs de métaux
sont alors impliqués pour transférer les ions rgtes du symplaste vers I'apoplaste. Si le métal
reste au sein de la cellule, la plante est capdbl@inimiser son impact en régulant sa distribuéian
sein de la cellule et des organes. La plante pesit @npécher le transport des métaux vers legepart
aériennes et limiter I'accumulation uniquement aeau racinaire ou, a l'inverse, optimiser son
accumulation au niveau supériestrétégie d’accumulation) (Clemens, 2001 ; Kideét al., 2009 ;
Hossainet al., 2012(a). Une série de familles de génes est impliquées darséquestration et la
compartimentation des métaux au sein de la celRitgure 2). L’absorption du Eeet du Zi3" serait
prise en charge par un groupe de transporteurstappat a la familleZIP [ZRT (Zinc-Regulated
Transporter), IRT (Iron-Regulated Transporter)]s lteansporteur€OPT (Copper Transporter) sont
impligués dans le transport du cuivre et les trarisprs Nramp (Natural Resistance Associated
Macrophage Proteins) dans celui dd'Fet du C4". Le métal peut également induire des réponses de
détoxification comme la formation de chélateurs dd@m cytosol. Il s’agit principalement des
phytochélatines (PC) et des métallothionéines (M€s PC sont synthétisées a partir du glutathion
(GSH) et sont des polypeptides riches en cystéieer structure est généralement notge Glu —
Cysh — X ou X est soit Glyy-Ala, Ser, GIn ou Glu et n = 2-11. Les MT sont égaént des
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polypeptides a faible poids moléculaire riches gsté@ine. Ces macromolécules possédent donc des
groupements thiol capables de chélater les mé@Glest le cas par exemple du nickel, du cadmium et
du cuivre, qui peuvent induire la synthése de ¢edateurs, ainsi que d’autres ligands tels que le
citrate, le malate, I'histidine ou la nicotianamitall, 2002 ; Cheret al., 2009 ; Collinset al., 2010 ;
Yusuf et al., 2011 ; Hossairet al., 2012(a). Une fois dans le cytosol, le métal forme un clexg
avec les PC. Ce complexe est alors transportéldamsuole, principal lieu de stockage de composés
toxiques, grace aux transporteurs de type ABC (Aiflding cassette transporter) (Figure 2). La
famille des transporteurs CDF (Cation Diffusion iftor) serait impliquée dans le transport dé'Zn

et Cd* (ZAT) dans la vacuole. Egalement au niveau du tonapléstprésence probable d’antiports
Cd*/H* et C4'/cation CAX) a été signaléeSanita di Toppet al., 1999; Clemens, 2001; Hossaih

al., 2012(a). Le cobalt a une faible mobilité au sein desuss®liaires et il est principalement retenu
au niveau du systéme vasculaire, par exemple ehbltglet la tomate. Un excés de cobalt n'induirait
pas les mécanismes de défense communs au strealiguét Les phytochélatines ne sont pas
produites comme par exemple pour le Cd et le Cseridit complexé dans le xylenm@q(lins et al.,
2010. Les protéines chaperones ont également leur riampme dans I'acheminement des métaux
essentiels vers les protéines dont le fonctionnemeguiert le métalGlemens, 2001 Les protéines
chaperones HSP (Heat Shock Proteins) peuvent égateavoir une fonction dans les mécanismes de
protection et réparation des protéines en répomnse siress Kall, 2009. La synthése d'acide
salicylique (SA) sert de signal dans la régulaties processus cellulaires impliqués dans la résista
aux stress. Une augmentation de la teneur en praligmolyte organique, a également été constatée
en réponse au stress métallique. Elle participéeggant, en tant qu’antioxydant, a la stabilisatiten

la membrane et protége les enzymes en chélatad@tdleSon accumulation ne serait pas liée
directement au métal mais a son incidence surilibgeiaqueux au sein de la planf&ipathiet al.,
2006 ; Singtet al.,2010 ; Martinset al.,2011 ; Hossaiet al.,2012(a).

Golgi
ATP RANA
1 v
CCH1-Cu ADP+P,
Cytosol
Zn" ca)’
cd* Fe:_Mn" Fe: ca*
2P14 2", Cd"(?) Cd
ZNT1 IRT1 COPT1  AtNramp1/3/4 Len

Figure 2 : Transporteurs impliqués dans la commpaniation des ETM (figure issue ddemens, 2001 Metal plant

transporters involved in the sequestration of MTi§ufe fromClemens, 2001
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2.3.4 Les systemes antioxydatifs
Les métaux produisent directement ou indirecterdest ROS. Ceci a pour conséquence l'induction
des systemes de défense antioxydatifs. Ces systdmedefense sont composés, d'une part, de
molécules antioxydatives non enzymatiques et, cBapart, de mécanismes enzymatiquess
mécanismes non enzymatiqueastilisent principalement I'ascorbate (AsA) et leigithion (GSH). En
réponse aux stress, la plante accroit I'activiteetteneurs en GSH. Le glutathion existe sousdorm
réduite (GSH) et sous forme oxydée (GSSG). Le grmgmt thiol de la forme GSH peut donner ses
électrons aux molécules instables (ROS). Le GSHedeva son tour tres réactif mais se lie
directement avec une autre molécule de GSH pounefiote GSSG. Le GSH est régénéré ensuite a
partir de GSSG grace a I'enzyme glutathion rédec(@&R) en utilisant une molécule de NADPH. En
présence de trop fortes teneurs en métaux, I'éetilé la GR peut ne pas étre suffisante et unecare
en forme réduite GSH entraine alors en une augthamtdes ROSJozefczalet al., 2019. Le GSH
participe également au cycle Ascorbate-Glutathiomportant dans la défense antioxydative en
conditions normales. Il s'agit d’'une successiornxgdations et de réductions de AsA et GSH afin que
le systeme enzymatique antioxydatif puisse foncionLe tocophérol, les flavonoides, les alcaloides
et les caroténoides ont notamment été détermingsneoagents antioxydatifs non-enzymatiques
(Apel et al., 2009. Les mécanismes enzymatiquesegroupent les superoxydes dismutases (SOD),
I'ascorbate peroxydase (APX), la glutathion per@sal (GPX) et les catalases (CAT). Les SOD font
partie de la premiére ligne de défense contre @S Bn transformant l'anion superoxyde € HO,.
Les APX, GPX et CAT convertissent ensuite lgOHen HO. L'APX fait partie du cycle non
enzymatique Ascorbate-Glutathion et nécessite dorec régénération de ces molécules. Les GPX
nécessitent également la régénération de glutathigrartir de GSSG. Les plantes possedent de
multiples génes codant pour les SOD et les APXsiBlus isoformes existent dans les chloroplastes,
mitochondries, peroxysomes ainsi que le cytostapoplaste. Les GPX se situent quant a elles dans

le cytosol et les CAT, principalement dans les pgsomes Apel et al.,2004.

Les végétaux posseédent donc différents mécanismesogtiogiques qui leur permettent de croitre en
milieu contaminé par les métaux. Grace a I'étudecde mécanismes de tolérance, la notion de
phytoremédiation a pu étre proposée comme techrpgumettant la gestion des risques liés aux

pollutions métalliques.

3. La phytoremédiation
Le terme <phytoremédiation »a été introduit en 1983 suite a la découverte dmntes
hyperaccumulatrices capables d’extraire une fountjté de métaux présents dans le €blaheyet
al., 1997 ;Raskinet al.,1997. La phytoremédiation est une technique biologiquiepermet de lutter
contre les risques liés aux polluants. Elle esébasur I'utilisation des mécanismes de tolérance

induits chez les végétaux (stratégie d’exclusiom’agccumulation, voir 2.3.3).
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Le terme phytoremédiation regroupe différentesriples : la phytoextraction, la phytostabilisation,
la phytovolatilisation, la rhizofiltration et la ptodégradation Ghaneyet al., 1997 ; Pulfordet al.,
2003 ; Loneet al.,2008.

O Phytostabilisation : la plante réduit la mobilitdadisponibilité des polluants dans le sol. Elle
maintient les métaux au niveau de la racine eadhitosphére.

0 Phytoextraction : la plante extrait les polluanis sbl et les concentre dans les parties
récoltables.
Rhizofiltration : les racines absorbent les pollsgrésents dans les eaux usées.
Phytovolatilisation : la plante transforme et rél&ccertains polluants, essentiellement
organiques, sous forme volatile.

O Phytodégradation : la plante et la microflore agsodégradent les polluants, essentiellement

organiques, sous forme moins toxique.

Nous nous focaliserons sur les deux premieres igabs qui concernent essentiellement les ETM.

3.1 La phytostabilisation
Cette technique est basée sur la capacité qu'otdtines plantes d’empécher I'entrée des métaux en
les immobilisant dans la rhizosphére ou de lesestger dans les cellules racinaires tout en lirhigan
transfert vers les parties supérieures de la plénte point 2.3). La teneur racinaire est donc
supérieure a la teneur foliaire. Le concept de gatgbilisation se base sur le fait que la couvertur
végétale influence la stabilité des contaminantssda sol mais, aussi, sur le fait qu’elle conteitdu
I'enrichissement en éléments nutritifs et a I'aitéi\biologique du solNlertenset al.,2007 ; Vamerali
et al., 2010. Cette technique est souvent considérée pouvevégétalisationet lavalorisation de
sites rendus inutilisables par les contaminatioiszvkina et al., 2009. L’installation d'une
couverture végeétale réduit les risques pour laésdmtmaine et I'environnement en limitant la
dispersion des contaminants vers les nappes pduéatil'atmosphére et les écosystémes avoisinants.
Eventuellement, des amendements réduisant la disjiigndes ETM, peuvent étre combinés a la
plantation de végétauyangronsveldet al., 2009. Il ne s’agit pas d’'une technique standardisée et
chaque cas doit étre évalué individuellement. Lli@pgion d’amendements, par exemple, peut avoir
des effets indésirables tels que la destructiotadgructure du sol ou I'immobilisation des élénsent
essentiels. Et lorsqu’il s'agit de sites a risqildaut considérer la phytostabilisation comme une
mesure temporaire, en attendant une remédiationitiéd des sites en questioMgngronsveldet al.,

2009 ; Vameralet al.,2010.
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3.2 La phytoextraction
Cette technique est basée sur la capacité dermstalantes a capter, transporter et accumuler les
métaux dans les tiges et les feuilles, grace ausaniémes de compartimentation et de chélation.
Certaines espéces sont méme capables de mobdsendtaux afin de faciliter leur accumulation
(Raskin et al., 1997. La capacité d’accumuler les métaux dépend depdee végétale ou des
écotypes/variétés d’'une méme espéce. Chaque especeéme individu, possede des mécanismes
d’absorption établis sur les caractéristiques dgénés, morphologiques, physiologiques et
anatomiques de la plante. Plusieurs points de vuéagphytoextraction se sont donc développés. Le
premier est axé sur I'étude des plartggeraccumulatricesCe sont des plantes capables d’accumuler
jusqu’a 100 fois plus de métaux que les plantes mooumulatrices. Elles sont classées
hyperaccumulatrices lorsque la biomasse contierst ¢¢ 1% de Ni, de Zn ou de Mn, ou plus de 100
mg Cd.kg". Il s’agit essentiellement d’espéces appartendatfamille desBrassicaceagnotamment
les especes des genrEklaspi, Alyssumet Arabidopsis Il a été suggéré que cette caractéristique
évolutive procure une protection contre les attagiemgiques et d’insecte€lfaneyet al., 1997 ;
Pulfordet al., 2003 ; Loneet al.,2008. L'utilisation de ces plantes particuliéres erytolhemédiation
est cependant limitée par leur production assereiete de biomassé(nst, 1998 La plante idéale
pour la phytoextraction devrait combiner une fdstemasse et une forte accumulation de polluants.
Un autre point de vue s’est alors développé suilifation d’essences ligneuses (saule, peuplier,
aulne) qui, grace a la forte production de biomapsemettraient d’extraire une grande quantité de
polluants présents dans le sol. Cette alternaste@uplée également a I'utilisation d’amendements
qui permettent de favoriser le captage des métacidé éthylene diamine tétra-acétique (EDTA))
(Chaneyet al., 1997 ; Pulfordet al., 2003 ; Loneet al.,200§. La phytoextraction par production de
biomasse est une technique lente, demandant pisisEmées, voire plusieurs décennies, avant de
répondre aux objectifs d’assainissement. Il estgius judicieux de considérer la phytoextractian e
combinaison avec les techniques physico-chimiql&ssicues afin de garantir I'assainissement du

site dans des temps raisonnables et a moindres oéerset al.,2009.

4. Conclusion

Les ETM interférent avec de nombreuses voies plogitues chez les étres vivants, ce qui explique
leur toxicité. Chez les plantes, certaines voiessigogiques permettent I'expression d’une toléeanc
aux ETM. Ces mécanismes de tolérance sont soibtage des ETM au niveau des racines ou, au
contraire, I'absorption des ETM et leur accumulatitans les parties aériennes. Ces mécanismes sont
a la base des techniques biologiques utilisées dansemédiation des sols contaminés: la
phytoremédiation. La phytoremédiation n’est pasamcept nouveau et, a I’heure actuelle, il continue
d’évoluer alors méme que le nombre de friches imgilies a réhabiliter augmente. Bien que cette

technique soit étudiée depuis une vingtaine d’asnke phytoremédiation arrive seulement a étre
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considérée comme technique durable potentiellee@igmnt, c’est un processus lent, & valoriser sur le
long terme et qui donc, nécessite un suivi desursnen ETM dans le sol et le végétal. Les projets d

faisabilitéin situ sont dés lors encore peu nombreux en Walloniergtdonc encore a promouvoir.

Les termes métaux lourds et éléments-traces nugtadli (ETM) ont été définis dans cette premigre
partie. Dans la suite de ce travail, le terme g@dnémeétaux » sera privilégié car le fer et le nzargse

ont également été pris en compte dans les anadsesnstituent des éléments majeurs de la crpdte

terrestre et non des ETM.
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[l. Le saule

Les saules, du genfalix appartiennent a la famille d&glicaceaeles différentes caractéristiques
des saules font de ce genre I'un des plus utitisés le monde entieBalix comprenant entre 330 et
500 espéces, est originaire des zones tempeéréabtedpicales. Sa distribution géographique s’étend
sur tous les continents a I'exception de I'Antayaé et de I'AustralieKAO, 2013 ; Merten®t al.,
2011a, 2011 Cette large distribution est due au fait que ladesasont des essences a croissance
rapide, pouvant se propager par multiplication veiti¥e et s’adapter a différentes conditions (sol,
climat). Le saule constitue donc une des esseness plus étudiées dans la restauration
environnementale mais aussi pour la lutte contgm$ion du sol et les inondations. Par ailleurs, il
confére un habitat et est source de nourriture pibeers organismes. De plus, grace a sa grande
efficacité dans la capture du carbone L@ s’avere utile face au changement climaticee.plus de
son utilisation traditionnelle (foresterie, agrituk), le saule a donc été récemment envisagé comme
source d'énergie renouvelable et dans la gestisrsdis polluésBaudouin, 1993 ; Kuzovkinat al.,
2005 ; FAO, 2008, 2013; Lambot, 2011
Les saules ont une capacité d'adaptation a diversegitions environnementales et ce, parce qu'ils
bénéficient d'une évolution dynamique des génegjuidavorise hotamment la formation d’hybrides
(Mertenset al.,2011 ; Evlarcet al.,2011). «La diversité, dans un contexte global, est esdéntida
survie des especes et a leurs adaptations spéeffigux environnements. Elle est fondamentale dans
les interactions biologiques, dans le fonctionneintes écosystemes et dans les grands équilibres de
la planéete (climat, cycles biogéochimiques».(Faucon, 200P La biodiversité des saules est un
critere important a conserver. En ce sens, “Therm@tional Poplar Commission (IPC)” a été fondée
afin de promouvoir la culture et la conservatios denres qui constituent la famille dealicaceae
En Wallonie, le projet ECOLIRI (Interreg llI-A-WLL)lancé en 2004, a permis la création d'une
filiere de production de saules, ceci grace a tsection et a la récolte de boutures ainsi qu’a la
production de jeunes plantBriart et al., 2013. Cette collection regroupe des centaines de slone
balayant une large diversité de saules provenalat &llonie.
Plusieurs études de laboratoire et de terrain animpttre en évidence la variabilité inter et intra-
spécifiqgue du saule a accumuler les métadarfniroli et al., 201). Quelques exemples recouvrant
les résultats d’études mendassitu ou en pots avec différentes espéces de sauleeqmig dans le
Tableau .
De nombreux essais ont évalué la faisabilité dexteaction des métaux par les ligneux en se basant
sur plusieurs observations :

- A lissue des essais en laboratoire, de fortesuisnen métaux dans les tiges de certains

individus ont pu étre mises en évidenbé&kinsonet al.,2009.
- Bien que, chez le saule, les teneurs en métaux ldabi®mmasse soient inférieures a celles

retrouvées chez les plantes hyperaccumulatricagdatité de métaux pouvant étre extraite
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sera plus importante chez le ligneux, par unit@rn@/hectare), grace a son importante
production de biomassg&Kval et Greger, 2003 ; Migeat al.,2009 ; Marmiroliet al.,2017).

- L’extraction peut étre améliorée en favorisantdadpction des parties récoltables grace aux
techniques de culture adéquates. L'une d’entres edlgt le taillis & (trés) courte rotation
(T(HCR) (Laureysenset al., 2009. Il s’agit d’6ter la dominance apicale (croissanen
hauteur) afin de privilégier le développement desrgeons axillaires et donc la ramification.
Ainsi, en augmentant la production de biomassaild’accumule le métal et la fréquence de
récolte (3 a 5 ans), il est possible d'augmenexttaction du métalMarmiroli et al., 2011,
Witterset al.,2009 ;Pietriniet al.,2010.

Au cours du vieillissement de l'arbre, il y a triorsation du bois : les cernes les plus en périphér
sont les plus récents et permettent la montée deva brute vers les parties aériennes. Cette zone,
permettant aussi le stockage des éléments, edieap{mibier. Lorsque ces cernes de croissance ne
font plus circuler la séve, ils se transformentlaramen (ou bois de cceur) et une partie des éléments
chimiques est redistribuée vers I'aubier, similaiemt au processus de la sénescence folligitifer,
2007). Hagemeyer (1995, 2000) da@ossiaux (2012k montré des mouvements similaires des
métaux au sein du bois. Premiérement, l'aubiex,la circulation de la séve, est plus concentré en
certains métaux. Deuxiemement, lors de la transfoom de I'aubier en bois de cceur, certains
éléments sont remobilisés vers l'aubier. Or, lditaflu saule favorise la formation de ce bois. Le
T(t)CR privilégie donc I'extraction des polluants.

Quelques techniques de valorisation de biomassétémroposées et/ou sont en cours d'investigation.
Les parties ligneuses peuvent étre utilisées cobvioreasse énergétique. La chaleur produite fournit
alors de I'énergie et permet une certaine rentéltonomique au systéme de dépollutléanimeret

al., 2003. Toutefois, I'incinération ne peut étre envisagée si des systéemes de filtration limitent les
émissions de métaux dans I'atmosphere. Un dispdsitiécupération des métaux dans les cendres est
également envisag®lgerset al. 2005 ; Kuppenst al.,2010.

Il s’agirait alors d'une extraction douce, moingmuse par rapport aux méthodes physico-chimiques
demandant d'importants investissements énergétigeesfinanciers \Vitters et al., 2009 ;
Vanobberghen, 20)1

L’incinération « contrdlée » implique un investisent de départ, qui peut cependant étre amorti par
la production d’énergie et un commerce des métacyctés (edin, 1998.
Cependant, la phytoextraction présente quelquesnudnients :

- Elle n'est possible que sur des sols faiblementodérément contaminés. D’une part, parce
que des teneurs en métaux trop importantes soifutes pour les plantes et empéchent leur
installation Pulford et al., 2001 ; Kinget al., 2006 ; Meerset al., 2007 ; Dickinson, 2000
D’autre part, parce que la législation du Décrels Sau-dela de certaines valeurs « seuil »,

impose un assainissement par techniques tradiflesret ne privilégie pas la phytoextraction.
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La contamination doit étre localisée au niveaualeduche supérieure du sol (moins de 50
cm) ou se situent les racin&¥ifterset al.,2009.

Il s’agit d’une technique tres lente de décontatiomaBaumet al., 2006 ; Pietrosantt al
2009. Plusieurs modeéles et équations ont permis deuleal le temps nécessaire a la
décontamination du sol par phytoextraction et eeigerait compris entre une et plusieurs
centaines d’années. Vu la variabilité des tenebtermues au sein d’'une méme espece, il est
difficile de pouvoir comparer les quantités de rogtaxtraites par les saules. Aussi, les
teneurs en métaux ainsi que les caractéristiquesaluvarient d’'une étude a l'autre.
Cependant, des résultats d’es$aisitu ayant tenté de calculer la durée d’'une phytoetitnac
sont regroupés dans le Tableau Il. Ces calculsasenb sur plusieurs criteres « optimistes »
qui ne sont pas toujours vérifiés tels que I'extoac maximale continue du métal ou la
production maximale de biomasse (10 & 15%ard). De plus, certains auteurs obtiennent des
durées de décontamination moins importantes enasanb uniquement sur une fraction
biodisponible, parce gu’elle est considérée comatergiellement dangereuse, sous-entendant
une fraction totale immuabl&&n Der Lelieet al.,2007).

Les teneurs en métaux sont, de maniére génératejrpportantes dans les racinBsitenset

al. 2011, Pietrosangt al., 2009 ; Verveaket al.,2004, Rossellet al.,2003.
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Tableau | : Variabilité des teneurs en métaux poti@gre accumulées au niveau des tiges de diffésespéces de saule.

Concentration en métaux (u'lMS)

. , L. Tige
Espece Type d'expérience Substrat I > 0 o gPt N ReTeronc
S. amygdaloide Anderss Collecte Non indique¢ <1.7-4. 169.0 — 466. Briegeret al., 199:
S. interiol Rowle¢ <0.€ 44.8 — 84.
S. viminalis Collecte de branches d'un an Cd : 0.52 - 0.59 {fra¢iNOs) Greger et Landberg, 1995
78101 (High accumulator) sur un arbre de trois aTR) pH 6.6-6.8 0.7-1.2
78183 (Medium accumulator) 0.35-0.82
78112 (Low accumulator) 0.3-0.66
S. daphnioides Collecte de branches sur un site po Total (Echangeable) 0.1-1.0 40 - 150 0.8-4.5 Landberget al., 1996
S. purpurea Cd :67.4 (0.52 a2 0.63) 0.1 80
S. triandra Cu:97.2 (1.85a241) 1.2 120
S. viminalis Zn : 770 (54.8 4 64) 0.1-0.3 25-330
pH 5.6
S. caprea In sit1 a 3 ans) Cu : 11670 a 9100 (fraction HNO 126 - 134.7 Dickinson, 2000
S. purpurea 263
S. alba 126
S. rubens 208
S. viminalis 121
S. fragilis 102
S. calodendron 207
Salixspp. In situ (aqua regia) 28 - 482 <7 -63 Pulfordt al., 2001
Zn : 2333
Cr:1788
S. viminalis In situ (fraction HNCg) 4.5 190 18 Rosselliet al., 2003
Cd:1.8
Zn : 62(
Cu : 557
pH 7.£
Salix spp. Pot (8 mois) Zn : 848 200 - 300 20
Cu : 1140
S. viminalis In situ(5 ans) Dornach (Fraction HN3) pH 7.¢ 15 70 Hammeret al., 2003
Cd:23
Zn : 650
Caslano (Fraction HN§) pH 5.2 2.2 430

Cd:2.8
Zn :1158
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Tableau | : Variabilité des teneurs en métaux potigre accumulées au niveau des tiges de difiésagpeces de saule (suite).

Concentration en métaux (U™ MS)

Espéce

Type d'expérience

Tige

Cd

Zn

Cu

Cr

Pk

Ni

Référenc

S. viminali:

S. viminalit

Salix spp

Salix spp

Salix spp

Salix spp

In situ

In situ

In situ (3 ans

In situ (3 ans

Pot

In situ (2 ans

Cd
Zn
Cu
Pb

Cd:

Zn

Cu:

Pb

Cr:
Ni:

Cd
Zn
Cu
Pb
Ni

pH:

Cd
Zn
Cu
Pb

Cr:

pH

Aqua regia (3 types de s

Cd
Zn
Cu
Pb
Cr
Ni

pH

13
1437.3
1725
1142.9
1.0-4.6
1144 - 729
18 - 9¢
128 -141
28 - 11!
13- 44
10.3-6.1
:121-329
:5.9-30
199-72

1 24-5C
6.8-7.
120
4285
1740

1 144E
980
:3.7-6.

18-25Ci
1 275-116
128-11.
1134-20
1 12-44(
1 4.4-4¢
:6.6-7.!

Aqua regii

Cd
Zn
Cu
Pb

:5.7
1343
135
1185

3.€

Bois
1.6-3.3

Ecorce

3.2-5.¢

10.£

146.1

Bois
38-65

Ecorce

262-46(

100 - 30(

162(

100 - 601

600 - 80(

5.8

Bois
5.9-7.8

Ecorce

8.6-9.7

15 - 3(

26.¢

2.1-9.¢

8all

Bois

0.2-0.3

Ecorce
0.3-0.¢

0.58 - 2.

127

Bois

Ecorce
3.2-6.(

0-2

14

0.46 - 3.¢

1.6-3.3

Bois

-0

Ecorce
0.5-0.¢

1.5-3.(

Vervaekeet al., 200:

Meerset al., 200t

Frenchet al., 200¢

King et al., 200¢

Meerset al., 2007

Ruttenset al., 201:
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Tableau Il : Capacité d’extraction du saule et duofale pour I'assainissement d’un sol par phytraexion.

e L Concentration (tige) Quantité extraite Durée
Référence Type expérience , - .
(Mg.0-1 m.s.) g/ha.an d'assainissement (année)
Greger et Landberg, 1995; 1999 Plantation Cd 2.2 36" 60C
Plantation Cd 22.2 21€°
Hamme et al., 200z Plantation (5 an Cd l5a2z 31a17
Zn 70 a 43 86 a 46!
cd 83
Meer: et al., 200t Sur base d'une production annuelle de t (réduction annuel : 0.02 mg.kfl)
- ok
(réduction annuel : 1.4 mg.ki*)
Cu . ] l4f’c
(réduction annuel : 0.04 mg.k ")
C
& oo
(réduction annuel : 0.02 mg.k ")
Ni 12°
Cr 6°
Frenct et al., 200¢ Plantation (3 an Cd Réduction de 5.6 pg’ld
Zn Réduction de 96 p¢’ ¢
Witterset al., 2009 Plantation (3 ans) Cd 10 a34.5 108 a 55

Ruttenset al., 201!

4Sur base d'une production de 12t/ha.an, pour pdesengCd.g-1 sol a 0.5 pgCd.g-1 sol.

b Sur base d'une production de 10t/ha.an.

¢ Sur base d'une production de 10 a 15 t/ha.an.

4 Réduction sur une plantation de 20 ans en comsitléne constance dans I'accumulation et dansdesigtés du sol.
€ Pour atteindre les valeurs du Décret Sol Flamand.

" Dans le sol.

| Chapitre 1 : Synthése bibliographique 30



Compte tenu de ces résultats en phytoextractionphgtostabilisation est certainement plus
envisageable sur les sites contaminés aux métaaxsélection de plants se portera alors sur les
individus de saule développant des mécanismes ld&ro et limitant la contamination de la
biomasseHKvlardet al.,2013, Suer et Andersson-Skald, 211

Une plantation de saules, exploitée en T(t)CR, putnte développement des racines et accroit la
densité racinaire de la couche supérieure du sguja une profondeur comprise entre 2 et 3 m. En
augmentant la densité racinaire, on augmente facgude contact entre les racines et le sol, faanti

la stabilisation des métaux (adsorption, chélation(King et al., 2006 ; Marmiroliet al.,201]). De
plus, la densité racinaire accroit les chances gedlifération des bactéries et champignons (faine
flore de la rhizosphére), favorisant ainsi la ddgteon des polluants organiques ou I'immobilisation
des métauxe Paoliset al., 201]). La re-végétalisation des sites contaminés petiinstallation
d’'un couvert végétal limitant la dispersion des am&tpar I'air ou par I'eauMigeon et al., 2009 ;
Pietrosantiet al., 2009. Par ailleurs, I'utilisation d’amendements poaduire significativement la
mobilité et la disponibilité des métaux est égaleimproposée \(an Der Lelie et al., 2001 ;
Vangronsvelcet al.,2009.
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Chapitre 2

Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

|. Approche phénotypique de la tolérance aux métais
clones de saules

ll. Etude du transfert des métaux du substrat verpdeses
aeriennes chez les saules a forte production dedsise

lll. Approchesphysiologique et protéomique de la toléra
de clones de saules aux métaux

I\VV. Tolérance d’'un phytoextracteur potentiel dans umtexde
de phytoremediation



Chapitre 2: Impact des métaux sur le saule. Apprdees phénotypique,

physiologique et protéomique.

Aujourd’hui, les mécanismes de tolérance chez éebdtées sont largement étudiés et la définition de
tolérance proposée par Macnair et Baker (1994) com@tant lacapacité d’'une plante a survivre, a
croitre et a se reproduire sur un sol dont les tereen métaux sont toxiques pour d’autrest claire.
Néanmoins, cette définition est-elle applicablerdes ligneux ? Comment la tolérance se tradug-ell

a I’échelle de la vie d’'un arbre ?

Pour les saules, I'étude de la tolérance aux méwdébute par I'observation de I@ponse
phénotypique de différents individus, appartenant a une ou iplus espéces. Par réponse
phénotypique nous entendons, dans le cadre dawalila mesure de la croissance et les teneurs en
métaux accumulées dans les différents organesnéscitiges, feuilles). Ensuite, I'investigation
approfondie de ces réponses phénotypiques a ingpligeapproche physiologique et biochimique.

Il s’agit par exemple, de la mesure de la fluoreseechlorophyllienne qui a I'avantage d’étre une
technique non destructive. Associé a cela, nousuebns le dosage des pigments et des hexoses dans
les feuilles. Ces approches permettent d’obtepirsales « indicateurs de tolérance » et de comnpléte
la vue d’ensemble de la réponse d’un clone aussingsallique Rietriniet al.,2010.

L’analyse génétique chez les especes herbacées tplleThlaspi caerulescencest Arabidopsis
halleri, a permis de faire progresser nos connaissancast Gux génes responsables de cette
tolérance. Cependant, ce genre d’études est peatigjat absent chez I8slicaceagMarmiroli et al.,
2011 et dans le cadre de nos essais, nous avons gpeelmeapproche protéomique Chez les
ligneux, I'expression de protéines en réponse prégence de métaux a déja pu étre testée chez le
peuplier Durand, 2009 ; Durandt al.,2010a,b ; Kieffert al., 2008 ; 2009a, 2009b ; Villierst al.,
201]) et, dans une moindre mesure, chez le shaledberg et Greger, 20p4

C’est pourquoi, dans ce chapitre, des paramétréaghypiques mais également physiologiques et
protéomiques des clones de saules sont étudiés. ddenes critéres, liés a la présence de saulamsur
sol contaminé, sont également utiles pour caraetélés clones :

- Premiérement, les racines peuvent avoir une incilenr la mobilisation des métaux dans le
sol. Ceci peut étre lié a la disponibilité des imunts. Si ceux-ci sont peu disponibles, la
plante libere des enzymes ou exsudats au niveda dézosphere. La respiration racinaire
acidifie le sol et influence également la dispditibides élémentsDfénou, 200G De cette
maniere, les métaux peuvent étre également relédéés la phase mobile et étre rendus
disponibles pour la plante. D’'une part, cette da&régtique peut privilégier I'absorption du
métal par le végétal. D’autre part, elle pourraigmenter le lessivage du métal si I'absorption

n'est pas suffisamment rapidégrvaekeet al.,2004 ; Baunet al., 2006 ; Kinget al., 2006 ;
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Suer and Andersson-Skold, 2Q01Peu de recherches ont été menées sur cettepratidue
chez les ligneux, contrairement aux herbacées.

Deuxiemement, les métaux ont tendance a s’accurdales les feuilles par rapport aux tiges,
rendant également possible une remobilisation désur lors de la restitution a la litiere
(Migeon et al., 2009 ; Witterset al 2009 ; Rutten®t al., 2011 ; Pietrosantet al., 2009 ;
Vervaekeet al., 2004 ; Meerset al., 2005 ;2007 ; Frenclet al., 200§. Qu’en est-il du
transfert des métaux pour les clones de saulegéétddns ce travail ? Pour répondre a cette
question, les teneurs en métaux ont été dosésedanzgent dans les tiges, mais également

dans les feuilles.
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Objectifs et Stratégies du chapitre 2

Les différents objectifs et stratégies sont regdasamaniere schématique dans la Figure lll ci-dessou
Afin de mieux les situer au cours du chapitre 2,schéma sera repris avec les conclusions

intermédiaires, avec, en surbrillance, I'objectifjael nous répondons.

Objectifs d'un point de vue phénotypique

1. Sélectionner des saules selon les deux criteres d’phytoextracteur idéal », a savoir,
combinant une forte biomasse et de fortes teneunsétaux.
Stratégie développée dans le point I Criblage d’'une série de saules sur base de lduption de
biomasse et des teneurs en métaux dans les tilysseudPs clones ont été plantés dans un méme

substrat contaminé aux meétaux (Expérience 2010).

2. Mesurer I'impact de la rhizosphére sur la mobilmatles métaux.
Stratégie développée dans le point |Analyse des teneurs en métaux dans les lixiviatpdEence
2010).

3. Calculer le transfert des métaux au sein des pastgiennes chez les forts producteurs de
biomasse.
Stratégie développée dans le point Il Analyses des teneurs en métaux dans les tiges &tuidles
des forts producteurs de biomasse sélectionnéssad’ du point | (Expérience 2011). Les clonestayan
produit le plus de biomasse ont été de nouveautgdadans le méme substrat contaminé. La

méthodologie de 2010 a été répétée.
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Objectifs d'un point de vue physiologique et pratéue

1. Mesurer la tolérance des saules par une approgfs@fgique et protéomique.
- Les individus les plus performants, en termes denbgse, présentent-ils moins de signes
de stress par rapport aux moins performants ?
Stratégie développée dans le point Ill Comparaison des analyses physiologique et pratiem
entre les clones a faible et forte production denaisse sélectionnés a I'issue du point .
Ce point est présenté sous forme d’artickehysiological and proteomic responses of differatiow

clones (Salix fragilis x alba) exposed to dredgedirment contaminated by heavy metals ».

2. Veérifier la tolérance d'un phytoextracteur potehtdun point de vue physiologique et
protéomique.
Lors du criblage de 2010, le clone 43alix auritd a été mis en évidence car il présentait non
seulement une forte production de biomasse, maig@gnt les plus fortes teneurs en métaux.
— Présente-t-il pour autant des symptomes de strassapport a un fort producteur de
biomasse tel que le clone 45. fragili§ qui accumule moins de métaux ?
Stratégie développée dans le point IV Comparaison degarameétres physiologique et protéomique
mesurés chez ces deux cloapsés les avoir plantés dans un substrat artiéorent contaminé.
Ce point est présenté sous forme d’artiete multiple-level study of metal tolerance in $élagilis

and Salix aurita clones Rans cet article, le clone 47 est nom@adix auritaet le clone 45Salix fragilis

CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de I'expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules

Mesurer la mobilisation des métaux
« phytoextracteurs »

Criblage sur base de 2 criteres :
« forte production de biomasse
o forte teneur en métaux dans les

o Analyses des teneurs en métaux
dans les lixiviats

o Comparaison par rapport aux

# ) Approches physiologique et protéomique
tiges teneurs en métaux dans les N

—

POINT II : Etude du transfert des métaux du substrat vers les parties
aériennes chez les saules a forte production de biomasse

lixiviats issus d’un dispositif sans

POINT III : Approche physiologique POINT IV : Tolérance d’un phyto-
plantation

et protéomique de la tolérance de extracteur potentiel dans un contexte
clones de saules aux métaux. de phytoremédiation .

Mesure de la tolérance des saules Etude physiologique et protéomique

de la tolérance du clone 47

Calculer le transfert de métaux vers les parties aériennes

Comparer les analyses physiolo-

producteurs de biomasse

Analyse des tencurs en métaux dans les tiges et les feuilles des forts

gique et protéomique entre les
clones a faible et forte production de
biomasse

Comparer les parametres physiolo-
gique et protéomique du clone 47 et
du clone 45

Figure Il : Schéma des objectifs (fond gris) eattgies (fond blanc) développés dans le chapiten®acré a I'étude de la
tolérance des clones de saules aux métaux eraatili;ie approche phénotypique (encadré rouge) qiesdes approches
physiologique et protéomique (encadré vert).
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Approche phénotypique de la tolérance de clones daules aux métaux.
Présentation I'expérience en conteneurs de 2010.

Les objectifs du point | (Figure 1ll) sont de :

» Sélectionner des saules selon les deux criteres d’phytoextracteur idéal », a savoir,

combinant une forte biomasse et de fortes teneunsétaux.

* Mesurer I'impact de la rhizosphere sur la mobilaties métaux.
Une série de saules a été criblée sur base dedagiion de biomasse et des teneurs en métaux dans
les tiges. Plusieurs clones ont été plantés damsé&me substrat contaminé aux métaux. Les teneurs en

métaux ont été analysées dans les lixiviats et eodegs a celles dans les lixiviats issus d’un diipos

sans plantation.

CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de | 'expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules

Mesurer la mobilisation des métaux
« phytoextracteurs »

Criblage sur base de 2 critéres e Analyses des teneurs en métaux

o forte production de biomasse dans les lixiviats

e Comparaison par rapport aux
teneurs en métaux dans les
lixiviats issus d’un dispositif sans
plantation

o forte tencur en métaux dans les

tiges

POINT II : Etude du transfert des métaux du substrat vers les parties
aériennes chez les saules a forte production de biomasse

Calculer le transfert de métaux vers les parties aériennes

Analyse des teneurs en métaux dans les tiges et les feuilles des forts
producteurs de biomasse

Approches physiologique et protéomique

POINT III : Approche physiologique POINT IV : Tolérance d’un phyto-
et protéomique de la tolérance de extracteur potentiel dans un contexte

clones de saules aux métaux.

de phytoremédiation .

Mesure de la tolérance des saules

Comparer les analyses physiolo-
gique et protéomique entre les
clones a faible et forte production de
biomasse

Etude physiologique et protéomique
de la tolérance du clone 47

Comparer les paramétres physiolo-
gique et protéomique du clone 47 et
du clone 45

Figure 11 : Objectifs du point | (fond orange).
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A. Matériel et méthode

Le matériel et les méthodes sont décrits en déthlss l'article « Physiological and proteomic
responses of different willow clones (Salix fragitialba) exposed to dredged sediment contaminated
by heavy metals » (point Ill). Nous reprenons leiaent ci-dessous les éléments essentiels avec

quelques précisions complémentaires.

1. Matériel végétal et conditions de culture
Durant I'année précédant la plantation, les bostaiee saule ont été préparées comme suit. En hiver,
trois boutures a bois sec ont été prélevées saloiegs de saules de la collection LIRIS (Ecolir®20
CRA-W) (Wallonie, Belgique). La Figure V indique provenance des clones. La liste des clones est
présentée en annexe (Tableau IIl). Le but de csdiesst la sélection d'individus potentiellement
intéressants en phytoremédiation, toutes espécdsniues. Dans ces essais, le facteur « espeee » n’
donc pas été pris en compte. Parmis les 23 clalesgifiés, nous avons des hybridealix alba x
fragilis (12), 4S. Viminaliset 5S. fragilis Le clone 47 appartient & 'espé8eauritaet le clone 51 a
S. triandra
Ces boutures sont conservées jusqu’au printempshambre froide a 2°C dans un sachet et sont
traitées au fongicide a large spectre. Au printergssboutures sont d’abord recoupées au nivedal de
téte et de la base, pour obtenir une longueur 88 ¢m, avant d’étre insérées, sur la moitié de leur
hauteur, dans un substrat composé de terreausaibtie (2v/1v). En mars 2010, les plants issus de ce

boutures, ont été utilisées pour la plantationarteneurs (Figure VI).
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Tableau Ill : Ensemble des clones utilisés poynldmtation en conteneurs dans I'expérience de gpamt ).

Clone Espece Origine

Liris 41 Salix viminali« (hermaphrodite Escaut, Obigie

Liris 42 Salix viminalic (méale Escaut, Obigie

Liris 43 Salix viminalic (méale Escaut, Obigie

Liris 44 Salix viminalic (méale Escaut, Obigie

Liris 45 Salix fragilis Escaut, Obigies

Liris 46 Non déterminé Escaut, Obigies

Liris 47 Salix aurita Escaut, Obigies

Liris 48 Salix fragilis(femelle’ Escaut, Obigie

Liris 49 Non déterminé Escaut, Obigies

Liris 50 Non déterminé Escaut, Obigies

Liris 51 Salix triandre (méale Escaut, Obigie

Liris 107 Salix fragilis x albi (male Orneau, Corrc

Liris 108 Salix fragilis x albi (male Orneau, Corrc

Liris 111 Salix fragilis (femelle’ Orneau, Corrc

Liris 112 Identification incertaine Orneau, Corroy

Liris 113 Salix fragilis x alba Orneau, Corroy

Liris 114 Salix fragilis Orneau, Corroy

Liris 115 Non déterminé Orneau, Corroy

Liris 116 Identification incertaine Orneau, Corroy

Liris 117 Non déterminé Ligne, St Martin

Liris 118 Non déterminé Ligne, St Martin

Liris 247 Salix fragilis x albi (male Trouille, Givry

Liris 248 Identification incertaine Trouille, Givry

Liris 249 Non déterminé Trouille, Givry

Liris 250 Salix fragilis x albi (femelle’  Trouille, Givry

Liris 251 Salix fragilis x albi (male Trouille, Givry

Liris 252 Salix fragilis x albi (male Trouille, Givry

Liris 253 Identification incertaine Trouille, Givry

Liris 254 Salix fragilis x albi (male Trouille, Givry

Liris 255 Salix fragilis x albi (male Trouille, Givry

Liris 256 Salix fragilis x alba Trouille, Givry

Liris 257 Non déterminé Ture, Solre s/Sambre
Liris 258 Salix fragilis (femelle’ Ture, Solre s/Samkt
Liris 259 Non déterminé Ture, Solre s/Sambre
Liris 260 Identification incertaine Ture, Solre s/Sambre
Liris 261 Identification incertaine Ture, Solre s/Sambre
Liris 262 Non déterminé Ture, Solre s/Sambre
Liris 263 Identification incertaine Ture, Solre s/Sambre
Liris 264 Identification incertaine Ture, Solre s/Sambre
Liris 265 Salix fragilis x albi (femelle.  Ture, Solre s/Samkt
Liris 266 Salix fragilis x albi (femelle’  Ture, Solre s/Samk
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Figure V : Carte de la Wallonie (Belgique) sur lalig sont représentés les cours d’eau non navigdlatre
minuscule) et les localités d'origine (lettre majuig) des clones de saules LIRIS utilisés. Esdabigies (a,

A) ; Orneau, Corroy-Le-Chéateau (b, B) ; Ligne, $ditartin (c,C) ; Trouille, Givry (d, D) ; Thure, e-Sur-
Sambre (e, E). Le substrat utilisé dans le disfpasipérimental provient du site de dépét d’Obo(Fy (Carte

réalisée par A.Evlard avec le logiciel QGis).

Boues de
dragage

i.... Beotextile

Cylindre (tuyau
d'égouttage)
¢ 20cm

Entonnair

Géotextile

Figures VI : A gauche : boutures enracinées deesadl droite : schéma du conteneur.
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Pour la plantation, des conteneurs, permettargédalte des lixiviats, ont été élaborés (Figure &fl)
disposés a I'extérieur (Gembloux, Belgique). Desdsode dragage du canal du Centre (Belgique) ont
été utilisées comme substrat afin de bénéficienal’'gontamination historique et d’'un équilibre
physico-chimique installé depuis au moins dix aassdle sédiment. Ces boues déversées sur le site
d’Obourg, proviennent essentiellement de dragagesadal du Centre, entre Thieu et Mons, depuis
les années '80 jusqu'en 1994. D’apres le rappétude du terrain d’Obourg (2000), la zone la plus
contaminée en métaux se situe au sud du site la @qF 60) sur la Figure VII). Le substrat a été

prélevé a cet endroit.

83.59

Figure VII : Plan général du site de dépét de pitsdie dragage (Obourg, Belgiqu'e). Implantation fdeages
sur le terrain d’Obourg (n°26), Maisieres (Mons,Igigue). 7 juillet 2000 (Laboratoire de Recherches

Hydrauliques, Ministere wallon de I'équipement esdransports).
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Une analyse des teneurs totales en métaux a dsute® répétée aprés homogénéisation d'un petit
volume de substrat. Ensuite, le volume nécessaine Ip plantation a été collecté sur une profondeur
de sol allant de 10 & 50 cm a partir de la surfanedtant un maximum de racines. Une fois rapporté
au Laboratoire de Toxicologie environnementale,siéstrat a été mélangé par déplacements
successifs du tas et analysé pour ce qui concesneheurs totales en métaux, en éléments nutritifs
La capacité d’échange cationique (CEC) et la digqi® en métaux ont été mesurées (Tableaux IV
et V). Les méthodes d’'analyses ainsi que les @isutont visibles dans I'articleRhysiological and
proteomic responses of different willow clones i§Sahgilis x alba) exposed to dredged sediment
contaminated by heavy metalprésenté dans le point IIl.

Le substrat présente un pH relativement neutréehaur en matiére organique (342.2 g.kgs.) est
élevée en comparaison a celle d’un sol agricoledstal (10 g.kgm.s.) ou dans I'humus (500 gikg
'm.s.). Le rapport C/N est proche de 50. Ces résuitaiquent une fraction organique faiblement
dégradée principalement composée de carbone otgarnig teneur en calcium est également tres
élevée lorsqu’on la compare a un sol agricole stah@5g.kg'm.s.). Nous pouvons remarquer des
teneurs en zinc et en plomb importantes dans Istisib Aussi, certains éléments (Cr, Fe) sont
faiblement disponibles par rapport a d’autres (Bll, dont la fraction disponible représente plus de
50% de leur teneur totale. Le pH, la CEC (47 crkgltm.s.) ainsi que les fortes teneurs en matiére

organique et en calcium indiquent une faible mabiies éléments dans le substrat.

Tableau IV : Teneurs totales et disponibles en métaaloides) (mg.k§ matiére séche) dans le substrat. Entre

parenthéses, la disponibilité relative des éléments

Cd Cu Zn Ni Pb Co As Cr Mn Fe

Total' 3.2 82.7 1200 40 333 20.2 205 68 640 27100

183 337 451 32 184 17 049 04 114 760

Disponiblé (57%) (41%) (38%) (8%) (55%) (8%) (2%) (0.6%) (18%) (0.03%)

! Digestion a laqua regia; * Extraction avec 0.5 N NH4OAc, 0.5 N HOAc, 0.02 MEA, pH 4.65.

Tableau V: Analyse chimique du substrat. Entre qiéeses, la disponibilité relativedes éléments. teesurs

sont exprimées en g.Rgle matiére séche.

K,O CaO MgO Na,O P,Os N Corg pH
(9-kg) (gkg) (gkg’) (gkd) (gkg) (gkg) (gkg)  (H0)
Total 3.9 73.9 5.4 0.7 3.2 53 2618 7.4

. _ 0.5 67.7 0.5 0.08 0.09
Disponible - - -
(11.4%) (91%) (8.6%) (11.4%) (2.8%)

1 Digestion a laqua regia(HCI and HNQ) ; 2 Extraction avec 0.5 N NH4OAc, 0.5 N HOAc, 0.02 MEA, pH 4.65.
3 Méthode spectrométrique au molybdate d'ammoniuFEN ISO 6878 :2005) aprés digestionaglia regia(NFEN 1SO
6878:2005) 4 Méthode de Kjeldahl modifiée (1ISO11261:19980xydation sulfochromique (ISO 14235:1998).
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Au total, 'expérience comptait 129 conteneurs (FégVIll). Dans 9 d’entre eux, aucun saule n’a été
planté (non planté, NP). L'expérience a débuté arsrat s’est terminée en octobre 2010. Durant cette
période, les 129 conteneurs ont été arrosés adleatile. L'arrosage se faisait généralement tess

15 jours mais pouvait varier en fonction des caodg météorologiques. Les lixiviats étaient récolté
dans des bidons afin d’éviter une trop longue asitr du substrat en eau et une derniére foisinen f

d’essai, avant la récolte des tiges (octobre 2010).

Figure VIII : Vue d’ensemble de I'expérience en wmeurs. En dessous de ceux-ci, ont été ins@#éédsbidons

afin de récolter les lixiviats (Photos : A. Evlard)

2. Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental a été déterminé avea@&ade I'Unité de Statistique, Informatique et
Mathématique appliqguées (Gembloux Agro-Bio Techiybrsité de Liege, Belgique).
Les conteneurs ont été disposés entre les lab@stde Toxicologie environnementale et de la
Biologie Végétale (Gembloux Agro-Bio Tech, Univééside Liege, Belgique) et en dessous d’'un
couvert végétal (érables et platanes). La couvenégétale a permis de limiter 'assechement du
substrat en période d’intense soleil.
Afin d’assurer un contrdle de I'hétérogénéité, Békexposition du domaine expérimental, 'ensemble
des conteneurs ont été répartis selon un dispasitipseudo-carré latin. Ce dispositif a permis un
double contréle d’hétérogénéité, dans le sensrdeslignes et dans le sens des trois colonnesn Enf
ce pseudo-carré latin était équilibré, car chadoees a I'aide de trois réplicats, a été dispose fors
dans chaque bloc-ligne et chaque bloc-colonne.ezé&®la, bien qu'un gradient de luminosité ait pu
étre mis en évidence, les moyennes observées gonaant a la meilleure estimation de la biomasse
d'un clone sur I'ensemble du dispositif expérimenta
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3. Récolte de la biomasse et analyse en métaux
L’aspect matériel et méthode est repris de manidraplete dans le point Il mais la méthodologie

pour la récolte est reprise brievement ici afinfdeiliter la compréhension des résultats présentés.

Les pousses annuelles ont été récoltées en o@0fe aprés une période de croissance de 225 jours.
Les tiges ont été brievement lavées a I'eau démlisée, séchées et pesées. Pour cette premiéere
expérience, les feuilles avaient été récoltéesgwamt la fin de I'essai et stockées a -80°C posir le

dosages de sucres et les analyses protéomiquesifdflil).

4. Analyse statistique
L'Analyse de la Variance a un facteur (One-Way ANE)\A été utilisée avec, comme variables, la
biomasse et les teneurs en métaux des tiges emedacteur fixe, le clone. Lorsque 'ANOVA a
indiqué une différence significative entre les esnle test de comparaison des moyennes de Gupta a
été utilisé comme structuration de moyennes. Liecijpé du test de Gupta est repris en détails @ans |
point Ill. Brievement, il s'agit d'un test permattade distinguer les groupes de clones selon la
biomasse produite et les teneurs en métaux des tige analyses statistiques ont été réaliséesl@vec
logiciel Minitab v.16.2.2.

B. Résultats

Les résultats de biomasse complets figurent dartidle du point Il et sont résumés ci-desous.
Cependant, les résultats d’analyses en métaux pensemble des clones plantés en conteneurs sont

repris afin de faciliter la compréhension des li@vec les points Il, 11l et IV.

1. Survie et croissance des clones de saules en rodigaminé aux métaux
Seuls 26 des 41 clones de saules (Tableau lllpor@tre étudiés (Figure 1X). En effet, 14 clonet on
été 6tés du dispositif des qu’'un des réplicats urgivait pas afin de ne pas biaiser I'équilibre du
pseudo-carré latin. Il est cependant intéressasbdigner que I'ensemble des réplicats des cld@es
43 et 248 sont morts au cours de I'expérience.rbdyction de biomasse varie selon le clone etde te
de comparaison des moyennes de Gupta indique sjuolees « forts producteurs de biomasse » sont
les clones 46, 50, 108 et 111 (Figure IX). Ce smd clones, nommés HBP (pour high biomass

producer), qui ont été investigués dans les étpdgsiologiques et protéomiques (point III).
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Figure 1X : Production de biomasse des tiges atem@lar les clones de saules dans un substratnciméis aux

métaux. Les barres représentent I'erreur standardadnoyenne (SE). Les astérisques indiquent lesesl

déterminés comme « forts producteurs de bioma¢sd®R) par le test de comparaison des moyennes geaGu

2. Teneurs en métaux dans les tiges annuelledwals de 'ensemble des clones étudiés

2.1 Teneurs en métaux dans les tiges annuelles

Il existe une grande variation inter-clonale degtes en métaux dans les tiges annuelles (Figure X)

Pour plus de clarté, les clones, en abscisses, cdassés en fonction du rendement croissant en

biomasse.

Le fer et le manganése ne sont pas des ETM maiéléleents majeurs constituant la crolte terrestre.

Toutefois, ces métaux ont été dosés dans les dayes constituent des éléments essentiels pour la

croissance.

Plusieurs observations ont pu étre mises en évidenc

- Les teneurs en cuivre, en fer, en cobalt et en Ipleamnt plus importantes chez les clones a

production de biomasse plus faible.

- Le clone 47 $alix auritg présente de fortes teneurs en métaux sauf pouuivee et le fer.

Toutefois, ce clone se démarque des autres bielh mjait pas accumulé de maniére

significative le plomb.

- Les teneurs en manganese, en nickel, en cadmiwn einc ne semblent pas dépendre des

résultats en biomasse et sont trés variables dcumre @& I'autre.
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2.2 Teneurs en métaux dans les lixiviats

Le lessivage des métaux ne varie pas d’'un clomeautre et les teneurs en métaux ne different pas d
celles des conteneurs « sans plantation » (NP).

Les lixiviats contiennent trés peu de métaux (Tabll). En moyenne, 0.07 %o Cu, 0.02 %0 Fe, 0.07
%0 Mn, 0.04 %o Cd, 0.02 %o Zn, 0.2%0 Ni, 0.03 %0 Co €.6002 %0 Pb, présents au départ dans le
substrat, ont été lessivés. Il est donc possibleodsidérer que les teneurs en métaux dans leratbst
soient stables sur la période de croissance. Geftats sur les lixiviats concordent avec les asedy
de la matiére organique et de la CEC (47 cmolt.kys.) indiquant une assez forte rétention
potentielle des éléments, bien que la fraction ibpmhible mesurée sur le substrat indique une

potentielle mobilité des métaux (Tableaux IV et V).

Partant du fait que les métaux sont restés statd@s le substrat durant I'essai, le facteur de
bioconcentration (BCF) des tiges peut étre calo{lé@bleau VII). Le BCF, ou le ratio des
concentrations en métaux plant/substrat, donnénflsnations complémentaires sur le transfert des
métaux du substrat vers les différentes partietaddante Rosselliet al., 2003 ; Zacchiniet al.,
2009 ; Dickinson et Pulford, 2005, Cecchi, 2D08
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Tableau VI : Lixiviation des métaux (en %o) calcuke base du rapport [quantité en métaux présemte le lixiviat /la quantité en métaux de déparisde conteneur].

Clone Cu +SE Fe +SE Mn +SE Cd +SE Zn +SE Ni +SE Co +SE Pb +SE
41 0,106 0,001 0,037 0,002 0,016 0,008 0,042 0,005 0,036 0,000 0,362 0,002 0,033 0,003 0,000085 0,000018
45 0,075 0,008 0,028 0,004 0,041 0,030 0,034 0,003 0,029 0,004 0,276 0,036 0,028 0,002 0,000057 0,000024
46 0,108 0,024 0,033 0,005 0,003 0,002 0,048 0,011 0,030 0,005 0,318 0,059 0,026 0,002 0,000055 0,000009
47 0,062 0,023 0,021 0,008 0,016 0,015 0,026 0,011 0,021 0,008 0,208 0,079 0,022 0,009 0,000060 0,000012
48 0,079 0,025 0,030 0,010 0,027 0,008 0,035 0,009 0,029 0,008 0,281 0,091 0,029 0,010 0,000047 0,000011
49 0,053 0,007 0,022 0,005 0,092 0,043 0,027 0,008 0,022 0,003 0,214 0,051 0,030 0,010 0,000036 0,000010
50 0,035 0,017 0,013 0,006 0,018 0,015 0,018 0,009 0,013 0,007 0,141 0,067 0,015 0,008 0,000035 0,000014

107 0,058 0,010 0,021 0,004 0,050 0,033 0,038 0,008 0,024 0,003 0,205 0,048 0,021 0,004 0,000036 0,000009
108 0,070 0,018 0,024 0,006 0,021 0,015 0,040 0,012 0,026 0,009 0,227 0,059 0,023 0,007 0,000073 0,000013
111 0,083 0,015 0,028 0,001 0,110 0,053 0,056 0,019 0,028 0,003 0,276 0,032 0,036 0,008 0,000116 0,000085
112 0,033 0,016 0,013 0,006 0,014 0,009 0,016 0,008 0,012 0,006 0,113 0,067 0,013 0,008 0,000045 0,000027
113 0,104 0,008 0,036 0,004 0,102 0,071 0,054 0,022 0,039 0,008 0,335 0,018 0,040 0,008 0,000260 0,000178
114 0,071 0,035 0,022 0,012 0,019 0,015 0,032 0,016 0,024 0,012 0,190 0,100 0,020 0,011 0,000176 0,000152
116 0,089 0,010 0,030 0,002 0,090 0,084 0,041 0,009 0,032 0,006 0,250 0,027 0,030 0,006 0,000132 0,000110
117 0,086 0,022 0,027 0,007 0,044 0,044 0,044 0,008 0,025 0,007 0,229 0,058 0,027 0,010 0,000125 0,000104
118 0,035 0,020 0,012 0,006 0,067 0,033 0,026 0,013 0,015 0,008 0,103 0,052 0,014 0,006 0,000033 0,000013
251 0,015 0,010 0,006 0,004 0,011 0,009 0,014 0,013 0,008 0,006 0,056 0,042 0,006 0,004 0,000015 0,000007
253 0,056 0,017 0,017 0,002 0,434 0,359 0,041 0,004 0,023 0,003 0,160 0,014 0,044 0,023 0,000030 0,000011
257 0,082 0,003 0,026 0,002 0,026 0,014 0,038 0,008 0,027 0,002 0,238 0,011 0,025 0,002 0,000132 0,000068
258 0,053 0,025 0,017 0,008 0,011 0,009 0,017 0,008 0,014 0,006 0,151 0,074 0,016 0,008 0,000111 0,000087
260 0,083 0,018 0,028 0,004 0,234 0,108 0,058 0,017 0,034 0,006 0,297 0,053 0,051 0,011 0,000168 0,000131
261 0,044 0,021 0,015 0,007 0,067 0,043 0,034 0,017 0,021 0,010 0,138 0,068 0,017 0,007 0,000042 0,000025
262 0,112 0,038 0,025 0,007 0,023 0,013 0,046 0,012 0,029 0,005 0,221 0,043 0,020 0,003 0,000067 0,000006
263 0,076 0,025 0,026 0,008 0,057 0,006 0,041 0,008 0,028 0,007 0,236 0,076 0,026 0,009 0,000233 0,000208
265 0,063 0,013 0,025 0,005 0,109 0,099 0,043 0,024 0,024 0,006 0,201 0,019 0,032 0,011 0,000052 0,000005
266 0,031 0,016 0,010 0,004 0,034 0,019 0,036 0,018 0,014 0,009 0,098 0,055 0,012 0,005 0,000013 0,000005
NP 0,076 0,019 0,022 0,006 0,047 0,025 0,055 0,019 0,024 0,006 0,214 0,056 0,022 0,006 0,000074 0,000022
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Tableau VIl : Facteur de bioconcentration (BCF) diemes de saules plantés en conteneurs. BCF artenemétal dans les tiges de la plante (fig.g.)/teneur en métal

dans le substrat (ug'm.s.).

Clone Cu + SE Fe + SE Mn +SE Cd + SE Zn +SE Ni +SE Co +SE Pb +SE
261 0,98 0,03 0,03 0,00 0,08 0,01 0,29 0,02 0,31 0,02 0,06 0,01 0,03 0,00 0,01 0,00
260 1,07 0,19 0,03 0,00 0,07 0,01 0,36 0,04 0,30 0,04 0,06 0,00 0,04 0,01 0,01 0,00

48 1,02 0,36 0,03 0,00 0,11 0,02 0,61 0,05 0,24 0,01 0,06 0,01 0,02 0,00 0,01 0,00
253 1,06 0,09 0,02 0,00 0,12 0,01 0,55 0,07 0,45 0,04 0,06 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
113 0,58 0,22 0,01 0,00 0,03 0,00 0,35 0,09 0,34 0,05 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
262 0,46 0,11 0,02 0,00 0,10 0,02 0,24 0,01 0,22 0,00 0,05 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
263 0,60 0,17 0,02 0,00 0,09 0,01 0,32 0,01 0,25 0,02 0,05 0,00 0,02 0,00 0,01 0,00
266 0,33 0,05 0,00 0,00 0,13 0,01 0,96 0,25 0,58 0,13 0,04 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00

41 0,28 0,05 0,01 0,00 0,11 0,01 0,58 0,13 0,35 0,07 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
258 0,43 0,14 0,00 0,00 0,12 0,01 1,17 0,29 0,50 0,07 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
107 0,27 0,02 0,01 0,00 0,08 0,01 0,42 0,08 0,33 0,08 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
265 0,32 0,04 0,01 0,00 0,15 0,01 0,48 0,14 0,37 0,04 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
112 0,60 0,20 0,01 0,00 0,05 0,01 0,32 0,10 0,36 0,08 0,03 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00
251 0,33 0,12 0,01 0,00 0,08 0,01 0,40 0,05 0,29 0,03 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
117 0,25 0,04 0,00 0,00 0,07 0,02 0,38 0,02 0,33 0,07 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
116 0,31 0,09 0,01 0,00 0,02 0,00 0,27 0,09 0,33 0,05 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
118 0,27 0,07 0,00 0,00 0,08 0,00 0,45 0,12 0,27 0,05 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
114 0,23 0,03 0,01 0,00 0,04 0,01 0,23 0,08 0,23 0,02 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

47 0,25 0,05 0,02 0,00 0,17 0,02 1,39 0,17 0,47 0,02 0,07 0,00 0,03 0,00 0,01 0,00

45 0,31 0,09 0,01 0,00 0,04 0,01 0,53 0,14 0,31 0,04 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
257 0,26 0,03 0,00 0,00 0,12 0,01 0,50 0,13 0,37 0,05 0,02 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

49 0,28 0,03 0,00 0,00 0,08 0,00 0,64 0,03 0,54 0,04 0,05 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
108 0,26 0,01 0,00 0,00 0,12 0,01 0,81 0,12 0,41 0,07 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

50 0,27 0,01 0,01 0,00 0,06 0,02 0,53 0,13 0,35 0,02 0,04 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00

46 0,23 0,02 0,00 0,00 0,07 0,02 0,52 0,06 0,34 0,03 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00
111 0,25 0,01 0,00 0,00 0,04 0,00 1,06 0,23 0,41 0,05 0,03 0,01 0,02 0,00 0,00 0,00
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C. Discussion sur le point |

L’expérience de 2010 a permis de trier les clonesalles selon leur production de biomasse en
milieu contaminé aux métaux (Figure 1X). Quatrenele ont été classés comme forts producteurs de
biomasse. Il s'agit des clones 46, 50, 108 et L&%.clones ayant les plus fortes teneurs en métaux
dans les tiges annuelles ont également été misidange (Figure X). Les résultats indiquent que les

clones a plus forte biomasse ne sont pas ceux &smlus fortes teneurs en métaux, mis a part le
clone 111 pour le cadmium. Au contraire, les cloagant produit le moins de biomasse sont ceux

pour lesquels les teneurs en cuivre, fer, cobajil@nhb sont les plus importantes. Dans le cas du
cadmium, zinc, nickel et manganése, il n’y a pagddénction claire entre les forts et les faibles

producteurs de biomasse, ce qui indique plutbtlgsi¢eneurs en ces métaux ne suivent pas le critére
de production de biomasg@reger et Landberg (200d3pportent des résultats similaires pour le saule.
Le clone 47 se différencie des autres clones pateteeurs plus importantes en métaux par rapport

aux autres.

Cadmium et plomb

Le cadmium et le plomb ne sont pas des élémentatals et sont méme toxiques a trés faibles doses.
Les valeurs des teneurs en métaux observées datigds sont compatibles avec celles présentées
dans la plupart d’autres essais menés sur le shaldittérature indique des teneurs en cadmium
inférieures & 5 ugym.s., comme dans notre esskalfleau | ; Mleczelet al., 2009 ;201]. Pulfordet

al. (2002)rapportent la présence de 2.5 et 20.6 pg €. selon la variété du clone et la partie de
la branche (écorce, boidjing et al (2006)ont mesuré le cadmium chez plusieurs hybrides dke sa
de 3 ans plantés sur un terrain contaminé et régqutarne concentration moyenne de H15%1 ug.(g
m.s.an). Meerset al (2007)ont pu mettre en évidence 3 espéces de sableméycladod oden’, S.
fragilis ‘Belgisch Rood’, S. schwerinii ‘Christina’) accumulant de maniére plus importathge
cadmium (entre 10 et 40 ug Cd.m.s. selon la contamination du sd®uttenset al., 2011rapportent

des valeurs pouvant varier entre 6 et 30 ug €rhg. selon la variété. En hydroponie, les tendass
parties aériennes pouvaient atteindre 400 & 900cug' m.s. Zacchiniet al.,2009. Dans leur étude,
Pughet al. (2002)comparent les teneurs des tiges de saule a cellgeés comme phytotoxiques par
Levy et al. (1999)sur Andropogon gerardiVitman etPanicum virgaturmlL. Selon ces auteurs, les
concentrations non phytotoxiques (dites « normaleslon Pugtet al., 2002) sont comprises entre
0.05 et 2 pg Cd:gm.s. et celles phytotoxiques varient entre 5 6t7@ Cd.g m.s.Pughet al (2002)
citent égalemerBalsberg-Pahlsson (198U situent les valeurs phytotoxiques entre 5 ghd@d.g

' m.s. chez certaines espéecedama Alnuset Quercus Dans nos essais, les teneurs comprises entre
3 et 5 pug.g m.s. retrouvées chez certains clones se pourrdihtiors avoir induit des troubles

physiologiques.
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En ce qui concerne le plomideerset al (2005) et Vervaeket al (2003)indiquent des teneurs allant
de 1.6 a 12.7 pg.g-1 m.s. alors dtalset al (2010) et Ruttenst al (2011)rapportent des valeurs
proches de 30 pgign.s. Les concentrations en plomb ne présentantigagynes de toxicité chez la
plante sont comprises entre 0.5 et 10 figrgs mais celles comprises entre 30-300 figxs. sont,
quant a elles, phytotoxiquelselvy et al.,1999 dans Pugét al.,2002. Dans notre essai, les plus fortes
teneurs (comprises entre 3 et 4 ug Plwgs.) ne seraient dés lors pas phytotoxiques puaigaient,

comme pour le cadmium, induire des troubles auaniyghysiologique.

Zinc, cuivre, fer et manganéese

Le fer et le manganése sont des éléments majenssitc@ant la crolte terrestre alors que le zine et
cuivre sont des ETM (cf. chapitre 1). Ces quatréamésont essentiels pour la croissance de laglant
mais deviennent phytotoxiques en fortes conceontrati Les teneurs « normales » chez la plante
varient entre 1 et 400 pg-gn.s. pour le zinc et 3 et 30 pg.q.s pour le cuivreRughet al., 2002 ;
Kabata-Pendias et Pendias dans Vervaskal 2003. Des essais menés sur le saule indiquent des
concentrations en zinc variant entre 40 et 500hmg. TTableau | ; Pulforcet al., 2002 ; Mleczelet

al., 2009 ; 2010kt celles en cuivre relativement faibles (10 etu80g" m.s.) Gregeret al., 1999 ;
Pulford, 2002 ; Rosselli, 2003 ; Vervaeiteal.,2003 ; Meers, 2005 ; Freneh al.,2006 ; Kinget al.,
2006 ; Mleczeket al., 2010. Dickinson (2000)et Stalset al. (2010) quant a eux, indiquent des
concentrations en cuivre allant de 100 & 800 frg.g. La plupart des clones étudiés ici présentent
donc des teneurs que I'on peut retrouver dangiéadture.

Toutefois, les clones sélectionnés selon le tesbujgta présentent des teneurs en zinc (> 500'pg.g
m.s.) et en cuivre (50-80 pg.gn.s.) supérieures aux teneurs normales détermisesPughet al
(2002) Bien que le cuivre et le zinc soient essentigdsirpla plante, les concentrations plus
importantes retrouvées chez ces clones pourrareit@ne incidence au niveau physiologique.
Alvarezet al (2003)rapportent des teneurs en fer proches de 500'ing.g cheSalix atrocinerea
Ces auteurs indiquent que celles-ci, par compara@x valeurs définies par Kabata-Pendias et
Pendias (1984) sont au-dessus des teneurs suffisgs® — 250 ugign.s.) mais normales pour
Larcher (1995) (2-700 pg'm.s.). Les concentrations naturelles en fer daptalate selot.evy et al
1999 dansPughet al., (2002)sont comprises entre 30 et 300 |Igm.s. et phytotoxiques au-dela de
500 pg.gm.s. Partant de ces comparaisons, les teneurs earfe les tiges des saules de notre essai
sont normales et non phytotoxiques. Toutefois, demes sélectionnés selon le test de Gupta
présentent des teneurs en fer proches des valeytstgxiques.

Alvarezet al (2003)rapportent, toujours chex atrocinereades teneurs en manganese autour de 400
Hg.g" m.s. et classent celles-ci comme phytotoxiquesrgaport aux valeurs définies par Kabata-
Pendias et Pendias (1984) (300 [lgm.s.). D'autres essais indiquent des concentratiems
manganése allant de 0 & 80\gry.s. Zalesnyet al., 2007 ; Migeonet al., 2009 ; Arik & Yaldiz,
2010 voire jusqu’a 2 701 pg-gm.s. en conditions contrdléeShanahan, 2007
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Dans notre essai, les teneurs en manganése sérneumés a celles phytotoxiques dans Alvateal.
(2003) et peuvent étre considérées comme nornraagphytotoxiques.

L’antagonisme dans l'absorption du fer et du maggana souvent été rapportéizier, 1990.
Alvarez et al (2003) expliquent que le fer et le manganése sont impligdéns des processus
métaboliques et doivent étre présents dans cestgingportions. Le ratio Fe/Mn dans les tissus
végétaux doit étre compris entre 1.5 et 2.5. Cé=uasiont pu mettre en évidence une interactiore ent
le fer et le manganése variable entre des ligneéwes herbacées issus d'un site contaminé. Les
ligneux ont montré une préférence pour le mangagratie < 1.5) alors que les herbacées préferent le
fer (ratio >2.5). Les valeurs du ratio Fe/Mn oré éalculées afin de déterminer les interactionseent
ces deux éléments pour les saules étudiés damsassai (Tableau VIII). Contrairement a ces auteurs
nos résultats indiquent que la majorité des clamesorbent davantage le fer que le manganése avec
des ratios les plus élevés pour les plus faibledymteurs de biomasse. Les clones 108, 257, 258, 26
et 266, quant a eux, indiquent, au contraire, uafirité » pour le manganése avec des ratios 2le 1.
ou 1.5.

Il existe une forte compétitivité entre le fer emhanganése a l'interface sol-racines et un ddg@gui
dans l'absorption de ces éléments est visilei¢r, 1990. Dans notre essai, ce déséquilibre n'a pas
entrainé de carence en manganese chez les faiblhscfeurs de biomasse alors que I'accumulation
en fer approchait la phytotoxicité. L’accumulatien fer peut étre expliquée par la teneur en fer tré

élevée du substrat par rapport a celle du mangdweseder Vormet al.,1979 dans Vizier, 1990
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Tableau VIII : Ratio des teneurs en fer et en maéga dans les tiges annuelles des saules plantssimat

contaminé (expérience de 2010).

Clone Fe/Mn +SE
261 14,5 +0,6
260 14,8 +3,1

48 10,3 +1,3
253 7,9 +0,3
113 12,0 +0,9
262 8,8 +1,2
263 9,2 +0,8
266 15 +0,1

41 2,8 +0,1
258 1,2 +0,2
107 5,7 +0,7
265 15 +0,3
112 8,6 +4.9
251 29 +0,2
117 5,7 +4,1
116 11,1 +0,6
118 2,1 +0,8
114 7,8 +4.,6

47 3,7 +0,7

45 8,7 +2,9
257 1,6 +0,2

49 25 +0,5
108 1,2 +0,2

50 3,9 +1,0

46 25 +0,7
111 3,6 +0,8

Nickel et cobalt

Le nickel et le cobalt sont également essentiels p® développement de la plante. Le nickel est
généralement facilement absorbé par les racines rettrouve dans tous les tissus a des teneusaswvari
entre 0.05 et 5.0 pgign.s. C'est un composant de |'uréase, une enzymergusforme l'urée en
ammonium. Bien qu'il soit trés important pour letad@lisme azoté, ce métal n'est nécessaire qu’en
tres faibles quantitégHppkins, 2003 Dans cet essai, les saules montrent de faibtesuts en nickel

(< 2.70 pg.gm.s.) comme chekleerset al(2005), Frenclet al. (2006), Vameralit al. (2009) et
Arik & Yaldiz (2010). Néanmoins les travaux dulford et al. (2002) et Arik & Yaldiz (2010) ont
montrédes teneurs plus importantes (de 2.7 & 31.3%ug.g.).

Dans notre essai, les saules indiquent égalemefaillles teneurs en cobalt. Moins d’études ont été
réalisées sur le cobalt mais quelques référencasianaent des teneurs trés faibles en cobalt el'un
en deca de la limite de détection (0.2 [tgwys.) ¥ameraliet al.,2009 et 'autre, de 0.42 pg'gm.s.
(Arik & Yaldiz, 2010.
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Facteurs de bioconcentration (BCF)

Bien que le test de comparaison de Gupta ait igdgye certains clones présentent des teneurs plus
importantes en métaux par rapport a d’autres clolessvaleurs des facteurs de bioconcentration
(BCF) sont largement inférieures ou égales a 1€eabNIl). Dans d’autres essais sur site, le BCF
dans les parties ligneuses variait entre 0.05 & fa6ur le cadmiumO{ickinson et Pulford, 2005t
était inférieur & 1 pour le cuivre, le plomb etzlac (Vervaekeet al.,2003. Les BCF supérieurs a 1
indiquent une accumulation active des métaux parplantes Qickinson et Pulford, 2005 En
conséquence, bien que des clones soient différemgiant a leurs teneurs en métaux, le BCF ne
permet pas de les classer comme « accumulatebizefal.,2002 ; Dickinson et Pulford, 20P5

Les analyses de sol et des lixiviats indiquent failele mobilité des métaux dans le substrat. Les
plants n'auraient donc pas d’incidence notablelaunobilité des éléments. Cette faible mobilité des
polluants pourrait également expliquer leur faibleaccumulation dans les tiges indiquée par les

valeurs faibles de BCF.
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D. Conclusion du point |

L’objectif premier du point | était de sélectionrgarmi nos clones, ceux dont le profil correspandai
aux deux critéres d’'un « phytoextracteur idéal wellsment utilisés dans la littérature ; & savda,
combinaison d’'une forte biomasse et de fortes tesnen métaux dans les tissus. Dans la littérakeire,
saule étant généralement considéré comme un fodupteur de biomasse, les auteurs comparent
uniquement les teneurs en métaux présents dapariss aériennes récoltables.

La plus-value de notre essai réside dans le faitrqus avons réalisé une analyse en métaux, associé
a une analyse de la production de la biomasseghaaun des clones.

A l'issue de ce point |, nous avons pu constater ¢grtains clones produisaient plus de biomasse que
d’autres en milieu contaminé. Or, ces clones ptogyrctifs ne présentaient pas les plus fortes tsneu
en métaux dans les tiges annuelles. Les teneunsé&ux ne sont pas nécessairement corrélées a la
production de biomasse.

Le deuxieme objectif est de savoir si le sauleugrice la mobilité des métaux. Nous avons pu
constater que les saules n'ont pas augmenté Igdgsesde ces derniers dans nos conditions de eultur
Nous en avons déduit que les concentrations enumdtauvaient étre considérées comme stables
durant I'essai et avons pu ainsi calculer le faci® bioconcentration (BCF) des tiges. Dans un
premier temps, les clones ont pu étre classés $efoteneurs en métaux des tiges : certains clones
présentent des teneurs plus importantes par rapabattres. Le clone 4B4lix auritg se différencie

en présentant des teneurs en métaux et une biorphsseémportantes par rapport aux autres. Il
pourrait donc étre un candidat potentiel en phyttaexion. Sa tolérance aux métaux a dés lors ég pl
investiguée en utilisant des approches physiol@g&uprotéomique. Néanmoins, les valeurs du BCF,
largement inférieures a 1, indiquent que nos clatessaules ne sont pas de forts extracteurs de
métaux. La combinaison des deux criteres du phytaeteur idéal n'a donc pas été veérifiée chez les
saules étudiés. La capacité a extraire les métasicldnes de saules étudiés dans cette étudepa®st
suffisante pour envisager leur utilisation en pbyteaction. Cependant, les concentrations en
cadmium, zinc et cuivre seraient suffisantes chertams clones pour créer des troubles
physiologiques. C’est pourquoi, pour compléter analyses phénotypiques de la tolérance, il est
important de considérer les réponses physiologiqupsotéomiques induites par la plante en présence
de métaux. L'utilisation des deux approches pemaadbnc d’évaluer I'impact des métaux sur la

« santé » des clones pouvant étre potentiellentiiséa dans un projet de phytoremédiation.
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Les résultats du point | constituent 'amorce des pints suivants du chapitre 2 :
Les clones de saules ont été sélectionnés surdeasebjectifs ' ECOLIRIMED (sélection de
clones tolérants aux métaux et conservation daodiversité), lesquels se sont déclinés, a
mesure des avancées de nos travaux, vers la aionisli’'un site contaminé via la production
de biomasse. Or, dans cette sélection de saulas, anns identifié un transfert, bien que
minime, des métaux vers la partie récoltable. Cé&sux sont-ils véhiculés également vers les
feuilles ? Si tel est le cas, quel danger représentes feuilles « contaminées » dans la
mobilisation des métaux du sol lors de la dégradatie la litiere ? L'étude du transfert des
métaux dans les parties aériennes fait I'objetalntpl.
Deux groupes de clones ont pu étre formés sur dask production de biomasse : I'un
regroupant les 4 plus forts producteurs de biom&@d4B# pour high biomass producers). A
I'opposé, les 4 plus faibles producteurs de biomasmstituent le deuxiéme groupe (LBP
pour low biomass producers). L'étude de la toléeaaux métaux de ces deux groupes fait
I'objet du point Ill. Dans ce point, une approchgygiologique et protéomique a été utilisée
pour notre étude de la tolérance.
La tolérance du clone 4B4lix auritd a été davantage investiguée également en utilisan

deux approches physiologique et protéomique. @ttige fait I'objet du point IV.
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. Etude du transfert des métaux du substrat verdes parties aériennes chez

les saules a forte production de biomasse.

L’objectif du point 1l est de calculer le transfefés métaux au sein des parties aériennes chez les
clones de saules sélectionnés a I'issue du p@iatte production de biomasse associée a une d&ers
des clones) (Figure 1ll). Les teneurs en métauxétdtanalysées dans les tiges et les feuilles. -Cieux

ont été de nouveau plantés dans le méme subshia@ntioé aux métaux. La méthodologie de 2010 a

été répétée.

CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de |’expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules

Mesurer la mobilisation des métaux
« phytoextracteurs »

Criblage sur base de 2 critéres :
o forte production de biomasse

e Analyses des teneurs en métaux
dans les lixiviats
o forte tencur en métaux dans les

tiges

o Comparaison par rapport aux

teneurs en métaux dans les

lixiviats issus d’un dispositif sans

plantation

POINT II : Etude du transfert des métaux du substrat vers les parties
aériennes chez les saules a forte production de biomasse

Calculer le transfert de métaux vers les parties aériennes

Analyse des teneurs en métaux dans les tiges et les feuilles des forts
producteurs de biomasse

Approches physiologique et protéomique

POINT III : Approche physiologique POINT 1V : Tolérance d’un phyto-
et protéomique de la tolérance de extracteur potentiel dans un contexte

clones de saules aux métaux.

de phytoremédiation .

Mesure de la tolérance des saules

Comparer les analyses physiolo-
gique et protéomique entre les
clones a faible et forte production de
biomasse

Etude physiologique et protéomique
de la tolérance du clone 47

Comparer les parametres physiolo-
gique et protéomique du clone 47 et
du clone 45

Figure 11 : Objectifs du point Il (fond orange).
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A. Matériel et méthode

1. Matériel végétal et conditions de culture
A l'issue du point |, selon le test de Gupta, llEmes 46, 50, 108 et 111 ont été considérés corese |
plus forts producteurs de biomasse (HBP). lls omicdde nouveau été sélectionnés dans cette
deuxieme expériencé contrarig les clones 48, 253, 260 et 261 n'ont pas étésehoar ils ont été
considérés comme les plus faibles producteurs dmdsse (LBP). D’autre part, la sélection s’est
étendue sur 6 autres clones (45, 49, 116, 1177t&mh de respecter I'objectif d’Ecolirimed visadnt
préserver une biodiversité. Enfin, les clones 2B, 265 et 266 ont été ajoutés au dispositif Isar i
présentaient des teneurs élevées en métaux dleprest de Gupta (Cu pour le clone 112 ; Cu, Fe et
Pb pour le clone 263 ; Mn pour le clone 265 ; QideEZMn pour le clone 266).
En mars 2011, ces 13 clones de saules, a raisénrélglicats par clone, ont été plantés a partir de
boutures enracinées (point I.A). Les conteneursleetsubstrat de I'expérience de 2010 (ré-
homogénéis€) ont été de nouveau utilisés. Les teeeumétaux dans le substrat ont été préalablement
analysés avant la plantation (Tableau IX). Les eostirs ont été disposés aléatoirement sur lerterrai
suite & un élagage de la couverture végétale snbalot I'installation qui a permis de réduire les
gradients de luminosité. La fréquence d’arrosadaisait généralement tous les 15 jours mais pouvai
varier en fonction des conditions météorologiqu&s.dessous de chaque conteneur, un bidon a été
mis en place afin de récolter les lixiviats. Ceuétaient récoltés au cours de I'essai afin d'éwitee
trop forte saturation du substrat en eau et uneiéter fois, en fin d’essai, avant la récolte (ootob
2011).

Tableau IX : Teneurs en métaux dans les produitiraigage utilisés comme substrat dans I'expéridec2011

en conteneurs.

Cd Cu Zn Ni Pb Co As Cr
Total 3,25 80,7 11829 37,3 291,7 19,5 19,2 48,3
Disponible 1,86 354 434,1 3,6 175,0 15 0,7 1,4

57% 44% 37% 10% 60% 7% 4% 3%

2. Récolte et analyses en métaux des tiges annutliies éeuilles
Les pousses annuelles et les feuilles ont ététéasokn octobre 2011, aprés une période de croessan
de 205 jours. Les tiges et les feuilles ont ét@&vannent lavées a I'eau déminéralisée, séchées et
pesées. Les lixiviats ont été récoltés le méme joes teneurs en métaux ont été analysées dans les

tiges et les feuilles. Il s’agissait des élémengsatliques suivants : Cd, Zn, Cu, Pb, Fe, Mn, Go, N
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3. Analyse statistique

L’Analyse de la Variance a un facteur (One-Way AN®\A été utilisée avec, comme variables, la
biomasse et les teneurs en métaux dans les tiges deuilles et, comme facteur fixe, le clone.
Lorsque ’ANOVA indique une différence significagiventre les clones, le test de comparaison des
moyennes de Tukey a été utilisé comme structurat®moyennes. Les teneurs en métaux entre les
organes (tige et feuille) ont été comparées staistent pour chacun des clones a l'aide d'une
ANOVA a un facteur (organe) et ayant comme varialbds teneurs en métaux. Les analyses
statistiques ont été réalisées dans le logicieitisfinv.16.2.2.

B. Résultats

1. Survie et croissance des clones de saules en rodi@aminé aux métaux
Les cing réplicats de chaque clone ont pu crolirdes substrat contaminé sauf pour les clones 108,
116 et 257 (4 réplicats) et pour le clone 50 (3icéfs). La production de biomasse pour chacun des
clones est présentée dans la Figure Xl. La proolu@nnuelle de biomasse est supérieure a 200 mg

m.s. pour chaque clone, comme I'année précédente.
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400 -
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0 T

263 266 116 112 265 46 45 49 117 108 257 111 50
Clone

Biomasse annuelle (mg MS)

Figure XI : Production de biomasse annuelle (tigeuzlle en mg de matiére séche) durant I'expérieec2011
en conteneurs. Les clones sont classés par ordigsant de production de biomasse. Les barresseqent

I'erreur standard de la moyenne (SE).
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2. Teneurs en métaux
Les teneurs en métaux dans les tiges varient dame@ l'autre sauf pour le cuivre et le nickelsLe
teneurs foliaires changent également d’un clorfiauwreé a I'exception du cuivre et du fer. Les tenseu
en métaux dans les feuilles sont plus importantesdgns les tiges, sauf pour le cuivre (Tableau X).
Cependant, cette différence de teneurs entre ¢gges n’est pas généralisée pour tous les clones. E
effet, il n'y a que 2 clones qui montrent une diéiéce entre organes pour le cadmium (clones 49 et
116) et que 5 clones pour le nickel (clones 108, 257, 265, 266) et le fer (clones 45, 108, 112, 1
117).
Les teneurs en métaux dans les lixiviats ont étépemées a celles de 2010 et elles sont du méme
ordre de grandeur. Par conséquent, nous pouvorsidéoer que, comme en 2010, les teneurs en
métaux sont stables dans le substrat et que lwdgssest négligeable. Les valeurs des facteurs de
bioconcentration (BCF) pour les tiges et les fesilbnt donc été calculées (Tableaux Xl et Xll)iains
que le facteur de transfert des métaux des tiges les feuilles (TF) (Tableau Xlll)Ypon et al.,
2006 ; Fitz et Wenzel, 20D2Les BCF supérieurs a 1 indiquent une accumuiaitiive des métaux
par les plantesiYickinson et Pulford, 2005 Le calcul du TF donne une idée la capacité aesfert
des métaux des tiges vers les feuilles. Comme faumée précédente, les valeurs des BCF pour les
tiges sont bien inférieures a 1 sauf pour le cadmiLes BCF foliaires sont généralement inférieurs a
1 sauf pour le cadmium et le zinc. Le calcul de B@Fpermet pas de classer les clones de saules a
forte biomasse comme « accumulateurBitz et al.,2002. Excepté pour le cuivre, les valeurs des TF
sont supérieures & 1 pour tous les métaux, indiquae capacité de transfert de la tige vers les

feuilles.
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Tableau X : Teneurs en métaux dans les tiges d¢lgites. Les lettres différentes indiquent def§édénces significatives entre les organes poumé@me clone et un méme

élément.
Cu Fe Mn Cd
Ecotype  Tige Feuille Tige Feuille Tige Feuille Tige Feuille
45 227 *16 a 127 +15 b 1452 +28.1 a 2640 +251 b 2787 721 a 68.77 +3.78 b 3.23 +£0.20 a 358 +0.21 a
46 23 £2 a 17.7 £1.7 a 133.7 +255 a 162.0 £164 a 2403 490 a 76.19 +962 b 3.32 +£0.73 a 437 110 a
49 231 +11 a 16.2 +09 b 1340 +250 a 156.4 +126 a 27.15 +458 a 9523 +9.72 b 3.57 +0.28 a 491 +045 b
50 187 +16 a 16.1 +16 a 916 309 a 1436 +6.2 a 21.82 +6.26 a 8290 +18.00 b 2.96 *0.26 a 3.74 £055 a
108 233 +1.7 a 146 +07 b 85.7 +8.3 a 1635 +182 b 46.96 +4.07 a 127.30 +14.10 b 4.13 +0.77 a 437 +£0.70 a
111 239 09 a 156 £13 b 76.7 9.1 a 187.0 £+115 b 10.19 +1.13 a 4530 +243 b 4.26 *0.56 a 341 *051 a
112 342 1.7 a 138 +10 b 155.0 +208 a 2934 +424 b 2891 +4.23 a 62.34 +579 b 281 +0.18 a 320 +0.23 a
116 429 +27 a 144 £11 b 662.0 +225.0 a 606.0 +284.0 a 41.10 +10.60 a 77.80 +10.60 b 258 £0.12 a 426 064 b
117 19 +2 a 156 +11 a 823 +125 a 1722 +21.7 b 26.26 +4.16 a 120.70 +14.60 b 2.83 +0.65 a 435 +1.06 a
257 29 +3 a 145 £11 b 309.0 +189.0 a 1496 +£140 a 44.00 £14.40 a 117.70 £23.20 b 5.46 +0.90 a 712 £131 a
263 247 +12 a 124 +05 b 256.7 +21.0 a 1076.0 +643.0 a 46.77 +548 a 88.10 +20.60 a 4.38 +0.65 a 464 054 a
265 277 0.7 a 154 +12 b 1215 +176 a 220.8 772 a 4223 +£6.96 a 13910 +19.90 b 566 +1.16 a 697 +121 a
266 26 1 a 13.3 +0.8 b 995 #1311 a 1284 +8.7 a 4451 +4.74 a 11577 729 b 6.16 +1.56 a 849 +204 a
Zn Ni Co Pb
Ecotype Tige Feuille Tige Feuille Tige Feuille Tige Feuille
45 435 +56 a 907 +59 b 214 +031 a 215 +£0.11 a 021 +0.04 a 046 +0.05 b 062 +0.16 a 141 +0.15 b
46 506 +120 a 1569 +344 b 268 +0.40 a 282 +0.16 a 0.16 £0.01 a 0.55 £0.08 b 0.32 +£0.05 a 0.66 +£0.06 b
49 672 +56 a 2037 +174 b 294 +0.23 a 346 +0.33 a 0.20 +0.03 a 092 £022 b 0.48 +0.20 a 0.66 +0.06 a
50 508 *157 a 1492 +450 a 268 +0.75 a 3.16 +0.61 a 0.20 +0.05 a 1.00 +0.26 b 0.26 +0.07 a 0.62 +0.08 b
108 624 +98 a 1822 +143 b 239 +042 a 3.87 +0.18 b 0.22 +0.02 a 087 +0.17 b 0.31 +0.06 a 0.71 +0.08 b
111 417 +43 a 819 +124 b 150 +0.18 a 238 +0.03 b 0.16 *0.02 a 041 +0.04 b 0.28 +0.02 a 0.83 +0.05 b
112 577 £51 a 1705 +170 b 233 +0.33 a 228 +0.14 a 0.19 +0.02 a 049 +0.06 b 0.64 +0.14 a 135 +0.12 b
116 514 +36 a 1896 +196 b 220 +0.28 a 241 +0.14 a 0.26 +0.05 a 047 +0.06 b 0.78 +0.07 a 137 +£0.16 b
117 333 +66 a 1029 +244 b 181 +0.28 a 258 +0.25 a 0.17 £0.02 a 083 +0.11 b 0.30 +0.08 a 082 +0.11 b
257 711 +100 a 2139 +226 b 254 £0.20 a 424 +0.14 b 0.22 +0.05 a 0.72 +0.08 b 041 +0.11 a 0.68 +0.09 a
263 618 +31 a 1508 +137 b 255 +0.12 a 287 +0.33 a 0.24 001 a 059 +0.11 b 1.17 +0.15 a 196 +0.16 b
265 587 +89 a 2111 +301 b 245 +£0.27 a 478 £0.72 b 0.27 £0.05 a 162 +043 b 0.31 +0.03 a 0.74 +0.07 b
266 788 +84 a 2341 +381 b 265 +0.25 a 396 +037 b 0.20 +0.02 a 124 +0.08 b 0.35 +0.08 a 0.62 +0.05 b
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Tableau Xl : Facteur de bioconcentration (BCF) tigss des clones de saules plantés en contenewastdannée 2011. BCF = teneur en métal dansides de la plante

(g.g' m.s.)/teneur en métal dans le substrat (fig.g.). Le fer et le manganése n'ayant pas été dasg le substrat (Tableau 1X), le BCF n'a pu éatewdé pour ces

métaux.
Clone Cu + SE Cd + SE Zn + SE Ni + SE Co + SE Pb + SE

45 0.28 +£0.02 0.99 £0.06 0.37 +£0.05 0.06 £0.01 0.011 +0.002 0.002 £0.0005

46 0.28 +£0.02 1.02 +0.22 0.50 +£0.10 0.07 £0.01 0.008 +0.000 0.001 £0.0002

49 0.29 +£0.01 1.10 +0.09 0.57 £0.05 0.08 £0.01 0.010 £0.001 0.002 £0.0007

50 0.23 +£0.02 0.91 £0.08 0.43 +£0.13 0.07 £0.02 0.010 +0.002 0.001 %0.0002
108 0.29 +£0.02 1.27 +0.23 0.53 £0.08 0.06 +£0.01 0.011 +£0.001 0.001 £0.0002
111 0.30 +£0.01 1.31 +0.17 0.35 £0.04 0.04 =0.00 0.008 £0.001 0.001 £0.0001
112 0.42 +£0.02 0.86 +0.06 0.49 +0.04 0.06 £0.01 0.010 +£0.001 0.002 =0.0005
116 0.53 +£0.03 0.79 £0.04 0.43 +£0.03 0.06 +£0.01 0.014 £0.002 0.003 £0.0003
117 0.24 +£0.02 0.87 £0.20 0.28 £0.06 0.05 £0.01 0.009 £0.001 0.001 £0.0003
257 0.36 +£0.03 1.68 +0.28 0.60 +£0.08 0.07 £0.01 0.011 +£0.002 0.001 =0.0004
263 0.31 +£0.01 1.35 +£0.20 0.52 +£0.03 0.07 =0.00 0.012 +£0.001 0.004 £0.0005
265 0.34 +£0.01 1.74 +0.36 0.50 £0.07 0.07 £0.01 0.014 £0.002 0.001 £0.0001
266 0.32 +£0.01 1.89 +0.48 0.67 £0.07 0.07 £0.01 0.010 +£0.001 0.001 £0.0003
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Tableau XII : Facteur de bioconcentration (BCF)aioé des clones de saules plantés en contenetaatdiannée 2011. BCF = teneur en métal dansides de la plante
(ug.g'm.s.)/teneur en métal dans le substrat (frg.g.). Le fer et le manganése n'ayant pas été dasg le substrat (Tableau 1X), le BCF n'a pu &@éculé pour ces

métaux.

Clone Cu +SE Cd +SE Zn +SE Ni +SE Co +SE Pb +SE
45 0.16 +0.02 1.10 +0.06 0.77 +0.05 0.058 +0.003 0.023 *0.002 0.005 *0.0012
46 0.22 +0.02 134 £0.34 1.33 +0.29 0.076 *0.004 0.028 +0.004 0.002 +0.0002
49 0.20 +0.01 151 £0.14 1.72 +0.15 0.093 +0.009 0.047 %=0.011 0.002 +0.0002
50 0.12 +0.05 0.69 +0.30 0.76 +0.37 0.051 +0.023 0.031 *+0.014 0.001 *0.0005

108 0.15 +0.04 1.08 +0.32 1.23 +0.32 0.083 *=0.021 0.036 +0.011 0.002 +0.0005
111 0.19 +0.02 1.05 £0.16 0.69 +0.10 0.064 +0.001 0.021 *0.002 0.003 +0.0002
112 0.17 +0.01 0.98 +0.07 144 +0.14 0.061 +0.004 0.025 *0.004 0.005 +0.0004
116 0.14 +0.04 1.05 +0.30 1.28 +0.35 0.052 +0.013 0.019 +0.005 0.004 +0.0010
117 0.19 +0.01 134 +0.33 0.87 +0.21 0.069 *0.007 0.043 +0.006 0.003 +0.0004
257 0.14 +0.04 1.75 £0.54 1.45 +0.39 0.091 +0.023 0.029 *0.008 0.002 +0.0005
263 0.15 +0.01 143 £0.17 1.28 +0.12 0.077 +=0.009 0.030 *0.006 0.007 +0.0005
265 0.19 +0.01 2.15 +0.37 1.79 £0.25 0.128 *+0.019 0.083 +0.022 0.003 +0.0003
266 0.16 +0.01 2.61 +0.63 1.98 +0.32 0.106 +0.010 0.063 +0.004 0.002 +0.0002
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Tableau XIII : Facteur de transfert (TF) des clodessaules plantés en conteneurs durant I'année. A= teneur en métal dans les feuilles (jfmg.)/teneur en métal

dans les tiges (ug'on.s.).

Clone Cu +SE Cd + SE Zn + SE Ni + SE Co +SE Pb +SE Fe +SE Mn +SE
45 0.56 +0.05 1.12 +0.08 2.18 +0.21 1.08 £0.14 2.35 +0.29 2.88 +0.65 2.10 +0.36 2.97 +0.58
46 0.77 +0.06 1.26 +0.08 2.58 +0.12 112 +0.12 3.40 +0.36 221 +0.28 1.34 +£0.20 3.46 +0.39
49 0.70 +0.0 1.38 +0.08 3.05 +0.15 1.20 +£0.12 434 +0.56 2.02 £0.43 1.27 +£0.15 3.85 +0.62
50 0.88 +0.14 1.25 +0.09 2.96 +0.12 1.28 £0.25 490 +£0.30 2.64 041 1.86 +£0.43 3.95 +0.30

108 0.64 +0.06 1.08 +0.12 3.03 +0.29 1.72 +0.20 3.92 +047 2.47 +0.26 1.90 +0.07 2.76 +0.37
111 0.65 +0.04 0.80 +0.08 2.02 +0.33 1.67 +£0.17 2.70 +£0.32 298 *0.16 250 £0.13 4.67 +0.55
112 0.41 +0.05 1.15 +0.09 2.96 +0.13 1.07 £0.17 274 +0.43 2.39 +0.33 2.15 +0.62 2.35 +0.38
116 0.34 +0.04 1.63 +0.18 3.70 +0.36 1.16 +0.20 1.88 +0.26 1.75 £0.12 1.20 +0.51 2.23 +0.56
117 0.83 +0.05 151 +0.11 3.01 +0.29 1.48 +0.10 485 +0.51 3.02 +£0.48 2.24 £0.33 4.76 +0.53
257 0.52 +0.09 1.30 +0.17 3.21 +0.53 1.69 +0.13 3.55 +048 1.94 +£0.38 1.02 +0.35 3.15 +0.54
263 0.51 +0.04 1.08 +0.04 2.44 +0.17 1.14 +0.14 251 +0.52 1.74 £0.17 4.03 +2.38 1.84 +0.24
265 0.56 +0.05 1.29 +0.10 3.61 +0.09 1.98 +£0.26 5.63 +0.55 2.36 £0.16 1.76 +£0.40 3.34 +£0.09
266 0.52 +0.05 141 +0.12 2.99 +0.48 150 +0.10 6.35 +0.35 2.16 +0.52 1.38 +0.20 2.68 +0.23

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 64



C. Discussion sur le point Il

Sur base des résultats obtenus dans le point Icldass de saules ont été sélectionnés et ont été
plantés une nouvelle fois en containers. La croissales clones se vérifie d’'une année a l'autta et
sélection sur base de la biomasse est donc jestfifiable. Afin de connaitre le transfert desaugt
vers les différentes parties aériennes, les tersursétaux dans leurs tiges annuelles ainsi que dan
les feuilles ont été mesurées. Ces résultats sditatifs de ce qui pourrait étre remobilisé auveaiy

de la litiere si ces clones venaient a étre utilisé phytoremédiation. Les teneurs en métaux @sns |
feuilles sont plus importantes que dans les tiges$ gour le cuivre (Tableau X). Pour le cadmium, le
fer et le nickel, peu de clones ont montré uneédifice d’accumulation entre les organes. D’autres
essais ont également montré que les teneurs enpmsdat plus importantes au niveau des feuilles,
comparativement aux tigesligeonet al.,2009 ; Witterset al 2009 ; Ruttenst al.,2011 ; Pietrosanti

et al., 2009 ; Vervaekest al., 2004 ; Meerst al., 2005 ;2007 ; Frencht al., 2006§. Nous avons pu
constater que les valeurs des BCF pour les tiggsneinférieures a 1 comme en 2010 (point 1) sauf,
nouveau pour le cadmium ou les valeurs sont progées Le calcul de BCF ne permet pas de classer
les clones de saules a forte biomasse comme « ataieons » itz et al., 2002 ; Dickinson et
Pulford, 200%. Cet essai de 2011 apporte toutefois des infoomatsupplémentaires par rapport au
transfert sol/feuilles et nous avons pu constaterlgs BCF foliaires sont également inférieurssauf
pour le cadmium et le zinc. Les valeurs des TF sapérieures a 1 pour tous les métaux, indiquant
une capacité de transfert de la tige vers leslésyiinais ces valeurs sont néanmoins faibles.

Dans notre expérience, bien que les métaux sai@msférés vers les tiges et en plus fortes teneurs
vers les feuilles, les saules restent toujoursaitelefs extracteurs de métaux car le transfert s
parties aériennes est restreint. Certains autapgortent que le transfert vers les feuilles réstde
méme lorsque le sol est fortement contaminé enBizkifisonet al., 2005 et qu'une augmentation
des teneurs en métaux dans le sol ne conduit pasgarement a une augmentation des teneurs dans
les tissus du ligneux en générdarmiroli et al., 2017). De plus, d’autres études, notamment en
conditions contrélées, indiquent que le cadmiunsiaguie le plomb se retrouvent essentiellement au
niveau des racine®(nshon et Dickinson, 1997; Landberg, 1996; Hamg@03 ; Cosiet al., 2006 ;
Pietrosantet al.,2009 ;Vervaeket al.,2004.

Les saules étudiés dans ce travail, en réduisatramsfert vers les parties aériennes, sont donc a
privilégier pour éviter la mobilisation des métadans le sol (phytostabilisation). Toutefois, biere g

les valeurs de transfert tige/feuille restent fsble transfert des métaux vers les feuilles pseadre

en considération. Apres la chute des feuilles, thrgecyclage de la litiére, il y a un risque ges |
métaux soient a nouveau rendus disponibles. Latutst des métaux dans le sol suite a la

dégradation des feuilles et leur absorption méxigert d’étre davantage investigués.
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D. Conclusion du point Il

L’objectif de ce point Il était d’étudier le tramst des métaux au sein des parties aériennes ebez |
clones de saules sélectionnés a l'issue du pdiatte production de biomasse associée a une d&ers
des clones). Ces clones sont les suivants : 4544650, 108, 111, 116, 117, 257. Nous avons
également élargi la sélection en intégrant lesedohl2, 263, 265 et 266 sur base de la sélection du
test de Gupta relatif aux teneurs en métaux.

Dans nos conditions de culture, d'une année arkaudé croissance des clones s’est vérifiée. La
sélection sur base de la biomasse est donc fidbles avons ainsi pu confirmer que les saules a fort
production étudiés dans notre travail ont tendanstreindre le transfert vers les parties aéegme
sont de faibles extracteurs de métaux. Les météaxt éaiblement lessivés et transférés dans les
parties aériennes, nous pouvons conclure que léssssont a privilégier en phytostabilisation.
Toutefois, nos résultats indiquent que les feuilestiennent de plus fortes teneurs en métal caie le
tiges. Il y a donc un transfert des métaux desstigers les feuilles. La dégradation de la litieére
constitue donc un risque de remobilisation des axét#ans le sol. Ces métaux seraient alors de
nouveau disponibles pour les saules. Si la tecleniguT (t)CR est envisagée, la récolte de I'ensemble
des parties aériennes (tiges et feuilles) permeftgiter une réabsorption de ces métaux par les

ligneux. Le risque de remobilisation des métaux tiitefois étre plus investigué.

Dans la littérature, les études sur la phytorentiéaiaet sur la tolérance des ligneux aux métaux son

dissociées. Dans le premier cas, un ligneux estiétpour mesurer sa capacité d’extraction des
metaux, sans se soucier de la « santé » de l'atlaes le deuxiéme cas, les études relatives a la
tolérance des ligneux ne se soucient pas de lademeent en biomasse qui permettrait de calculer un
rendement d’assainissement. Dans notre travaik aeans associé ces deux notions. Les pointd | et |

de notre travail répondent d’abord a un questiormmentié au potentiel des clones de saules en
phytoremédiation. Le point Il a pour objectif dauer I'impact des métaux sur la santé des clones
qui peuvent étre potentiellement utilisés dansnejepde phytoremédiation.

Un faible producteur de biomasse montre-t-il desmpmes de sensibilité aux métaux par rapport aux
forts producteurs de biomasse ? A l'issue du douheux groupes de clones ont été déterminés & part

des résultats de biomasse. Selon le test de Auptagomprend les clones, 46, 50, 108 et 111 (les
forts producteurs de biomasse (HBP)). L'autre geogpmprend les plus faibles producteurs de

biomasse (LBP) : les clones 48, 253, 260, 261. mdesures physiologiques et protéomiques ont été
réalisées sur les feuilles de ces deux groupespdia Ill, consiste en la réalisation d'une étude

comparative des réponses physiologiques et protgang@ntre les deux groupes de saules.

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 66



lll.  Approches physiologique et protéomique de ldolérance de clones de

saules aux métaux.

L'objectif du point 1ll est de comparer la tolérandes forts et a celle des faibles producteurs de
biomasse en utilisant des approches physiologitjpeotéomique (Figure 1ll). Ces deux groupes de
clones ont été déterminés a l'issue d’'une séle¢pomt I). En 2010, la fluorescence chlorophyliien

a été mesurée sur ces clones. Des feuilles ontéétdtées, en quantité suffisante, avant la fin de
'essai de 2010. Elles ont été stockées a -80°Q pmmufuturs dosages des sucres et les analyses
protéomiques. Dans ce point, la capacité d’exwacties deux groupes de clones est également
mesurée. Ce point est présenté sous forme d'aridRhysiological and proteomic responses of

different willow clones (Salix fragilis x alba) eoged to dredged sediment contaminated by heavy

metals ».

CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de |'expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules
« phytoextracteurs »

Mesurer la mobilisation des métaux

Criblage sur base de 2 critéres :
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Figure 11 : Objectifs du point 11l (fond orange).

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 67




Article :
Physiological and proteomic responses of differeitfow clones (Salix fragilis x alba)

exposed to dredged sediment contaminated by meetajs

Aricia Evlard”, Kjell Sergearlt Salvador FerrandisBruno Print2, Jenny RenabitCedric Guignary

Roger Padi| Jean-Francois HausnfaBruno Campanelfa

% aboratoire de Toxicologie environnementale, Gemblédgro-Bio Tech, University of Liége, 2,

passage des Déportés, B-5030 Gembloux, Belgium

® Centre de Recherche Public — Gabriel Lippmann, Bemmt of Environment and

Agrobiotechnologies, 41, rue du Brill, L-4422 Bealxa Luxembourg

¢ Unité de Statistique, Informatique et Mathématigmpliquées, University of Lieége, Gembloux
Agro-Bio Tech, 2, passage des Déportés, B-5030 GembBelgium

Soumis a International Journal of phytoremediaf®#02/2013)

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 68



Physiological and proteomic responses of differentillow clones Galix fragilis x alba) exposed to

dredged sediment contaminated by heavy metals

Aricia Evlard”, Kjell Sergearlt Salvador FerrandisBruno Print2, Jenny RenabitCedric Guignary
Roger Padi| Jean-Francois HausnfaBruno Campanelfa

% aboratoire de Toxicologie environnementale, Gemblégro-Bio Tech, University of Liége, 2,
passage des Déportés, B-5030 Gembloux, Belgium

® Centre de Recherche Public — Gabriel Lippmann, Bemmt of Environment and
Agrobiotechnologies, 41, rue du Brill, L-4422 Bealxa Luxembourg

¢ Unité de Statistique, Informatique et Mathématigmpliquées, University of Lieége, Gembloux
Agro-Bio Tech, 2, passage des Déportés, B-5030 GembBelgium

Kjell Sergeant: sergeant@lippmann.lu

Salvador Ferrandis: s.ferrandis@ulg.ac.be
Bruno Printz: printz@lippmann.lu

Jenny Renaut: renaut@lippmann.lu

Cedric Guignard: guignard@lippmann.lu

Roger Paul: roger.paul@ulg.ac.be
Jean-Francois Hausman: hausman@lippmann.lu

Bruno Campanella: Bruno.Campanella@ulg.ac.be

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 69



Abstract

Biomass producing species are considered as tooleefmediation of contaminated soils. Willows
(Salix spp.) are prominent study subjects in this reglrdhis study, different willow clonesSélix
fragilis x alba) were planted on heavy-metal polluted dredgingdgdu A first objective was
assessment of the biomass production for theseesldosing a Gupta statistic, four clones, with a
significantly higher biomass production comparedhe others, were identified, forming the group
called high biomass producers (HBP). For comparisogroup of four clones with lowest biomass
production were selected (LBP). A second objeatvas to compare the physiology and proteomic of
the leaves of these two groups, whereas they gmwthe same contaminated substrate, and taking
into account metal uptake in the annual twigs. Zidand Ni total uptake was higher in the HBP but
Pb total uptake was higher in LBP,, i, and K were significantly higher in the HBP. Proteins
involved in antioxidant defence mechanisms wereenatrundant in the LBP as well as the extrinsic
oxygen-evolving enhancer protein OEC33. This mayitked to the high concentrations of Pb in

these plants although a combined effect of therattetals cannot be excluded.
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1. Introduction
Due to their increasing dispersion and their inhesnvironmental persistence, the impact of heavy
metals on plants remains one of the most importeotidwide concernsMigeon et al., 2009;
Vangronsveldet al., 2009; Durancet al., 2010b; Banfalvi, 2011 It is known that soils containing
naturally high concentrations of heavy metals egittover the world; however, the widespread
existence of secondary metal-contaminated soildeaattributed mainly to human activitiegaGsilev
et al.,2009. Although metals such as Cu, Co, Fe, Mn, Ni andaze essential for plant growth and
development, their occurrence in excess is dangefouplants. On the other hand, several non-
essential metals, such as Cd and Pb, are phytodoric at low concentratiohgsat, 2002; Bertrand
and Poirier, 2006 Metals can be toxic in many ways. They distimb niutritional balance of the plant
and thereby cause a deficiency of essential elean&he other consequence of metal toxicity resides
in the disruption of the equilibrium between thengetion and detoxification of reactive oxygen
species (ROS) (02 H,0O,; HO'), which induces oxidative stress in plants. Degendn their
oxidation states, heavy metals are classified edkaedox-active or as redox-inactive metals. Redo
active heavy metals (Fe, Cu, Cr, Co) are directiyoived in redox reactions in cells via the Haber-
Weiss and Fenton reactions and result in the foomaif ROS. Redox-inactive heavy metals (Cd, Zn,
Ni, Al) induce oxidative stress indirectly by indéeting with the antioxidant defence system and the
electron transport chain. ROS-levels are gene@lytrolled by antioxidative defence mechanisms.
Plants have enzymatic antioxidant mechanisms sgcluaeroxide dismutase (SOD), peroxidase
(POD) and catalase (CAT) but also non-enzymatic pmmants (glutathione, carotenoids and
ascorbate) to protect their cells against oxidasiress Bhaduri and Fulekar, 2012However, most
enzymes involved in antioxidant defence containafien cofactors. The replacement of this metallic
cofactor by another reduces or suppresses enzyraaticity. Heavy metals can also reduce or
suppress the activity of other proteins or pigmaotein complexes (chlorophyll, RuBisCO).
Similarly, metals have a high affinity for sulphytigroups (cysteine), making some free-sulphydryl
groups containing proteins and enzymes more vubteta the effects of heavy metal§dffer et al.,
2009; Hossain 2012a; Jozefczak al., 2012; Sanchezt al., 2012; Zhaoet al., 2012. Cellular
macromolecules such as DNA and lipids can alsoxidised by metallic pollutantsBhaduri and
Fulekar, 2012 Thus the denaturation of enzymes and proteind, the inactivation of functional
groups of essential macromolecules, ultimatelycaffdant metabolism, photosynthesis efficiency and
respiration reaction®dpel and Hirt, 2004; Colls and Hall, 2004; Hoss&0123.
The strategies developed by plants to resist @ctumulate high amounts of metal have been well
studied, especially due to the identification oftahenyperaccumulator plant specidse (plants
accumulating more than 1% of heavy metals in theiral organs without suffering phytotoxic effects
(Rascio and Navar-lzzo, 2001 However, these species generally show a lovell®f biomass
production and thus accumulate low amounts of et@éthmetal. Thus, concurrently with the research

on hyperaccumulators, the idea of using high bienasducers (e.g. alder, poplar, willow), which
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have the ability to accumulate heavy metals, hasrged over recent yeamdi¢kinson, 2000; Rosselli
et al.,2003; Meert al., 2005, 2007; Durandt al.,20108. However, even when trees produce large
amounts of biomass, they still tend to take up bamabunts of metal; this therefore shows that high
biomass production is not related to high metalaedation Pulfordet al.,2002; Ekvall and Greger,
2003. Nonetheless, increased biomass production cailifgnthe total amount of metals extracted,
while keeping low metal concentrations in the pl@teger and Landberg, 2001; Ekvall and Greger,
2003; Pulford and Watson, 2003 his is referred to as the dilution effect calibg higher biomass
production. The positive side is that this dilutieffiect offers the potential for an important econo
opportunity through the production of renewablergneon contaminated land using, for instance,
short rotation coppice willowRulfordet al.,2002).

The molecular mechanisms involved in metal toxjcioferance and accumulation in plants are now
better understood. The emergence of proteomic tgebs is now contributing to our increasing
understanding of these mechanisms. Recently, ttlenigues of two-dimensional electrophoresis
coupled with multiplexing fluorescent probes (2-BEGand mass spectrometry have been increasingly
used to compare proteomic changes resulting froengitowth of plants under stress conditions,
including their exposure to heavy metafshganet al., 2009; Duquesnowgt al., 2009; Kiefferet al.,
2009; Villiers et al., 201]. In the current study, different clones of willoi@alix fragilis x alba)
grown on metal-contaminated substrate were screfamdosiomass production and two groups were
composed: high and low biomass producers. The tgegvas to discern the differences in the
physiology of these two groups when grown on sabstcontaining heavy metals. To this end, a
combination of physiological (chlorophyll fluoreswee, carbohydrate content) and molecular
(proteomic) analyses was performed on leaves. Bat interpreted in terms of the accumulated

metals in the annual twigs of the different clones.

2. Material and methods

2.1 Experimental design

2.1.1 Plant material and growth conditions
Rooted cuttings of 26 clones, originating from eiffint areas in Wallonia (Belgium), were planted
outdoors in 10 L containers. Each clone was reptedeby 3 replicates. Using containers (Figure 1)
facilitates the study of the fraction of lixiviatedetals as well as the fraction of phytoextractedats.
Nine additional containers were not planted (NR) arre used to follow the evolution of the soilas
control. Dredging sludge, collected from the digdaite in Obourg (Belgium), was used as substrate.
The Obourg disposal site was filled with dredgihglge originating from the canal “du Centre” from
the 1980s until 1994; the sludge contains elevatetal concentrations. The total volume of collected
dredging sludge used in the present study was mitecbughly before a sample (+ 0.5 kg) was

collected to perform initial substrate analyses.
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Total P content was determined using the molybdemlme method and molecular absorption
spectrophotometry after sediment digestion usingaaggia(composed oHCI| and HNQ) (NFEN
ISO 6878:2005). The Kjeldahl method was used terd@he the total N content (ISO11261:1995).
The total content of Ca, Mg, Na, K and metal tratements (As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn)
(after aqua regia digestion) and the percentageaifable metals (extraction with 0.5 N MbP#Ac, 0.5

N HOAc, 0.02 M EDTA, pH 4.65) were measured usitapacal absorption spectrometry (AAS800-
PerkinElmer)(ISO 11 466:1995, NBN EN 13657:2002) 181407:1998, ISO 20280:2007). Levels of
organic carbon were determined using the sulfoclraxidation method (ISO 14 235:1998).

Dredging
sludge

l]--.... ..... -:{// Geotextile

Cylinder
LL—1"" ($20 cm)

Leachate

{— Funnel

Geotextile

Figure 1: Diagram of a container. Each containetaioed 10 L of substrate.

2.1.2  Statistical selection of high biomass producers
Containers were organised within a pseudo Latirasgjexperimental design, allowing a double
control for heterogeneitydagnelie, 2008 The containers were randomized into 3 groupshigoup
was established according to a 3x3 array, with eaciainer occurring exactly once in each row and
exactly once in each column. During the growth gerithe substrate in each container was watered
every ten days until saturation. After a growingiqe: of 225 days and, preceding the harvest of the
annual twigs, about 600 mg of fresh leaves werkecigd from all plants (three biological replicates
for each clone), washed with distilled water aratest at -80 °C prior to carbohydrate and proteomic
analyses.
The annual twigs were sampled, washed with denlimecawater, dried at 70 °C in an oven until
mass constancy and weighed. An univariate anabysiariance (ANOVA) was applied to analyse the
measured production of biomass in the differentowilclones. Column and row blocks were included
in the model. A Gupta’s multiple mean comparisat teas performed at a 90% confidence level. The
Gupta method is a selection procedure for chootliegbest subset using the largest mean of the

observed variable as a “referenc&upta, 1965; Dagnelie, 20L1in the present study, we used the

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 73



Gupta test to highlight the subset of high biomasslucers (HBPSs); the clone used as the reference
was clone 111, the one that ranked highest in t@fmisomass production (Figure 2). Clones whose
means were significantly different from the meartho$ “reference clone” were considered as “low
biomass producers” (LBPs). These analyses wereompeefl using MINITAB Statistical Software
v.16.2.2.

For physiological and molecular analyses, two gsowgre considered: the first group consisted of
four “high biomass producers”, as highlighted by Gupta selection test (clones 108, 50, 46 and 111)
and, for comparison, the second group consistetieofour lowest biomass producers (clones 261,
260, 48 and 253) (Figure 2). Accordingly, physidbad) and proteomic analyses were performed only

on leaves of these two distinct groups of clones.

2.2 Metal analysis
Metal content (Cd, Zn, Cu, Pb, Ni, Co, As, Mn ang) Rvas analysed in the annual twigs using
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICB-Perkin Elmer Elan DRC-ejn aliquot of
100 to 250 mg of dried sample was digested in 7HNO; (Plasma Pure 67—70%, SCP Science) and
3 mL HO, (30%, trace metal analysis grade, Fisher Scieptif\cid digestion was performed in
Teflon tubes in a microwave oven (Anton Paar Mudti 3000) by increasing temperature and
pressure up to 200 °C and 30 bars. At the endeoptbcedure, samples were diluted with ultrapure
water up to 25 mL and were maintained at 4 °C ptooranalysis. Blank samples and certified
reference material were included at each minetadizacycle for quality control. The clones were
compared on the basis of the total metal amourgsfqund in the annual twigs (Figure 3).
A flask was placed under each container in ordecdltect leachates. Leachates were collected
following water saturation of the substrate in filent containers and at the end of the experiment,
before harvesting. The total volume of leachatesifeach flask was measured and a sample of 50 mL
was collected and filtered (paper filter, Whatmag®&de 1¢p 32cm). The metal content was analysed
with ICP-MS after acidification with 1% nitric ac{@Plasma Pure 67—70%, SCP Science) and filtration
(0.2 um). The amount of metal (1g) present in daehates was calculated by multiplying the volume
of leachate (1) by the determined metal concemmati(ng.f). For selected containers, the amount of
metal (1ug) was also calculated in the same wayshyguhe weight of the substrate (10 kg) and metal
concentrations (mg.Ky. The ratio (amounts of metal in the leachatestart® of metal in the
substrate) was calculated. The amounts of metahenleachates were also analysed for the non-
planted containers (NPA multivariate analysis of variance (MANOVAR&ImM, 200p was performed
on the metal content measured in the plant anthienidachates. An univariate analysis of variance
(ANOVA) was carried out for each dependent variaid the results indicated the metals for which a
significant difference between clones was obtaindthere significant differences were observed
between the clones Tukey's mean comparison metrasl used Hsu, 199¢. These analyses were
performed using MINITAB Statistical Software v.1&22
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2.3 Comparison of physiological parameters and prote@xpression between the groups

2.3.1  Chlorophyll fluorescence analysis
Analyses were performed using a portable fluorom@&M 2100 Walz, Effeltrich, Germany) on
leaves that were intact, mature and fully expogedhe sun. A dark adaptation is needed for the
electron transport chains to reach the fully-oxadisevel (i.e. photosystem Il is opemjgxwell and
Johnson, 2000 Thus, the device measures the initial fluoresee(fs) before excitation of the
reaction centres of photosystem Il (PSIl) and tlaimal fluorescence (f, after the application of a
saturation light pulse (0.8 s), is emitted whenesdictron acceptors are closed. The ratigK§/Fn, =
F./Fn can then be calculated. This ratio representsetfieiency of the photosystems in the dark-
adapted state, where, Fepresents the maximum variable fluorescence @mnisgMaxwell and
Johnson, 2000 For practical purposes, dark adaptation wasimddaby taking the measurements at
night. Fluorescence measurements were performesl leaves on the 3 replicates per clone in July
and August. Data were analysed by a one Way ANOMIgied, in case of significant difference (p-
value < 0.05), by a post-hoc pairwise comparisamgushe Tukey's methodHsu, 199%. These
analyses were performed using MINITAB Statisticaft®are v.16.2.2.

2.3.2 Carbohydrate analysis
About 100 mg fresh leaf material, previously stoa¢d80 °C prior to analysis, were crushed in kijui
nitrogen and mixed with 1 mL of a water/ethanol tmir (20/80, v/v). After vortexing and shaking for
30 min at 4 °C with an Eppendorf Thermomixer at@48m, samples were centrifuged at 17000 g, at
4 °C, for 10 min. The supernatant was collectedtardoellet was extracted again with 0.5 mL of the
water/ethanol mixture (20/80, v/v). The resultingpernatant was pooled with the first one and the
final extract dried at reduced pressure (Speedwaityre being resuspended in 1 mL milli-Q water and
filtered through 0.45 um PVDF-filters. The samplesre analysed using High Performance Anion
Exchange Chromatography coupled with a Pulsed Aometric Detector (HPAEC-PAD) according
to the method ofEvers et al (2010) with slight modifications. HPAEC-PAD analyses for
carbohydrates were conducted on a Dionex ICS2500@i(Sunnyvale, USA), with an AS-50
autosampler, a GS-50 gradient pump, an EG-50 elymmgrator and an ED-50 Detector. The mobile
phase, with a flow-rate of 0.5 mL.minwas on-line generated with KOH. The hydroxide
concentration was programmed as follows: 9.5 mMLfbmin, 9.5-100 mM for 1 min, 200 mM for 10
min, 100-9.5 mM for 2 min and column equilibratian9.5 mM for 3 min. The analytical column was
a Dionex CarboPac PA-20 (3 mm x 150 mm), maintaiamed5 °C. Carbohydrates were quantified
using nine-point calibration curves with custom-makternal standard solutions, ranging from 1 to
100 pumol.I'. After 10 injections, a check standard solutiorswaed to validate the calibration of the
system Guignardet al., 2009. A One Way ANOVA was applied to the carbohydredatent. Where

significant differences were observed between dphiekey’s method for mean comparison was used.

| Chapitre 2 : Impact des métaux sur le saule 75



2.3.3  Protein sample preparation, labelling and 2-DE
After grinding about 500 mg of fresh leaves, presly stored at -80 °C prior to analysis, in liquid
nitrogen, pigments and small molecules were elitethdrom the sample by washing in organic
solvents. Briefly, the powder was resuspended imLl cold 10% trichloroacetic acid (TCA) in
acetone with 0.07% DTT, kept in the freezer foralmand then centrifuged at 10,0§3or 5 min.
After discarding the supernatant, the pellet washed twice with cold acetone and subsequently
allowed to dry at room temperature overnight befmeing resuspended in 0.6 mL SDS buffer (30%
sucrose, 2% SDS, 0.1M Tris-HCI, pH 8.0, 5% 2-mercaptoethanol) and 0.6L m
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25/24/1, Rotlihis step, typically applied to eliminate proteins
in nucleotide isolation, was used here insteadhefmore frequently used phenol-extraction. This
procedure was chosen because, during prelimindgignization, the gel images had been distorted by
smearing in the higher molecular mass range. Cgntoawhen the objective is to isolate nucleotides,
in the current protocol, the upper, nucleotide aimihg, phase was discarded and the lower phase
together with the interphase used for further pnoextraction. Protein quantification of the upper
phase indicated that the loss of proteins in thasp was below the detection limit of the 2D Qukiint
(GE Healthcare). The two lower phases were useeitiorm a hot-SDS extraction, as previously used
for oak and other plant tissue3glaplaceet al.,2009; Sergearst al.,2017). Briefly, 150 mg PVPP
(polyvinylpolypyrrolidone, Sigma, Bornem, Belgiuahd 3 mL of SDS-buffer (5% sucrose, 4% SDS,
20 mM sodium hydrogen phosphate pH 7 and 0.3% Dir€heated at 65 °C were added to the
sample. This mixture was incubated in the oven5at® for 30 min with a brief vortex step every 5
min and was subsequently put on ice for 15 mineAéentrifugation at 19,009and 4 °C for 15 min,
the supernatant was recovered and centrifuged &sgime conditions) to eliminate all traces of PVPP.
Proteins were further purified by TCA/acetone ppéation and finally solubilised in labelling buffe
(30 nM Tris pH 8.0, 7 M urea, 2 M thiourea, 2% WIHAPS). After adjusting the pH of the extracts
to 8.5, the protein content was quantified using 2D-Quant Kit (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) with BSA as standard. All protein extracts amgooled internal standard were labelled with
CyDyes™ (GE Healthcare) prior to electrophores. IBbelling, a volume of sample corresponding
to 30 ug was used and the dyes were swapped to avoidfféetseof preferential labelling on the
statistical outcome. Ninety micrograms of prote{two samples of 3Qg each and 3(ig of the
internal standard), the volume adjusted to A2@ith lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 0.5%/()
CHAPS) and 0.72l of Destreak Reagent, 2ud of IPG buffer 3—10 NL (GE Healthcare) added, were
loaded by cup loading onto 24 cm 3-10 NL IPG st(3& Healthcare). Isoelectric focusing was
performed using an IPGphor IEF unit (GE Healthcavéh the following protocol: 150 V for 2 h,
gradient to 1,000V for 4 h, 1,000 V for 5 h, gedi to 10,000 V for 5h, 10,000 V for 7 h until
approximately 95,000 Vh were reached at 20 °C witlmaximum current setting of 7#\ per strip.

After equilibration, reduction and alkylation ofstgines using respectively DTT and iodoacetamide,
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the strips were applied onto precast gels (GelCompa&ibingen, Germany) using the buffer kits

according to the manufacturer's instructions.

2.3.4 Image capture and analysis
As described byRrenautet al., 2006 imagesfor the different CyDyes™ were acquired using a®40
Typhoon Variable Mode Imager (GE Healthcare) a¢solution of 10Qum using the excitation and
detection wavelengths specified by the manufactuneages were analysed using the Decyder v7.0
software (GE Healthcare). Statistical analysishef differentially expressed proteins was carried ou
with the same software package. Only those spdts avratio between high biomass producers and
low biomass producers of 1.5 or< -1.5 (calculated as -1/ratio when the ratio way atid a t-test
score of <0.05 were considered as being signifigatifferent. Spots that changed significantly in
intensity were excised from a non-charged gel Idadigh 90ug of protein, and digested using the
fully automated Ettan Spot Handling Workstation (BEalthcare). After digestion, the dried peptide
extracts were resuspended and spotted on stastiesisSMALDI target plates, mixed with a matrix
solution (alpha cyanohydroxycinnamic acid in 50%MQ.1% TFA) and allowed to dry. All spectra,
1 MS and 10 MS/MS spectra of the highest precurseese acquired using a 5800 MALDI TOF/TOF
(AB Sciex), calibrated using the 4700 peptide meegration kit. For MS, 1500 laser shots were
accumulated, while 3000 spectra were accumulateM8MS spectra. Using an in-house MASCOT-
server on a ProteinPilot platform (ABSciex), allespa from one spot were submitted in a single
search, PMF and MS/MS, against the NCBI databasaitdll to the taxonomwViridiplantae
downloaded 04/06/2012 containing 1078293 sequenees) the EST Viridiplantae database
(75859188 sequences downloaded, autumn 2010).ifgotere considered as being significantly
identified when two individual non-identical pepgl surpassed the threshold for identification or
when one peptide resulted in a protein e-value0@5. All identifications were manually validated
and extra data was acquired when insignificant tiieations were obtained (indicated in red in
Supplemental Table 5). For some spots, manual sequéeterminations were performed and the

found sequences used for cross-species identificatith FASTS Mackeyet al.,2002).

3. Results

3.1 Substrate analysis
The substrate had a relatively neutral — lightkalihe pH (Table 1). The organic matter content was
relatively high as compared to a standard agricailtsoil (10 g OM.kg) or with humus (500 g
OM.kg?h). The CIN ratio was close to 50. These resultsnded poorly weakly differentiated and
poorly degraded organic fraction, mostly composiedrganic carbon. The Ca content was also found
to be relatively high compared to a standard atjtical soil (5 g Ca.kg). A difference was found
between available and total metal content (TableSBme elements were poorly available (Cr, Fe),

while for others (Cd, Pb) the available fractiopresented more than 50% of the total metal content.
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Table 1: Total and available metal content (mg.Kgied matter) in the substrate. The percentagéiseoélements that were
available to the plants are indicated in brackets.

Cd Cu Zn Ni Pb Co As Cr Mn Fe

Total 3.2 82.7 1200 40 333 20.2 205 68 640 27100

1.83 33.7 451 3.2 184 1.7 0.49 0.4 114 760
Available
(57%) (41%) (38%) (8%) (55%) (8%) (2%) (0.6%) (18%) (0.03%)

Table 2: Agronomic potential of the substrate. Bieavailability percentages of elements are shawbrackets. Values are
expressed in g.kbof dried matter

K0 CaO MgO Na,O P,Os N Corg OoM pH

(9kg)  (gkg) (gkg) (gkg)  (gkg") (gkg) (gkg') (gkgh) (HO)

Total 3.9 73.9 5.4 0.7 3.2 53 261.8 342.2 7.4

0.5 67.2 0.5 0.08 0.09
Available - - - -
(11.4%) (91%) (8.6%) (11.4%) (2.8%)

3.2 Annual biomass production and selection of bionpeieducer groups
Results of the ANOVA showed that the level of biesg@roduction varied significantly between the
26 clones (Figure 2). The Gupta test highlightezshets 108, 50, 46 and 111 as the “high biomass
producers” (HBPs). These four clones formed thst fgroup. A second group of “low biomass
producers” (LBPs) was also selected (clones 260, 28 and 253). The following analyses were

performed on these two distinct groups of willowras.
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Figure 2: Mean annual twig biomass production ef¢lones (n=3), expressed in mg of dried mattéwifs. Bars represent
standard error of mean (SE). Asterisks show thé bigmass producers identified by Gupta’s multiplean comparison
test.

3.3 Metal uptake by annual twigs
Significant differences were found between the etom terms of the Cu and Fe content measured in
twigs (1g.g- dry weight) (results not shown). However, whena®a Fe uptake (ug) was calculated
by multiplying the measured metal content (ffgdgy weight) by biomass production (g dry weight),
no significant differencewere found between the clongsgure 3). Clones 108 and 46 accumulated
significantly more Mn but the distinction betwedre tHBP and the LBP groups was not significant
(Figure 3). In regard to Cd, Zn and Ni, the lowrbass producer group was characterized by a low
total uptake compared to the high biomass prodgoeup. Clone 111 (highest biomass producer)
accumulated systematically more Cd, Zn, Ni thandtieer clones. Clones 108, 50 and 46 did not
show a significantly different accumulation, andgé clones thus formed a subgroup between the two
extremes. Likewise for Co, clone 111 was also Ijhgitbd as the highest accumulator. However, no
further significant differences were found betweka other clones. While for the above mentioned
elements, biomass production was found to be timeipte determinant in the total uptake, this was
not the case for Pb. The amount of lead uptakergiff significantly between the two groups but i th
opposite direction: the LBP group accumulated sicgnitly more Pb compared to the HBP group.
The As and Cr content was found to be below thenfification limit. The amount of metal in the
leachates was low, in the order of the %.. No sigaift differential lixiviation could be found betewe
the clones. Similarly, the metal leachate ratehaf NP containers did not differ from that of the

planted containers.
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3.4 Chlorophyll fluorescence
The HBPs displayed significantly higheg &d F, values than the LBPs. However, and despite the
fact that the fvalues were also significantly different betweble two groups, ff, values were
found not to be significantly different between th@ groups (Table 3). A similar trend was observed
for the measurements performed in July and Augasults not shown).
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Figure 3: Total amount of metal (ug) accumulatethim annual twigs of the low and high biomass pcedsi (n=3). Letters
represent the Tukey test results. Means that dsimate the same letter are significantly differgrt0.05). Bars represent
standard error of mean (SE).
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Table 3: Chlorophyll fluorescence parameters in &wl high biomass producers (mean + standard efnmean (SE)) in
July 2010. i minimal chlorophyll fluorescence yield obtainedthw dark-adapted leaves;,,F maximal chlorophyll
fluorescence yield obtained with dark-adapted lsa¥e maximum variable fluorescence emissiog/FFR: maximal PSII
efficiency. Letters represent the Tukey test rasgtmparing the groups. Means that do not sharesdhee letter are
significantly different.

Ecotype Fo Fm Fy Fo/Fm
261 0.1320 +0.0047 a 0.5571 £0.0168 a 0.4251 +£0.0170 a 0.7606 +0.0111a
Low biomass 260 0.1279 +0.0041 a 0.5622 +0.0128 a 0.4343 +0.0100 a 0.7726 +0.0046 a
producers 48 0.1216 +0.0023 a 0.5445 £0.0106 a 0.4229 +0.0088 a 0.7767 +0.0026a
253 0.1250 +0.0042 a 0.5661 +0.0153 a 0.4411 £0.0117 a 0.7796 +0.0035a
108 0.1567 +0.0041 p 0.7271 +0.0105 p 0.5704 +0.0078 p 0.7845 +0.0038 4
High biomass 50 0.1695 +0.0054 b 0.7519 +0.0137 b 0.5824 +0.0122 b 0.7744 +0.0063a
producers 46 0.1651 +0.0035 b 0.7453 £0.0112 b 0.5802 +0.0100 b 0.7785 +0.0043a
111 0.1692 +0.0062 b 0.7201 +0.0146 b 0.5509 +0.0113 b 0.7655 +0.0063a

3.5 Carbohydrate content
The main carbohydrates quantified in the leaveb@tifferent clones were glucose, fructose, swcros
and galactose (Supplemental Figure 5). For sucnesesignificant differences could be detected
between the clones. Furthermore, no significanfiedhce was found between the groups for the
concentrations of the other sugars. Clone 46 shaweignificantly higher accumulation of glucose,
fructose and galactose compared to the other HBisother high biomass producers did not seem to

accumulate more of these sugars compared to thbitmwass producers.

3.6 Proteomics
Eighty-five proteomic spots appeared to be difféedly expressed between the high and low biomass
producers (fold change of <-1.5 or >1.5 and t-{&st0.05) (Supplemental Figure 6). A principal
component analysis (PCA) using the gel images edahl good segregation of the low and high
biomass producers (Figure 4). The PC1l axis expléah8% of the total variability. Low biomass
producers clustered more closely together thanthké high biomass producers; clone 111 was
relatively separated from the others in the HBRugrd'hese 85 spots were excised from the gel and
used for protein identification, which resultedtie significant identification of proteins in 66cgp
(Supplemental Table 5). After exclusion of thosetspn which more than one protein was identified,
39 spots could be used for biological interpretatidable 4). Of these 39 spots, 11 spots showed a
significant increase in abundance in the HBPs Iatimn to the following functions: proteolysis
mechanisms (2), protein folding (1), pathogenesiated proteins (1), photosynthesis (3), carbon
metabolism (1), chloroplastic protein translatidn, (Mn binding and nutrient reservoir activity (2).
Most of the differentially expressed proteins (2&re, however, found to be more abundant in low
biomass producers in relation to the following fiiores: proteolysis mechanisms (2), protein folding
(1), photosynthesis (9), electron transport (1)pea metabolism (1), glutamine biosynthesis (1) PAT
synthesis and proton transport (2), oxidative stresponse (1), ion transport in defence respd@)se (

Mn binding and nutrient reservoir activity (6) amiscellaneous (2).
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Table 4 (Part I): Spots that change significanthew comparing the proteome of the high- versusaivebiomass producing
clones. The data resulting in these identificatisrshown in Supplemental Table 5.

Av.
Spot Nr®  Function/protein nam NCBI , ttest? Ratio
Accessiorf 9
Proteolysis
707 Kunitz trypsin inhibitorRPopulus balsamifea 291327421 0.025 3.5
767 Kunitz trypsin inhibitor 4Ropulus balsamifefa 226232177 0.03 21.06
621 Putative cysteine proteagddinus communjs 255538210 0.038 -1.68
340 Putative aspartic proteinase nepenthesin-2ZigecRicinus communjs 255548662 0.021 -2.05
Protein folding
648 ChaperoninZea maypsmitochondrial 195623400 0.012 -2.13
649 ChaperoninZea maypsmitochondrial 195623400 0.046 1.9
Pathogenesis-related proteins
647 Partial pathogenesis-related thaum&wp(lus deltoidds 270271313 0.029 2.7
Photosynthesis
412 Chloroplast PsbO4 precursbli¢otiana benthamiar)a 384038819 0.033 15
636 Chloroplast light harvesting chlorophyll a/ladiing protein Populus euphratica 158523323 0.03 1.77
691 Chlorophyll a-b binding protein 3, chloroplagtiHCII type | CAB-3) (LHCP) 158523323 0.00083.53
445 Chloroplast PsbO4 precursbli¢otiana benthamiana 384038819 0.017 -2.46
449 Chloroplast PsbO4 precursbli¢otiana benthamiar)a 384038819 0.046 -2.49
490 Chloroplast PsbO4 precursbli¢otiana benthamiana 384038819 0.019 -1.7
491 Chloroplast PsbO4 precursblii¢otiana benthamiana 384038819 0.023 -1.54
499 Predicted oxygen-evolving enhancer proteirhlroplastic Yitis viniferg 225468761 0.041 -1.62
495 Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroptastursor (OEEL) 302595735 0.03 -1.82
527 33 kDa precursor protein of the oxygen-evoldngplex Salicornia europaeg 197691939 0.022 -1.94
358 Photosystem Il stability/assembly factor HCE138oroplast 255559812 0.0018 -1.94
870 Photosystem | reaction centre subunit IMedicago truncatuli 357510347 0.049 -1.78
Electron transport
1007 Plastocyanin @&6pulus nigra 929813 0.0083 -1.57
Carbon metabolism
302 Phosphoribulokinas®isum sativumn 1885326 0.0059 1.91
396 Malate dehydrogenadg8lycine max 3193222 0.016 -1.96
Glutamine biosynthesis
311 Glutamine synthetasHi¢otiana tabacum 1419094 0.034 -2.32
ATP synthesis coupled H transport
155 Chloroplast ATP synthase beta chésotachis lyalli) 49182424  0.002 -1.92
189 Mitochondrial beta subunit of F1 ATP syntha@ep(ulus trichocarpa 224111564 0.0043 -2.25

ASpot number.

PFunction of the protein obtained using MASCOT-serger a ProteinPilot platform (ABSciex) against the NCBI
Viridiplantae database and the EST viridiplantae database.

° Accession number from the NCBInr database, when@ip has been identified based on the EST datatiawhere the
identified protein has a trivial name, the foundusence was blasted and the protein with the higi@sblogy is given.

9 p_value of the t-test for the biomass produceugractor (p<0.05, t-test).

® Average ratio of the spot intensity (high biompesducers/low biomass producers). Positive ratloasare given as such,
while negative values are given according to thlevieng formula: given value= -1/average ratio
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Table 4 (Part 1) : Spots that change significanilgen comparing the proteome of the high- versies Ithw-biomass
producing clones. The data resulting in these ifieations is shown in Supplemental Table 5.

i i NCBI Av.
Spot Nr®  Function/protein nan® Aceessior! t-test?  Ratio
)
Translation
706 Predicted 30S ribosomal protein 2, chloroptdsite (Glycine max 356557128 0.038 1.75
Response to oxidative stress
883 Copper/zinc-superoxide dismuta@eyza sativa Japonic&roup) 218226 0.014 -1.86
lon transport, defence response (bacterium, stress)
549 Porin/voltage-dependent anion-selective chgmmééin Populus trichocarpa 224071317 0.0029 -1.79
500 Porin/voltage-dependent anion-selective chgmmééin Populus trichocarpa 224141349 0.0018 -2.46
Mn binding
800 Germin-like proteinGhimonanthus praecpx 157058854 0.008 1.82
808 Germin-like proteinGhimonanthus praecpx 157058854 0.009 1.55
522 Rhicadhesin receptor Germin-like proteingBléPrecursor 18203442 0.0014 -3.33
623 Putative auxin-binding protein ABP19a precuf8icinus communjs 255560629 0.047 -2.47
666 Putative auxin-binding protein ABP19a precufgicinus communjs 255560629 0.025 -2.53
668 Putative auxin-binding protein ABP19a precuf&cinus communjs 255560629 0.03 -2.18
688 Putative auxin-binding protein ABP19a precufgicinus communjs 255560629 0.013 -2.59
699 Putative auxin-binding protein ABP19a precuf8icinus communjs 255560629 0.041 -1.58
Miscellaneous
964 Light-inducible protein ATLS1H|aeis guineens)s 192910730 0.043 -1.5
442 Putative SHOOT1 protei®@(yza sativa Japonic&roup) 50509325 0.0081 -2.33

3Spot number.
PFynction of the protein obtained using MASCOT-sereer a ProteinPilot platform (ABSciex) against the NCBI
Viridiplantae database and the EST viridiplantae database.
9 Accession number from the NCBInr database, when®tip has been identified based on the EST datatmawhere the
identified protein has a trivial name, the foundugence was blasted and the protein with the high@sblogy is given.

9 p-value of the t-test for the biomass produceugtactor (p<0.05, t-test).
® Average ratio of the spot intensity (high biompesducers/low biomass producers). Positive ratinesare given as such,
while negative values are given according to thievieng formula: given value= -1/average ratio
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Figure 4: PCA analysis of differentially expressedtgin spots between the two biomass producer gr¢pg0.05, t-test).

The left-hand panel shows the distribution of thet@ins according to the two principal componef€1 (74.8%) and PC2
(9.7%), explaining a cumulated 84.5% of all theiatéons). The right-hand panel shows the PCA reddtsed on the gel
images after 2D electrophoresis. Black circles iatdiclow biomass producers. White circles indicaigh hbiomass

producers.
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4. Discussion

For the present study, 26 different willow clon8sl{x fragilisx alba) were exposed to a mixture
of heavy metals in dredging sludge. The clones vgetected with the aim of representing a large
geographical zone in Belgium. The purpose of thigly was to compare the physiological and
proteomic responses of the different clones onaatpt in contaminated substrate. Mineral analysis
of the used substrate showed high concentratiomaind Pb (respectively 1200 and 333 mg)kg
and differences in the biological availability dtdifferent metals ranging from less than 1% ),
to more than 50% (Cd, Pb) (Table 1). A general tobility of the metals was found to be linked to
the alkaline pH of the substrate. The high contdnbrganic matter in the substrate as well as the
relatively high concentrations of Ca might haveypta a role in the low mobility of the different
metals.

The idea of using high biomass producers such Hewvor poplar as vegetative cover on
polluted soils emerged from the fact that highltatecumulation of metals can be attained while the
concentrations in the plant tissues remain relbtil@v (Dickinson, 2000; Meerst al., 2005, 2007;
Rosselliet al., 2003. Previous studies have indicated that when ainfiimgphytoremediation, total
biomass production is one of the main criteria useskelecting plants. In the present study, Gupta’s
multiple comparison represented the most apprapriest for statistical analysis of the biomass
production of the plants. This test allows the dmmation of clones that produce significantly mor
biomass than othersG(ipta, 1965; Dagnelie, 20L1After applying the Gupta comparison test, 4
clones (108, 50, 48 and 111) were categorized nvithe “high biomass producers” group (HBPSs)
(Figure 2). For comparison, 4 clones were sele¢tedorm a second group of “low biomass
producers” (LBPs) (clones 261, 260, 48 and 253nust be emphasized that the clones were ranked
regarding their annual biomass production; theeettie description of the high and low biomass
producer groups is relative and does not depend oamparison to a “standard willow biomass”.
Three parameters were measured in the leaves oftwar groups: chlorophyll fluorescence,
carbohydrate content, and proteomic profile. Furtluee, the differences in metal uptake in annual
twigs in the two groups were compared.

Cu and Fe contents in the annual twigs were foonet higher in the LBP than in the HBP
group (results not shown). However, when metal keptQig) was calculated by multiplying the
measured metal content (UQ.dry weight) by biomass production (g dry weigltile uptake of these
metals was found not to differ between the two geown the other hand, the total Cd, Zn, Ni uptake
was greater in the HPBs in comparison with the LBRBen statistical analysis was performed on
metal accumulation in the two groups, the LBPs vieuoed to cluster separately from the HBPs based
on the low total accumulation of these three eldmeBy contrast, HBP clone 111 accumulated
systematically high level of most of the metals] aras statistically separated from clones 108,r&D a
46, which formed a “subgroup” between the two ertzs. Thus, our results showed that elevated

biomass production led to an increase in the tofadke of Cd, Zn and Ni in plants, but that,
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nevertheless, the metal content in the annual twegsained low. This kind of result has been
previously obtainedGreger and Landberg, 2001; Ekvall and Greger, P@ad has been explained as
a dilution effect. In the present study, for Zn aid these results seemed to be solely determiged b
the produced biomass, while for Cd, a differentahatcumulation pattern seemed to contribute to the
high total amount of accumulated element. On therohand, Pb content in twig tissues was found to
be so high in the LBPs (3.93 pg Pbapainst 0.26 ugfyin the HBPs) that the dilution effect was not
seen and the total uptake of this metal was hightve LBPs. The Pb content in tissues of the annua
twigs was the most notable observation here, lmilasi high Pb concentrations have been previously
observed inSalix viminalisgrown on dredging sludgéMeerset al., 2005. Numerous studies have
concluded that, for successful phytoremediatiotis ijenerally beneficial to select plants that show
high biomass production combined with a limiteduawalation of metals. In the present study, this
was shown to be the case for most of the elemeuts)ot for Pb.

At the proteomic level, the LBPs showed a signiftta higher abundance of two proteins
linked to oxidative stress responses, in comparisith the HBPs: Cu/Zn superoxide dismutase
(SOD) (spot 883) and glutamine synthetase (spo}. #ri excess of metals is known to induce both
oxidative stress and defence reactioBsr{rand and Poirier, 2005Cu/Zn SOD is a key enzyme in
antioxidant defence and it maintaiosidative homeostasis by catalysing the reductiosuperoxide
anions intohydrogen peroxide. Similarly, studies have showrS{regulation in plants exposed to
metals and abiotic stres8drtrand and Poirier, 2005; Bhaduri and Fulekarl220Hossainet al.,
20123. Glutamine synthetase is an enzyme that playseaim nitrogen assimilation from glutamate
and thus in the biosynthesis of glutamine. Thiscess is one way to prevent GSH (glutathione)
depletion by metals and as such to limit the gditeraf reactive oxygen species (RO3pZefczalet
al., 2012. The increased expression of glutamine synthekase also been demonstrated in the
presence of CdSemaneet al., 2010. In the present study, the increased abundandbeske two
enzymes, Cu/Zn SOD and glutamine synthetase, itethes of LBPs suggests that these plants were
having problems coping with the increased oxidatiwessure exhorted by the presence of high
concentrations of metals, and that Pb could be prm@ontributor to this pressure. Pb disturbs
proteomic activity, especially that of enzymes aimihg sulphydryl groups, and it is known to induce
antioxidant mechanismskarma and Dubey, 2005; Pouretital.,2011). This results in the inhibition
of growth and of photosynthesis as well as in déwia in mineral nutrition and water balandé&a(g
et al., 2010; Pourrugt al.,2011; Shahicet al.,2012. Our results corroborate previous findings that
metals induce ROS in LBPs and that these clonealdecto control protein synthesis in response to
stress $emaneet al.,2010; Villierset al.,2011; Hossaiwet al.,20120).

Chlorophyll fluorescence is commonly used to meastire impact of stress on plant
metabolism I(azar, 1999; Lingeet al., 2009. The parameter ,{minimal fluorescence) is the basal
emission from excited chlorophyll molecules of tight harvesting antenna in photosystem Il (PSll),

which occurs before the excitation of the reactentres (RCIl). This energy transfer is one of the
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loss processes to reach equilibrium and it leadtutvescence emissiogzar, 1999; Mallick and
Mohn, 2003. Maximal fluorescence (ff is the fluorescence emitted when all primary quim
electron acceptors in PSIlI (Rare reduced. A, is the efficiency of the photochemical reaction of
PSIlI in the dark-adapted state and it generallyedses in stress conditiodaxwell and Johnson,
2000. In the present study, no difference was obseimeithe F/F, ratio between our two groups
(Table 3). The light absorbed by PSII was used wgbal efficiency in the photochemistry of all the
plants in the two groups and, thus, we can conchhd¢ both HBPs and LBPs have the same
photochemical capacity of PSIMéxwell and Johnson, 2000; Baczekal., 2011). However, in the
present study, significantly higher, Fand F, values, but also a significantly higher variable
fluorescence (f}, were determined for the HBP group compared ¢oltBP group. Furthermore, our
proteomic analyses revealed that 2 light harveatinigrophyll a/b binding proteins (LHCPs) (spots
636, 691) were more abundant in the HBPs. LHCPstitate one of the most abundant chloroplastic
pigment-protein complexes in plants that can bkelinto photosystem | (LHCI) and Il (LHCII). The
main function of LHCPs is the collection of lightexgy and its optimal transfer to the photosyntheti
reaction centresHorton et al., 1996; Krlgeret al., 2011; Belgioet al., 2012; Xiaet al., 2012.
Nevertheless, in general, stress-induced changekn&ed to decreases i, Walues and to a decline
of R/Fn,. However, in the current study &nd F, values varied in the same direction when comparing
LBPs and HBPs, so that, ultimately, no significehanges in |, were observed between the two
groups. Based on the literature, there is no dieérbetween light harvesting chlorophyll (LHC)
abundance, fand F,. In the present study, the highey dhd F, values found in HBPs could have
resulted from a higher abundance of chloroplaststans of LHCPsl(inger et al.,2009. Moreover,

it is notable that 7 of the 9 spots in which pragewith a functional relationship with photosyntises
was identified (spots 445, 449, 490, 491, 495, £29) contain the same protein, i.e. 33kDa oxygen-
evolving enhancer protein, and were of higher abood in the LBPs. PSIl is a multi-subunit protein
complex schematically composed of RC, LHCII andiegic oxygen-evolving complex (OEC). The
function of PSII is to harvest solar energy usedviater oxidation. This reaction takes place in the
OEC Waleset al.,1989; Yamamoto, 2001; Pérez-Buaatal.,201]). Three extrinsic proteins, PsbO,
PsbP and PsbQ, constitute the subunits of the @{Eeh are also known as OEC33, OEC24 and
OEC18, respective to their molecular masses. OEfags a role in oxygen evolution and in
stabilizing the catalytic Mn cluster. It helps ttumctional binding to PSII of OEC18 and 24, invalve
in the retention of Ca and Cl ions, essential dofacfor oxygen evolutionSeidler, 1996; Henngét

al., 2004; Chenet al., 2011; Perez-Buenet al., 201]). PSIl is the primary site of stress-related
damage and has previously been shown to be affedbeth plants are exposed to various abiotic
stresses such as excess light, heat and metalsasu€ld, Zn and PbSgregin and Ivanov, 2001,
Bertrand and Poirier, 2005; Sharma and Dubey, 28@Bnamotoet al., 2008; Perez-Buenet al.,
201)). Indeed, it has been shown that, in fact, Zn Bbdare able to inhibit oxygen evolution by
substituting C&, CI and Mrii* and by dissociating the OE®I{les et al., 1972; Rashid and Popovic,
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1990; Rashidet al., 1994; Seidler, 1996; Bertrand and Poirier, 200Baria and Dubey, 20D5
Leuschner and Bricker (199@)so demonstrated that damage to the Mn clustersathe binding
affinity of the 33 kDa extrinsic protein to photesym II. Variable fluorescence Bf tomato, spinach
and pea has also been compared in the presende iles et al., 1972; Paryst al., 199§. The
authors showed that Pb caused a decreasg aftifough the ratio F/ K, was not greatly affected.
These results were explained by a clear decreasetinty on the oxidising side of PSII, i.e. thees
where OEC33 proteins are located. A decrease, iis Blso mentioned iMorvathet al (1996)for
plants exposed to Cd. In that study, the obsenaathtion in these parameters was linked to a
destabilization of the assembly of photosystem ridl garticularly the inhibition of the oxygen
evolving reactions of PSII. Under stresses suatxasss of light and heat, it has also been shoatn th
most damage is caused by ROS in the reaction ekimténg D1 protein of PSIl. The damaged D1
protein is subsequently degraded. OEC33 would grdtee D1 protein from the action of ROS and
aid in maintaining the structure of the PSIl whef protein is degraded. Concurrently with the
degradation of the D1 protein, the OEC subunitdibegated from PSIIYamamoto, 2001; Henngt
al., 2004; Chenet al., 2011; Perez-Buenet al., 201)). Lead probably has an impact on the
fluorescence parameters in LBPs. It would not beprging if this impact were enhanced by a
combination of the effects of the different metald BPs. The fluorescence changes observed in the
present study are in agreement with those deschibii literature. The decrease iniglinked to the
inability of the plant to incorporate the functibpaotein complexes of PSII and is thus also linked
the destabilization of the compleikdrvathet al. 1999. This alteration in the assembly of PSII might
have resulted in the increased abundance of the<DB@it in our case.

In addition, in the present study, an electron dpamt-related protein (spot 1007) was also
found to be more abundant in LBPs. Similarly, nalatehydrogenase (spot 396) and the
mitochondrial beta subunit of F1 ATP synthase (sf88) were also found to be more abundant in
LBPs. Malate dehydrogenase ikey enzyme in the citric acid cycle which catalyes oxidation of
malate into oxaloacetate. Mitochondrial ATP synthatays a role irATP synthesis coupled with
proton transport in the TCA cycle. Other studiegehghown that exposure to Cd results in increased
levels of malate dehydrogenase at the protein ausdript level $avenstrand and Strid, 2004;
Villiers et al., 2011). Mitochondria are primary generators of ROS. Thugochondrial components
involved in the TCA cycle and in ATP synthesis highly susceptible to oxidative damage, which
could hinder normal electron flow to oxygeQil et al.,2009.

In the present study, leaf carbohydrate contentfaaisd not to differ significantly between
the two groups. Clone 46 showed systematically gldri glucose, fructose and galactose content.
However, enzymes involved in sugar metabolism wéferentially expressed in the HBPs and LBPs.
Phosphoribulokinase (spot 302), a Calvin cycle emassociated with chloroplasts, catalyses the
synthesis of ribulose 1,5-bisphosphate, the 5Crspigasphate substrate for €@xation, requiring
ATP from the chloroplast ATP synthas®afvucciet al.,2001; Andersoret al.,2009. Our analyses
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showed more abundant phosphoribulokinase in HBPa b2 fold lower abundance of chloroplastic
ATP synthase beta chain (spot 155) compared wéh BPs.

Another proteomic response, which could be linkethtreasing ROS generation in LBPs, is the
presence of proteins involved (i) in response wibiand abiotic stresses (Kunitz trypsin inhibitor
proteins (707, 767), pathogenesis-related thaun{&d), porin/voltage-dependent anion-selective
channel protein (VDAC) (spots 500, 549)\eimanet al. 2009; Qinet al.,2009; Zhao and Su, 20110
(ii) but also in senescence or programmed cellld€¢BCD) (cysteine protease (621) and aspartic
proteinase (spot 340)E&asonet al., 2002; Semanet al.,2010; Almeidaet al.,2012. Unlike Kunitz
trypsin inhibitor proteins and pathogenesis-relatealimatin, cysteine proteases, aspartic protesnase
and porin/voltage-dependent anion-selective chaprakins (VDACs) have been found to be more
abundant in LBPs than in HBPs. The cysteine preteasad aspartic proteinases have also been found
to become upregulated in response to oxidativestiieked, for example, to Cd exposukaeffer et
al., 2008; Semanet al.,2010. When metals induce oxidative stress, programogdiddeath related
proteins may become upregulat&hyenstrand and Strid, 2004; Kovalclailal., 2005. Germin-like
proteins (spots 800, 808) and auxin-binding profi3P19a (spots 623, 666, 668, 688, 699), also a
germin-like protein Bernier and Berna, 2001; Wead al.,2002, have been shown to be differentially
accumulated in LBPs and HBPs. Most of these prsteave been found to be more abundant in LBPs
than in HBPs.Kovalchuk et al (2005) found that two different germin-like protein genegre
upregulated in the presence of Cd. A wide numbdumdtions have been attributed to these proteins,
which are thought to have a superoxide dismutadesametimes oxalate oxidase activity (an enzyme
that degrades oxalate into €@nd HO,) (Bernier and Berna, 2001; Patniak and Khurana, 001
According to the Uniprot Database andRatnaik and Khurana (20Qlthese proteins might also be
induced in response to the presence of ROS. Tlees#is corroborate the presence of ROS in the LBP
which is translated by stress proteins such asxidtint enzymes but also by proteases. Nevertheless
the LBP plants were able to control protein syrnghscope with cellular damages, to limit the irtipa
of ROS formation and to maintain cellular functiohastly, we can hypothesize that the plant costs
allocated to defence and replacement mechanisnes diféerent between the LBP and the HBP. The
metabolic disturbance could have led to a lowedpction of biomass without affecting the plant
survival in the LBP Jianget al., 2010; Semanet al., 2010; Villierset al., 2011; Hossairet al.,
20123.

5. Conclusion
The current study compared the biomass produce#i6bglones,Salix fragilis x alba growing on
polluted substrate. Statistical evaluation, usir@gupta’s test of the biomass produced by the differ
clones, resulted in the delineation of two groupse group of four clones producing a high biomass
(HBP) and a mirror-group of four clones producinigwa-biomass (LBP), these groups were used in a

more detailed physiological and proteomics studgh@dugh the HBPs and LBPs were grown in the
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same substrate, the two groups showed notableaetiifes, especially in terms of their metal uptake
and proteomic response. HBP clones accumulated @ay&n, Ni and Mn in their annual twigs but,
due to the so-called dilution effect, succeedekeping the absolute concentrations of these elismen
low. In contrast, lead concentrations in the twofighe LBPs plants were that high that in spitexof
lower biomass production the total amount of exg@db was higher compared to HBPs. Thus, our
results show that high biomass production is notgs linked to elevated metal extraction. . Based o
PCA-analysis, differences were also noticed in pheteomic response and, the different clones
clustered as previously observed with the twig metmtent. Both groups showed an increased
abundance of proteins that are generally inducetiérpresence of ROS. In the LBP clones specific
proteins involved in antioxidant defence mechanigrage in higher abundance, while not in the HBP
plants. From this, we can hypothesize that thedrigbncentrations of metals in the twigs of the EBP
resulted in the occurrence of a streissa more pronounced oxidative stress response.hjpisthesis

is supported by the fact that Pb was one the médalsd to be highly accumulated in the LBPs.
Nevertheless, the LBPs were capable of maintaioeilylar activity. Furthermore, lower,F+, and

F, values linked to an abundance of the extrinsitgimcOEC33 could be explained as an effect of the
high concentration of Pb. Although the combineceffof the elements is probably more important
than the response to one specific element. Neslegs, the fluorescence parameters varied such that
no K/F, changes were observed between the groups. Thisnwhe two groups, the light absorbed
by PSII was used with equal efficiency in the plebEmistry of all the plants. Overall, these results
showed that the group of low biomass producersibieeto cope with the metal stress.

The most notable observation in the present stumlytive unexpected high concentration of Pb in the
low biomass producers. Further research is needadravel whether the events described here were
mainly due to high contents of Pb in the LBPs dheathe result of the effects of the mixture of
metals to which the plants were exposed. Giverptitgmetallic constraint that is generally observed
in real-life polluted soils, the detection of onetal as the main limiting factor for growth could b

important in improving the selection of plant mé&kfor phytoremediative initiatives.
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Supplemental Figure 5: Glucose, fructose, sucrasegalactose content in leaves of the low and bigmass
producers (umole-fof fresh matter). (n=3). Letters represent theéjulest results. Means that do not share the

same letter are significantly different (p<0.05ar8represent standard error of mean (SE).
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Conclusion du point Il

Dans notre premiere expérience, les clones dessaualepu croitre dans le méme substrat contaminé
aux métaux mais ils ont produit différentes quastie biomasse (cf. point I). Deux groupes de saule
ont pu étre déterminés : les forts producteursidmdsse (HBP pour high biomass producers) et les
faibles producteurs de biomasse (LBP pour low besy@oducers). L'objectif de ce troisieme point
était de comparer la tolérance en utilisant desamhyes physiologique (fluorescence chlorophyllienne
(Fo, Fn et R/Fy), des teneurs foliaires en sucres) et protéom{gupression de protéines) entre ces
deux groupes.

Nos résultats indiquent que les teneurs en plonmth Boportantes chez les LBP. Nous pouvons
également constater que, pour les LBP, les teresucsiivre, fer et zinc sont relativement proches de
teneurs phytotoxiques indiquées dans la littérat{afle Discussion du point ). Les mesures
physiologiques n’indiqueraint toutefois pas une mdoé tolérance aux métaux des LBP par rapport
aux HBP. Les deux groupes induisent des protéingsliquées dans le systeme de défense
antioxydatif. Cependant, celles-ci sont plus abatelachez les LBP. L’analyse des protéines indique
une possible altération de I'assemblage du phat@sys|l chez ces derniers. Cependant, ceci n'aurait
pas plus de répercussions sur I'efficacité photogjue des LBP par rapport a celle des HBP. Les
LBP sont donc autant tolérants que les HBP bienlemé&BP aient investi davantage d’énergie dans
les mécanismes de tolérance. Cet investissemeust iplportant pourrait étre une cause de la
distinction des quantités de biomasse produitezbdence de situation controle ne nous permet pas de
confirmer cette hypothése au terme des deux preregsais. Toutefois, les résultats obtenus lors du
dernier essai avec un témoin, abondent dans cgeins IV). Enfin, dans ce point Ill, nous avons p
constater que, bien que les teneurs en métauxlelanigies soient faibles chez les HBP (cf. point I)
grace a la production élevée de biomasse, la qéantiraite est plus importante par rapport aux LBP

pour le cadmium, le zinc et le nickel.
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IV.  Tolérance d’'un phytoextracteur potentiel dans un cotexte de
phytoremédiation.

Lors du criblage de 2010, un clone, le clone 3alik auritg, a été mis en évidence car il présentait un
rendement de biomasse proche des forts producteles teneurs les plus importantes pour la plupart
des métaux. D’'un point de vue phytoremédiationgloae parait étre le meilleur candidat parmi ceux
testées. Toutefois, présente-t-il des symptémestrdes par rapport & un clone ayant produit la méme
biomasse mais qui accumule des teneurs en métains nmaportantes (clone 45. fragilig ?
L'objectif du point IV est de présenter les rédsltale cette étude comparative des réponses
physiologiques et protéomique de ces deux clonggsafes avoir plantés dans un substrat
artificiellement contaminé aux métaux (Figure lliCe point est présenté sous forme d’articled: «

multiple-level study of metal tolerance in Salixdilis and Salix aurita clones ».

CHAPITRE 2 : Impact des métaux sur le saule
Approches phénotypique, physiologique et protéomique

Approche phénotypique

POINT I : Approche phénotypique de la tolérance de clones de saules aux
métaux - Présentation de |'expérience en conteneurs de 2010

Sélectionner des saules

Mesurer la mobilisation des métaux
« phytoextracteurs »

Criblage sur base de 2 criteres : e Analyses des teneurs en métaux

o forte production de biomasse dans les lixiviats

o forte teneur en métaux dans les

tiges

POINT II : Etude du transfert des métaux du substrat vers les parties
aériennes chez les saules a forte production de biomasse

+ Comparaison - par  rapport ~ aux Approches physiologique et protéomique
teneurs en métaux dans les °

lixiviats issus d’un dispositif sans POINT III : Approche physiologique 'POINT IV : Tolérance d’un phyto-

et protéomique de la tolérance de | extracteur potentiel dans un contexte
de phytoremédiation .

plantation

clones de saules aux métaux.

Etude physiologique et protéomique
de la tolérance du clone 47

Mesure de la tolérance des saules

Calculer le transfert de métaux vers les parties aériennes

Comparer les analyses physiolo-

Analyse des teneurs en métaux dans les tiges et les feuilles des forts
producteurs de biomasse

gique et protéomique entre les
clones a faible et forte production de
biomasse

Comparer les parametres physiolo-
gique et protéomique du clone 47 et
du clone 45

Figure 1l : Objectifs du point IV (fond orange).
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Abstract

A comparison between a clone $4dlix fragilisand a clone o§. auritagrown on control soil and soil
with additional Zn, Cu, Cd and Ni level was perfednS. fragilisproduced significantly less biomass
of both twigs and leaves, when exposed to the fallsubstrate whereas the productiorsofurita
was not significantly influenced by metals. A higlmoncentration of Zn and Ni was found in the
twigs and leaves of plants grown in metal-amendatl is both clones compared to the control
substrate. The same observation was obtained foro@donly in the twigs.Although higher
concentrations of Cu were present in the contatethsoil, the concentration in all parts of thenpla
was lower in plants exposed to the metal in palligeil in comparison to the control plants. However
S. fragilisaccumulated more Zn, Ni and Cu th@nauritawhereas the inverse was the case for Cd.
Surprisingly, in both conditions, the non-added Mias accumulated by. Qurita rather thanS.
fragilis andS. auritaaccumulated Mn in the stems of the metal treatadt® compared to the control
plants while the reverse situation could be obgkfeethe leaves.

Although S. auritadid not show a biomass production decrease irepoesof metals, the overall view
of the physiological resultsR,/F,, pigment concentrations, electrolyte leakage)datdid that metals
had a more severe impact on this clonbe Tresponse at the proteome level confirmed these
observationsNevertheless, carbohydrates were also more acctadulathis cloneGrowth reduction

in S. fragilis suggests a tolerance strategy in order to maintaiular homeostasis. Sugar
accumulation irs. auritacould imply a different strategy of metal toleraras confirmed by increased

cellular damage.
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1. Introduction
When they occur in excess in soils, metals becaxie &s they can disturb plant physiology and thus
affect plant developmenBeértrand and Poirier, 2005; Hasanal.,2009. Indirect metal toxicity lies
mainly in the increased generation of reactive exygpecies (ROS) ¢Q H,0O,; HO), inducing
oxidative stress. Generally, ROS levels are mainthibelow toxic levels in cells because of the
activity of antioxidative defense mechanisms, wharle enzymatic (superoxide dismutase (SOD),
peroxidase (POD) and catalase (CAT)) or non-enzgm(giutathione, carotenoids and ascorbate)
(Apel and Hirt, 2004 Nevertheless, metals can disrupt the activityenzymes containing free
cysteine residues as they can bind thiol groupmeSof the enzymes known to be inhibited in this
way are involved in defense mechanisms; therefageitteraction leads to further disturbance of the
oxidative balanceHossairet al.,2012a; Bhaduri and Fulekar, 2012
Metals can also interact directly with proteins dipitls of membranes causing membrane damage and
thus the loss of cellular electrolytdddll, 2002; Kiefferet al.,2008; Hasarmt al., 2009; Bhaduri and
Fulekar, 2012; Malevat al.,2012. Moreover, when the cellular mineral balanceisupted, excess
metals are able to replace essential metals inguitgnand enzymes, which can alter their function.
The pigment synthesis can be disturbed and theicartrations reduced in the presence of metals,
leading to a lower photosynthetic efficiendyalevaet al.,2012; Osoricet al.,2012. It has also been
observed that carbohydrate metabolism is affecyaddtal exposure as is the case for different abiot
stresses. Several carbohydrates can accumulatgestingy a role in osmotic adjustments and/or
protection of cell constituent€henget al.,2002; Kiefferet al.,2009a; Malevaet al.,2012; Osoricet
al., 2012. Consequently, the disruption of the physiolobiaad biochemical processes in cells
reduces plant growth or can even lead to planhd@dlevaet al.,2012; Bhaduri and Fulekar, 2012
Because the effects of metals on plants are diveesesral physiological parameters (photosystem
efficiency, sugar and pigment concentrations, edde leakage) are used to evaluate metal-induced
cellular damage. The chlorophyll fluorescence réfidF,) estimates the photochemical efficiency of
the PSII as this ratio generally decreases wherptio¢osynthetic apparatus functioning is impaired
(Maxwell and Johnson, 2000 In parallel, a proteomic approach can contribtte a better
understanding of the impact of metals. The tealesgof two-dimensional electrophoresis coupled
with multiplexing fluorescent probes (2-DiGE) an@gsa spectrometry have been increasingly used to
unravel the consequences of environmental consdrain plant physiologyAhsan et al., 2009;
Duquesnoyet al.,2009; Kiefferet al.,2008; 2009a,b; Villieret al.,201]). The strategies developed
by plants to tolerate or to accumulate high amowftsetal have been studied to use plants for
phytoremediation purposes, especially in phytoetiva. According taBaumet al. (2006) the ideal
plant to promote for phytoextraction would preséht high biomass production with moderate
concentrations of metals in the plant tissueshi@) metal concentrations in the tissue combingt wi
a moderately high biomass production, or (3) comidms of both. Depending on the foreseen use of

the produced biomass, like, for example, incinerafior energy production or biomining, different
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plant species become applicatfalix trees are fast growing and high biomass produgiagts able

to tolerate diverse environmental conditions. Femtiore, somé&alix species are able to accumulate
relatively high concentrations of metal; therefthe genus has been intensively investigated in the
context of phytoremediationMarmiroli et al., 2011). Nevertheless, althougkthe accumulation
abilities of Salix species have been greatly studied, allowing thectsen of good candidates for
phytoremediation, few studies have been conducedcrease the understanding of the metal stress
responses induced in these “candidates”.

Based on a previous study (Evlatal., 2013 in manuscript), two willow cloneSdlix fragilis and
Salix auritg were classified as candidates for phytoremediapiorposes. These clones showed the
same biomass production in contaminated substrdterems metal accumulation was different
between them. For this reason, they were selected fietailed study. The aim of the present study
was to evaluate the effects of metals exposurexaass of Cd, Zn, Cu and Ni) on these two willow
clones growing in an artificially contaminated séthysiological and morphological parameters were
recorded on these clones growing on control antlifeol soil, and the proteome level responses are

explained based on these observations.

2. Material and methods

2.1 Plant material and growth conditions
A Salix fragilisclone (Sf) and &alix auritaclone (Sa) were chosen from a previous screeflingse
clones showed a similar biomass production butemtesl different metal concentrations in their
annual twigs. Rooted cuttings of each clone weaeqd outdoors in 10 L containers filled up with a
contaminated or non-contaminated (control) substréhe substrate used was composed of soll
sampled from farm land, sand (0-2 mm granule s peat (V:V, 2:1:1). To contaminate the
substrate, a mixture of metals (Cd, Cu, Zn and d\claloride salts) was added. The control and the
contaminated soil were allowed to mature for thyears outdoors.
The total content of Ca, Mg, Na, K, Fe, Mn and retce elements (Al, Cd, Cu, Ni, Mo, Zn) (after
aqua regiadigestion) of the soils was determined using itiglaly coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) (Perkin Elmer Elan DRC-e). 10 adjua regiawas added to 100 to 250 mg of dried sample,
acid digestion was performed in Teflon tubes inierowave oven (Anton Paar Multiwave 3000) by
increasing the temperature and pressure up to @0&nd 30 bars. At the end of the procedure, the
samples were diluted with ultrapure water up tar#5and were maintained at 4 °C prior to analysis.
For each of the soils a triplicate analysis wasedamd the mean values are presented in Table ik Bla
samples and certified reference material were deduat each mineralization cycle for quality cohtro
Ten rooted cuttings of ea@alix clone were planted in the contaminated substradeaaother ten in
the control substrate. The 40 containers were ptdide and randomly placed in racks. During the

growth period, the substrates were watered to casgie the water loss until soil saturation.
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Table 1: Metal content and pH in control and cortated substrate.

Content (ug.g* dry weight)

Treatment Cd Zn Cu Ni Fe Mn Na Mg K Ca pH
Control 0,14 43,6 14,8 8,2 7964 272 2821 2196 8081 80366.9
Contaminated 4,44 1358B83,8 96,1 6373 215 2495 1835 6953 65206.4

At the planting time, for each treatment (contnotl &contaminated substrate) and for each clone, the
plants were randomly divided into 2 sets of 5 igiks. The first set was used to measure chlorbphyl
fluorescence, biomass production and metal accuionlaThe second set was used to determine

electrolyte leakage, sugar and pigment content@dllect samples for the proteomic study.

2.2 Biomass measurement and metal analysis
After a 100 day growing period, the annual twigsl seaves were collected from the plants, washed
twice with double distilled water to remove surfabigst, dried at 60°C in the oven until a constant
mass and weight was attained. Significance wasiledér with a two-way ANOVA with treatment
and clone as the factors. Leaf and annual twig agmproduction were used as the variables. These
analyses were performed on MINITAB Statistical $afte v.16.2.2.
Metal contents (Cd, Zn, Cu, Ni) were analysed usnayctively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS) (Perkin Elmer Elan DRC-e). An aliquot dfQLto 250 mg of dried sample was digested in 7
mL HNO; (Plasma Pure 67-70%, SCP Science) and 3 nf, B0%, trace metal analysis, Fisher
Scientific). Acid digestion was performed in Tefldobes in a microwave oven (Anton Paar
Multiwave 3000) by increasing the temperature aresgure up to 200°C and 30 bars. At the end of
the procedure, samples were diluted witf©OHIp to 25 mL and kept at 4°C prior to analysisari
samples and certified reference material were dedlat each mineralization cycle for quality cohtro
Significance was calculated with a one-way ANOVAhthe clone as the factor. Metal contents (Cd,
Zn, Cu, Ni) in the leaves and annual twigs weredusethe responses. A one-way ANOVA was also
performed with the organ (leaf/twig) as the fadtmreach clone. These analyses were performed on
MINITAB Statistical Software v.16.2.2.

2.3 Chlorophyll fluorescence
Analyses were performed with a portable fluoromé@&M 2100 Walz, Effeltrich, Germany) after 30
min of dark adaptation on leaves that were intawfured and fully exposed to the sun. A dark
adaptation allowed the electron chain transpottergach their fully oxidised level (in this caslee
photosystems are open) and thus, to measure thal ifhiilorescence (ff. The excitation of the
reaction centers of the photosystem Il (PSIl) eched after the application of a saturation lighite
(0.8s) and the measure of maximal fluorescengg (Re maximal emitted fluorescence when all Q
are reduced, can be taken. The ratig-KF/F, = FR/F, which represents the efficiency of the

photosystem in the dark-adapted state was calcuiexwell and Johnson, 20POFluorescence
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measurements were taken on 4 leaves on the 5atgdliof each clone for each treatment. Significance
was calculated with a two-way ANOVA with treatmemtd the clone as factors. The ratigF; was

used as the response. These analyses were performMiNITAB Statistical Software v.16.2.2.

2.4 Electrolyte leakage
For each clone, 6 intact, matured leaves, fullyoseg to the sun, were cut from each of the control
and treated plants and rinsed briefly in milli-Qtera A foliar disc § 0.6 cm) was cut per leaf. The 6
discs were put in a tube containing 12 mL of n@liwater. Conductivity was measured with a Hl
9033 Multi-range (Hanna instruments). The 20 tulese shaken for 60 min and the conductivity was
measured (T1). The tubes were then autoclavedadiat, cooling to room temperature, the maximal
conductivity was measured (T2). The electrolytekdgg in per cent was calculated as follows:
(T1/T2) x 100. Significance was calculated withweoiway ANOVA with treatment and clone as
factors. The electrolyte leakage in per cent wasl@s the response. These analyses were performed
on MINITAB Statistical Software v.16.2.2.

2.5 Leaf sampling for carbohydrate, salicin and pigmentcontents analysis
For each sampling, approximately 5-6 leaves welleated and pooled together to form 1 replicate. A
total of 5 replicates by genotype and condition eveampled. After collection, fresh material was
washed with distilled water, frozen in liquid niggen and stored at -80°C. Prior to analysis, theelea
were crushed in liquid nitrogen and the resultingvger was divided into 2 samples, 1 for

carbohydrate and salicin quantification, and 1pigment analysis.

2.5.1 Carbohydrate and salicin extraction and analysis
Approximately 100 mg of powdered leaves were miwath 1 ml of a water/ethanol solution (20/80,
v/v). After vortexing and shaking with an Eppenddifiermomixer (30 min,4°C, 1400 rpm), the
samples were centrifuged (17000 g, 4°C,10 min). Singernatant was collected and the residue was
extracted again with 0.5 ml of the water/ethanattare (20/80, v/v). The resulting supernatant was
pooled with the first one and the final extract wiaied at reduced pressure (Speedvac) before being
resuspended in 1 ml double distilled water andrid through 0.45 um PVDF-filters.
The samples were analysed using High performandéenAexchange Chromatography coupled with
Pulsed Amperometric Detection HPAEC-PAD (Dionex BDA, Dionex Corp., Sunnyvale, USA)
according to Everst al. (2010) with slight modifications. HPAEC-PAD anadgsfor carbohydrates
were conducted on a Dionex HPLC ICS2500-BioLC (Swafe, USA), with an AS-50 autosampler, a
GS-50 gradient pump and an EG-50 eluent generditur. mobile phase, with a flow-rate of 0.5
ml.min™, was generated on-line with KOH. The hydroxide com@gion was programmed as follows:
9.5 mM for 25 min, 9.5-100 mM for 1 min, 100 mM f4 min, 100-9.5 mM for 4 min and column

equilibration at 9.5 mM for 5 min. The analyticallemn was a Dionex CarboPac PA-20 (3 mm x 150
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mm) kept at 35°C. Carbohydrates were quantifiedigugiine-point calibration curves with custom-
made external standard solutions, ranging from 0@ pmol.T*. After 10 injections, a check standard
solution was used to validate the calibration &f Hystem Qufir et al., 200§. Significance was
calculated with a two-way ANOVA with treatment awctbne as factors. Carbohydrate contents
(fructose, glucose, galactose, sucrose) and saliere used as the responses. These analyses were
performed on MINITAB Statistical Software v.16.2.2.

2.5.2 Pigment extraction and analysis
Approximately 100 mg of frozen powder was mixedhwit mL acetone. After vortexing and shaking
with an Eppendorf Thermomixer (30 min, 4°C, 140fypthe samples were centrifuged (6000 g, 4°C,
15 min), the supernatant was collected and stare®04C, and the residue was extracted again with
0.5 mL of acetone. The resulting supernatant wasepowith the first one and the total extract fidte
through a 0.22 pm Acrodisc GHP syringe filter prior Waters Acquity UPLE chromatography
analysis. In order to compensate for technicalat@nm during extractionp-apo-8'-carotenal was
added to the extraction mixture to a final concaian of 20 pg.mL.
Pigments were analysed and quantified using Wategsity UPLC® chromatography (Milford, MA,
USA) coupled with a photodiode array detector (UFRIQA). Separation was attained using an
Acquity UPLC® HSS T3 column (2.1 x 100 mm, 1,8n particle size, Waters) at a flow rate of 0.5
ul.min® with an injection volume of HiL. The eluents were 50 mM ammonium acetate (A) and
acetonitrile/dichloromethane/ methanol (75/10/10, v/v) (B) with the following gradient: 0 min, 70% B;
13 min 70% B; 18 min 95% B; 26 min, 100% B; 33 min 100% B; 34 min 70% B for a total run time of
36 min. The peaks of all compounds were detectd®@inm. Calibration curves were obtained from
custom-made standard solutions containing a mixafipggments, each ranging from 0.125mL" to
10 ug.mL™. Samples were analysed at a 1 to 2 dilution (ire pacetone) for chlorophyll A and
chlorophyll B analyses and at a 1 to 10 dilution fure acetone) for neoxanthin, violaxanthin,
antheraxanthin, zeaxanthin, Ilutein, b-cryptoxanthaxcarotene, b-carotene. Significance was
calculated with a two-way ANOVA with treatment acldne as factors. Pigment content was used as

the variable. These analyses were performed on MARIStatistical Software v.16.2.2.

2.6 Proteomics

2.6.1 Protein sample preparation, labelling and 2-DE
Analyses performed on leaves from the differennek) 4 replicates were used for each clone x
treatment. After grinding the plant material indid nitrogen, pigments and small molecules were
eliminated from the sample by washing in organivexats. Briefly, the powder was resuspended in 1
mL cold 10% trichloroacetic acid (TCA) in acetoniha0.07% w/t DTT, kept in the freezer for 1 hour
and then centrifuged at 10,000 g for 5 min. Aftescdrding the supernatant, the pellet was washed

twice with cold acetone and allowed to dry at raemperature overnight before being resuspended in
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0.5 mL SDS buffer (30% sucrose, 2% SDS, 0.1 M H@; pH 8.0, 5% 2-mercaptoethanol) and 0.5
mL Tris-buffered phenol (pH 8.0). The sample wadesaed vigorously for 30 seconds, and shaken for
30 minutes before being centrifuged at 10000 Bfarinutes. Three hundred microliters of the upper
phenolic phase was taken and added to fresh tulbleslvs mL of cold 0.1M ammonium acetate in
methanol. After an incubation of 30 minutes at €Q@he sample was centrifuged, the supernatant
decanted and the pellet washed twice with the sawik ammonium acetate solution in methanol.
After two more washes with 80% acetone in waterpibiéet was dried and resuspended in gD®f
labelling buffer (30 mM Tris pH 8.0; 7 M urea; 2 M thiourea; 2% w/v CHAPS).

After adjusting the pH of the extracts to 8.5, pinetein content was quantified using the 2D-Quaiht K
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK) with BSA asstlard. All protein extracts and a pooled internal
standard were labelled with CyDyes™ (GE Healthcgm@)r to electrophoresis. For labelling, a
volume of sample corresponding to g was used and the dyes were swapped to avoidfdutseof
preferential labelling on the statistical outcor@me hundred and twenty micrograms of proteins (two
samples of 4Qug each and 4Qg of the internal standard), the volume adjusted20uL with lysis
buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 0.5% (w/v) CHAPS$)daD.72uL of Destreak Reagent, 2u4 of IPG
buffer 3—-10 NL (GE Healthcare) added, were loadedup loading onto 24 cm 3-10 NL IPG strips
(GE Healthcare). Isoelectric focusing was performsithg an IPGphor IEF unit (GE Healthcare) with
the following protocol: 150 V for 2 h, gradient 1g000 V for 4 h, 1,000 V for 5 h, gradient to 1@M00
V for 5 h, 10,000 V for 7 h until approximately 980 Vh were reached at 20 °C with a maximum
current setting of 70A per strip. After equilibration, reduction and wition of cysteines using DTT
and iodoacetamide respectively, the strips werdieappgo precast gels (GelCompany, Tiubingen,

Germany) using the buffer kits according to the wfacturer's instructions.

2.6.2 Image capture and analysis
As described byrenautet al. (2006) images for the different CyDyes™ were acquireidgis. 9400
Typhoon Variable Mode Imager (GE Healthcare) agsolution of 10Qum using the excitation and
detection wavelengths specified by the manufactldree images were analysed using the Decyder
v7.0 software (GE Healthcare). Statistical analg$ithe differentially expressed proteins was ealri
out with the same software package. The fold chavage calculated as the ratio between the average
spot intensity in control versus treated sampléghé ratio is >1, lower spot intensity in treated
samples, the fold change equals the ratio anckifdkio is <1, the spot intensity in the treateth@as
is higher than those of the controls, the repoftdd change is equal to (1/ratio). Three statistica
comparisons werenade; in the first two the intensity of spots between treated and control were
analysed for each clone; treated Sf/control Sf and treated Sa/control Sa. A third comparison was made
with treated Sf&Sa/control Sf&Sa. Spots were coadd as spots of interest, as significantly diffiere
between the compared conditions, when the fold ghavas <-1.5 or >1.5 and when the t-test gave a
score g0.01.
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Spots of interest were picked from the gels, argksted using the fully automated Ettan Spot
Handling Workstation (GE Healthcare). After tryptiigestion, the dried peptide extracts were
resuspended and spotted on stainless steel MALDgetaplates, mixed with an alpha
cyanohydroxycinnamic acid solution (500 mg in 1 &% ACN/0.1% TFA) and allowed to dry. Mass
spectrometry was done using a 5800 MALDI TOF/TOB (Bciex), calibrated in MS using the 4700
peptide mass calibration kit and in MS/MS using-@winopeptide fragments as references. For each
spot 1 MS spectrum was acquired and the 10 higlessts selected for MS/MS analysis, excluding
known contaminants and trypsin autocleavage pred&ar MS, 1500 laser shots were accumulated,
while 3000 spectra were accumulated for MS/MS spetising an in-house MASCOT-server on a
ProteinPilot platform (ABSciex), all spectra fromeospot were submitted in a single search, PMF and
MS/MS, against the NCBI database (limited to theotemy Viridiplantae, downloaded 04/06/2012
containing 1078293 sequences) and the EST Viridipkadatabase (75859188 sequences downloaded,
autumn 2010). Proteins were considered as beingfisantly identified when two individual non-
identical peptides surpassed the threshold fortifitsation or when one peptide resulted in a protei
e-value of <0.005. All identifications were manyallalidated and extra data was acquired when
insignificant identifications were obtained. Fom®o spots, manual sequence determinations were
performed and the sequences found used for cressespidentification with FASTS and MSBlast
(Mackeyet al.,2002.

3. Results

3.1 Biomass production
The metal-treate&alix fragilisclone (Sf) showed a significant decrease in biepasduction both of
twigs and leaves (g dry weight), whereas the bienpasduction of th&alix auritaclone (Sa) did not
differ significantly between the two conditions gkre 1). When the biomass production between the
clones was compared, it is noticeable that on coint@ed soil both produce the same biomass while
Sf has a higher biomass production on control sdite highly similar biomass production of these
two clones on polluted substrate was previouslgaaluring a preliminary study, and was the reason

for selecting these two clones (Evladal.,in manuscript).
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Figure 1: Biomass production (g dry weight) for thiferent clones of annual twigs (A) and leaves ¢B¥ontrol and treated
plants. Different letters and roman numerals ingicsignificant differences in biomass productiortween the two
treatments forS. fragilisandS. auritarespectively (ANOVA p<0.05). n=5. Bars represeahdard error of mean (SE).

3.2 Metal content in annual twigs
For the soil-added trace elements (Cd, Cu, Ni amd & significantly different concentration of nista
was found in both treated twigs and leaves, arsl ftimi both clones in comparison to control. The
remarkable observation was that, despite the clos60 times higher total Cu concentration in
contaminated soil, the concentration of Cu foundhim plant biomass for both clones was lower for
plants grown on polluted soil (Table 2A and TableThe concentrations of Zn and Ni were higher in
the treated plants while no significant changegha Cd concentrations were observed (Table 2A).
The content of Mn in Sa was also significantly uefhced by the treatment; in twigs it was
significantly higher when grown on polluted soils)eaves on the contrary a 28% lower concentration
of Mn was found. When the clones grown on contutissrate were compared, higher concentrations
of Cd and Mn are found in Sa. A significantly low@ua concentration was found in annual twigs of
Sa. The same analysis on the plants grown on pdllstibstrate confirmed these observations, but Cu
and Ni were significantly lower in both leaves awndgs of Sa and furthermore Sa-tissues contained
significantly less Zn than Sf after growth on ptéld soil (Table 2B).
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Table 2A : Metal content in twigs and leaves intoolnand treated plants (+ standard error of meBifferent letters and
roman numerals indicate significant differencesmiatal concentration between the two treatmentsSoifragilis and S.
aurita respectively (ANOVA p<0.05).

Concentration in _ twigs (ug.g ™ dry weight)

Sf Sa
Control Contaminated Control Contaminated
cd a 085 +0.07 b 130 £0.05 | 140 $0.10 I 214 019
n a 1439 £54 b 5741 £194 | 1489 88 3727 £293
cu a 162 14 b 114 0.7 | 92 %09 I 56 06
Ni a 11 01 b 128 %03 | 15 $02 I 6.1 0.7
Fe a 1939 £11 a 2087 219 | 299.7 +453 I 2545 £301
Mn a 185 08 a 171 +2 | 384 36 I 494 £27
Concentrationin leaves (pg.g™ dry weight)
Sf Sa
Control Contaminated Control Contaminated
Cd a 140 £0.08 a 158 +0.08 | 222 023 | 178 £0.10
Zn a 314 £135 b 9319 +475 | 276 +15 Il 444 +42
Cu a 72 £02 b 59 *04 | 77 06 Il 46 0.2
Ni a 65 5 b 289 +14 | 21 £03 Il 127 13
Fe a 3495 +26.1 a 3149 +137 | 4217 +205 | 3774 +435
Mn a 358 *19 a 305 #25 | 2815 +26.0 Il 2045 +114

Table 2B : Comparison of metal content in twigs azalés between Sf and Sa clones in control and mamaged substrate
(+ standard error of mean). Different letters irdiésignificant differences in metal concentratietween the two clones for
each treatment (ANOVA p<0.05).

Control Contaminated
Concentration in__twigs ug.g ! dry weight Concentration in  twigs ug.g* dry weight
Sf Sa Sf Sa
cd a 0,85 +0,07 p 1,40 +0,10 cd a 1,30 10,05 b 2,14 +0,19
Zn a 1439 +54 g3 1489 +8,8 Zn a 574,1 +£19,4 b 372,7 £29,3
cu a 162 14 p 92 +0,9 Cu a 11,4 +0,7 b 56 +0,6
Ni a 1,1 +01 a 15 %02 Ni a 12,8 £0,3 b 6,1 £0,7
Fe a 1939 +11 g4 299,7 +453 Fe a 208,7 +21,9 a 2545 +30,1
Mn a 185 +0,8 p 384 +3,6 Mn a 17,1 1,2 b 494 +27
Concentration in leaves pg.g ™ dry weight Concentration in leaves pg.g™ dry weight
St Sa Sf Sa
Cd a 1,40 +0,08 b 2,22 +£0,23 Cd a 1,58 +0,08 a 1,78 £0,10
Zn a 314 £135 a 276 +15 Zn a 931,9 +475 b 444 + 42
Cu a 72 £02 a 7,7+0,6 Cu a 59+04 b 4,65 +0,18
Ni a 65 *5 a 2,1+03 Ni a 289+1,4 b 12,7 1,3
Fe a 3495 +26,1 a 421,7 £20,5 Fe a 3149 +137 a 377,4 +£435
Mn a 358 £1,9 b 281,5 +£26,0 Mn a 30,5 £2,5 b 2045 £11,4
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3.3 Chlorophyll fluorescence and electrolyte leakage
Both clones displayed significantly lowey/Ir, values when grown in the presence of metals (Eigur
2A). In control conditions Sa showed significantligher values in comparison with Sf but the
decrease of the ratio measured on the metal-exfdsdeaves was more important. No significantly
different R/F.,, was observed between Sf and Sa in the metal te@atm
The electrolyte leakage increased when Sa grewesepce of metals (Figure 2B) but did not vary
between the two treatments for Sf.
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Figure 2A: Values of Fv/Fm ratio of control andated plants. Different letters and roman numenadicate significant
differences in fluorescence ratio values betweentto treatments foB. fragilis and S. aurita respectively (ANOVA
p<0.05). n=5. Bars represent standard error of r{@ajh

Figure 2B: Electrolyte leakage (%) of control angated plants. Different letters and roman numeralgate significant
differences in electrolyte leakage between the tiwatments forS. fragilisandS. auritarespectively (ANOVA p<0.05).
n=5. Bars represent standard error of mean (SE).

3.4 Carbohydrate and salicin contents
The main carbohydrates quantified in the leavesofigh fresh weight) of the two clones were
fructose, galactose, glucose and sucrose (Figuréh#) concentrations of these metabolites did not
significantly differ between the clones in contooinditions and no increased content of carbohydrate
was recorded in Sf after growth on polluted sodr Ba, the four carbohydrates accumulated to a
higher concentration when the plants were growmpaltuted substrate, and for fructose, glucose and
galactose the increase was close to 3-fold as caufta controls. Salicin concentrations did notyvar

between the treatments for both clones (resultsmmin).
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Figure 3: Carbohydrate content in pmol/g fresh weigheaves of control and treated plants. Différketters and roman
numerals indicate significant differences in cohteiheach carbohydrate between the two treatmemtsSt fragilisandS.
aurita respectively (ANOVA p<0.05). n=5. Bars represeahdard error of mean (SE).

3.5 Pigment contents

Chlorophyll a and b are the most abundant pigmeBkdorophyll a content (ugigfresh weight)
significantly decreased in presence of metals faih kclones. A decrease of a similar trend was
measured for chlorophyll b, but this was not sigaifit due to larger variation between the
measurements (Figure 4). The ratio chlorophyll lafciphyll b did not change significantly (data not
shown). Exposure to metals induced significant e@ses in the content of violaxanthin,
antheraxanthin and alpha-carotene in both clonasthe other pigments, the exposure to the metals
induced significant pigment content changes onlgria of the two clones (beta-carotene, neoxanthin)
or did not have a significant effect on both clofesaxanthin, lutein, beta-cryptoxanthin) (Figuye 5
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Figure 4: Chlorophyll a and chlorophyll b contentl@aves of control and treated plants. Differeritels and roman
numerals indicate significant differences in chfgrgll a and b contents between the two treatmeot$f fragilisand S.
aurita respectively (ANOVA p<0.05). n=5. Bars represeandard error of mean (SE).
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Figure 5: Pigment content in pg/g fresh weightdavies of control and treated plants. Differenetstand roman numerals
indicate significant differences in content of eguigment between the two treatments for fragilis and S. aurita
respectively (ANOVA p<0.05). n=5. Bars represenhdtad error of mean (SE).
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3.6 Proteomics

Seventy-two spots were excised from the gel and tareprotein identification, which resulted in the
significant identification of proteins in 56 spdSupplemental Table 4). Of these 72 spots, 28 spots
changed significantly in intensity for Sf exposedetals; for Sa 44 spots changed in abundanae afte
metal exposure (fold change <-1.5 or > 1.5 andstt-f& 0.01). Eight of these spots changed
significantly in both clones. The comparison oftak treated sample®rsusall the control samples
resulted in a significant change in 23 spots, oictvtonly 8 changed significantly when the clones
were pooled. After exclusion of those spots in Whigore than one protein was identified, 35 spots
could be used for biological interpretation (Tal@e Half of the identified proteins are directly
involved in sugar metabolism or photosynthesis. tMidshe spots changed in the same direction in
both clones between the treatments, although tlvasenot always a significant difference for both
clones. The groups of proteins involved in oxidottbn, the antioxidant system and protein

metabolism, changed only for Sa.
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Table 3 (Part 1) : Spots that changed significantfyen comparing the proteome of the contrisusthe treated clones. The data resulting in thesetifications is shown in Supplemental

Table 4.

Spofa) Function/protein nama

NCBI accescg

Sf
EST Access

Sa

control/conta.

T-tesf) Av.Ratic® T-tesf’ Av.Ratic® T-tesf’ Av.Ratic? Clone

Treatment Interaction

Photosynthesis

Partial ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/omage large subunit,
chloroplast Potentilla reptan$
748 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygelaage subunitRimelea humili$

371 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygelaage subunitTetrachondra hamiltonii
654 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygelaage subunitPodocarpus longifoliolatuls
1857 Ribulose bisphosphate carboxylase small ctaprécursor, chloroplastic

1871 Ribulose bisphosphate carboxylase small cticHloroplast

1886 Ribulose bisphosphate carboxylase small chaioHloroplast

Putative ribulose bisphosphate carboxylase smaihctB precursor,
chloroplast Ricinus communis

902 Partial rubisco activasgdntedeschia aethiopida

982 Rubisco activas@@ntedeschia aethiopida

984 Ribulose bisphosphate carboxylase / oxygenaseae 1, chloroplast
1069 Putative sedoheptulose-1,7-bisphosphatasepgiast Ricinus communis

1073 Putative sedoheptulose-1,7-bisphosphatasepgidst Ricinus communis

Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplasdEf1).
1377 (33 kDa subunit of oxygen evolving system of phgstem II)
(33 kDa thylakoid membrane protein (OEC 33 kDa sut)u

1532 Predicted chlorophyll a-b binding protein CR28proplastic-like Glycine maxy
1571 Chlorophyll a/b-binding protein type Ilycoris aured
1543 Carbonic anhydrasBdpulus tremula x Populus tremuloides

Antioxidant system

1542 Putative glutathione-s-transferase theta (¢jnus communils
1546 Phi class glutathione transferase (GSTR@pplus trichocarpad

1568 Dehydroascorbate reductase-like prot®m@num tuberosum
1637 2-cys peroxiredoxirPppulus trichocarpd

Response to Cd, nucleotide binding
1265 Phenylcoumaran benzylic ether reductas®piilus trichocarpd
1268 Phenylcoumaran benzylic ether reductas®pilus trichocarpd

340511874 7,10E-04
297167025 7,60E:03
912530 2,10E-01
13548800 8,60E-01
132118 3,00E-02
gij255560434]
221127468 o2y 1EOE03
gij255560434|
224127464 xp 002521232 17120 F 08
gij255560434]
220127484 (xp 002521232 11 OF 08
13430332 6,70E:03
13430336 4,70E:03
11848040 91255566442 | o 1)

ref]XP_002524206.1
0i[255579134] )

refixP_002530415. +0E02
0i[255579134|

224098511

224098511 o0 “00oma0415,1/ 2 TOE 0L
12644171 8,10E-05
356535308 3,90E-01
116519121 5,50E-01
1354517 8,00E:03
255539098 5,60E-01

0i[283135880]
224065729 3,80E-01
gblADB11331.1] ~
76573291 5,10E-01
224091909 1,70E-01
224105373 6,20E-03
224105373 1,90E-02

-1,89 4,90E-01

1,63 1,60E-01
1,168,20E-03
-1,02,80E-03

17@0E04

3,43 7,90E03

2,05 5,60E04

2,64 510E03

1,66 2,10E-01
1,71 2,80E-02

2,12 2,80E-02
1,62 3,10E-02

1,258,40E-03

1,67 6,70E-02

1,28,50E-03
1,17 50E-03
2,26 3,20E-02

1,B,90E03
-1,23,30E03

-1,1,90E03
1,3,00E03

-2,51 3,50E-01
-2,23  4,50E-02

-1,063,10E-03

-1,29 4,50E-01
-2,69 1,60E-01
-1,51 4,90E-01
1,73 1,70E-01

1,581,70E-01

1,652,80E-01

1,533,70E-01

1,138,70E-03
1,472,00E04

1,48,60E-04
1,49,10E-03

1,57 5,30E-02

1,397,60E-04

2,26 4,20E-02
1,93 2,90E-01
1,359,90E04

1,63 1,70E-02
2,14 1,30E-01

2,01 1,90E-01
151 4,40E03

-1,31 2,60E-01
-1,89]50E-03

-1,41 8,90E-01 2,30E04 1,20E-03

1,16 1,40E-01 2,90E-03,30E-03
-1,277,90E-05 6,80E03 4,70E-04
-1,151,70E-07 5,10E-02  9,20E-02

1,749,30E09 1,30E-04 8,70E-01

1,731,60E09 2,60E05 8,70E-03

1,691,90E10 6,90E05 2,90E-01

1,581,60E12 9,90E-06 1,60E-02

3,80E-02
4,30E-01

1,34 1,80E-02 1,60E-03
1,57 2,00E-01 2,70E-04

1,79 2,70E-01 7,20E-04 1,30E-01

1,56 1,30E-01 3,30E-03 7,80E-01

1,438,80E04 7,30E:03 2,40E-01

1,51 1,50E-02 2,00E-04 3,00E-01

1,80E-01
1,80E-01
3,40E-02

1,545,20E-03 1,00E-02
1,726,40E-06 2,70E-02
1,72 2,30E-01 4,40E-04
1,35 4,80E-01

1,20E-02  6,40E-02

1,36 4,40E-01 3,80E-022,80E-03

1,24,70E-05 1,10E-02 1,60E-03
1,42,60E-01 6,30E-03 5,50E-01

-2,25,70E-05 1,50E-02  3,00E-01
-1,93 4,20E03 1,60E-03 2,80E-01
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Table 3 (Part 1) : Spots that changed signifioamthen comparing the proteome of the contr@isusthe treated clones. The data resulting in thesetiications is shown in Supplemental
Table 4.

Sf Sa control/conta.
Spof’ Function/protein nan® NCBlacces§  ESTAccess  T-esf) Av.Ratic® T-tesf’ Av.Ratic® T-tesf? Av.Rati? Clone Treatment Interaction
Oxidoreduction
Predicted succinate dehydrogenase [ubiquinonejflestein subunit, gi|357111628| y B y B g y 3
628 mitochondriakike Brachypodium distachydn 326527549 ref|XP_003557614.1|9’60E 01 1,013,70E-03 1,61 2,90E-01 1,185,60E-06 2,20E-02  1,90E-02
Predicted succinate dehydrogenase [ubiquinonejfietein subunt, 357111628 620501  -12830E04  -2,11 9,80E-02 -1,462,90E:04 9,90E03 5,90E-02
mitochondrial-ike Brachypodium distachydn
Energy metabolism
791 ATP synthase beta subur8a]ix reticulata 7708632 1,20E03 1,89 1,00E03 1,464,80E-02 1,581,80E-08 4,00E-06 7,20E-02
Protein folding
1563 Putative groes chaperoni¢inus communis 118489858 9i[255550363| 7,20E-02 1,632,70E-03 1,8 1,30E-01 1,761,30E-06 1,40E-03 8,20E-01
9 P reflXP_002516232.1| " N g b % : :
Proteolysis
. ) o gi[225446693|
612 Predicted ATP-dependent zinc metalloproteas8KF3), chloroplastic-like 22412869(rsef|XP 002282107 2,60E-01 -1,268,60E-03 1,76 4,50E-01 1,343,30E-05 1,20E-01 4,40E-03
. ) o 0i[225446693|
613 Predicted ATP-dependent zinc metalloproteas&kFJ), chloroplastic-like 22412869(rieﬂxP 002282107 3,90E-01 -1,265,60E-03 1,68 5,70E-01 1,358,70E-06 2,10E-01  1,30E-02
604 Predicted ATP-dependent zinc metalloproteas8kffTchloroplasticYitis vinifera] 225459844 4,10E-01 -1,12,10E03 15 2,10E-01 1,15 3,90E-01 1,20E-017,30E-03
ATP synthesis coupled proton transport
gi[12585490|
625 V-type proton ATPase catalytic subunit A 224097420 VATA_CITUN  3,20E-05 -1,87 6,40E-02 -1,28 1,30E-02 -1,62,70E-06 1,40E-05 1,20E-02
sp|QISM09.1|
Miscellaneous
1462 Putative ribonucleoprotein, chloroplaBidinus communis 224069480 9il255556984| 4,70E-02 1,726,60E-04 2,96 1,30E03 2,41 3,20E-03 1,00E-041,60E-01
ref[XP_002519525.1| ' ' ' ' ' '
o . gi[255556984| 3 3 g x x
1536 Putative ribonucleoprotein, chloroplaRidinus communils 224140195 ref|XP_002519525.1|1’50E 02 1,222,70E-03 1,73 7,10E-02 1,542,20E-07 7,20E-05 1,90E-02
1284 Putative SHOOT1 proteifyza sativa Japonic&roup] 224073126 glls0509325|2,4OE-03 1,81 7,30E-02 1,4 3,30E-02 1,68,10E-05 5,10E-04 2,50E-01

dbjlBAD30783.1

4 Spot number.

®) Function of the protein obtained using MASCOT-gern a ProteinPilot platform (ABSciex) against M@BI Viridiplantae database and the ESiFidiplantae database.
© Accession number from the NCBInr database, whgnetein has been identified based on the EST databr where the identified protein has a trivaahe, the found
sequence was blasted and the protein with the &idimenology is given.

9 p-value of the t-test for the treatment factorQ9d, t-test).

®) Average ratio of the spot intensity (control/cantaated). Positive ratio values are given as swtiile negative values are given according to thiefieng formula: given
value= -1/average ratio. In bold, spots for which t-test are significant. In grey, spots up-regpaan treated plants. In blue, spots which wenerdoegulated in treated
plants.
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Discussion

In this study, twoSalix clones belonging to 2 different speci&s, fragilis (Sf) andS. aurita (Sa)
respectively, were chosen from a previous screefiihgse clones produced the same biomass when
exposed to metal pollution in soil but accumulatgdely different concentrations of metals in their
aerial parts. In the current study, a side-by-sidmparison of both clones grown on control and
polluted soil was achieved. The two clones were pamed based on different morphological and
physiological parameters and a comparative proteosiudy was performed.

Similarly to a previous study using a polluted d@yied sludge (Evlaret al.,in manuscript), the equal
biomass production between the two clones growecoirtaminated conditions was confirmed. There
are, however, differences in the response to potlutThe biomass production of Sa was not
significantly influenced by the adverse growth atinds, neither in twigs nor in leaves in the prase
study. Contrary to this, Sf produced significanégs biomass, in both twigs and leaves, when expose
to the polluted substrate.

The concentration of the metals Zn and Ni increasetthe plants grown on the Cd, Cu, Ni and Zn
contaminated soil, as could be expected, howeveCtb and Cu this was not always as obvious.
Indeed, no enhanced accumulation of Cd was obsanvhe leaves of both clones after the treatment.
More surprisingly the concentration of Cu in albsed plant parts was lower in plants exposed to
the metal polluted soil (Table 2). The pH of thd 8@s checked but found to be invariant, thus not
explaining this observation. The concentration af f6und in the plants is in general very low, for
instance as compared to the values obtainedumshon & Dickinson (199#gporting values of 25-
100 ppm for willows growing on non-polluted substsa The presence of Cu in combination with
high concentrations of other metals might resuthimexclusion of Cu but no supporting observations
were doneThe most striking difference in the accumulatiomoh-added metals is the accumulation
of Mn, with concentrations in Sa leaves being apipnately 7 times higher compared to those in Sf
leaves and this independent of the treatment.

The concentration of Mn is significantly higherthre stems of treated Sa plants compared to control
plants while the reverse is the case for the leasgggesting that a specific mechanism is actively
controlling the translocation of Mn in leaves irgence of metals.

Zn is known to influence the uptake/translocatibiMa (Hassan and Aarts, 2015and thus decreased
Mn-translocation to leaves might result in the aontant accumulation of the element in the stem. In
a study on the accumulation of metals in two sgeecf&alixa predominant accumulation of Mn was
found in the leaves of tie. fragilisclone “Belgisch Rood"\(andecasteelet al.,2009. However, the
Mn concentrations are below what is consideredoai,t and will thus probably not explain the

growth reduction observed in the present study.
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Environmental constraints are known to have amuénfte on different plant fluorescence parameters
and pigment concentrations; therefore quantificatth these parameters is often used as a relative
indicator for stress experienced by a pladsdrio et al., 2012. Fluorescence rises from minimal
fluorescence (§}, the basal emission when all chlorophyll molesud@d other electron acceptors in
PSII are oxidized (or open), to maximal fluoresee(f,) when all electron acceptors are reduced (or
closed) Mallick and Mohn, 2003; Govendet al.,2009. The ratio (f-Fo)/Fn = R/Fn, estimates the
photochemical efficiency of the PSII in the darleptkd state and is a parameter commonly used to
measure the stress perception on the photosyntgaratus\W(anderAuwereet al, 2019. When the
photosynthetic mechanism is damaged, this ratieigdly decreasedfaxwell and Johnson, 200dn

the present study, both clones showed a decreaskeofatio F/F, (Figure 2A). However, this
decrease was double for Sa compared to Sf. Gepeadtiwer value of the ratio compared to a control
situation is due to an increase if) idication of permanent damage to the PSII, addaease inf
(Govenderet al., 2009. Interestingly, these results were observed frb8t not for Sf (data not
shown). So, the light absorbed by PSII was lessiefitly used in the photochemistry of metal-trelate
Sa plants in comparison to Sf plants.

For both clones, no significant decrease in theo r&hla/Chlb was observed although the
concentration of Chla significantly decreased ispmnse to the treatment (Figure 4). During the
photosynthesis process, carotenoids absorb lighttatlengths not used by the chlorophylls, thereby
protecting the photosynthetic apparatus and reiggléihe flow of energy in the chloroplast thylakeid
(Govenderet al., 2009. Furthermore, carotenoids, especially violaxantand zeaxanthin, act as
antioxidants by reacting with free radicals andigiate the excess of excitation energy. As sudy, th
protect the metabolism from free radicaléafysiak, 2001; Malevat al.,2012; Osoricet al.,2012.

In the current study, the concentration of the nmagments, except for zeaxanthin, shows a tendency
to decrease for both clones when grown in the pasef metals although not all changes were
significant (Figure 5). Decreased concentrationscldbrophyll and carotenoids are regarded as a
symptom of plant stress perceptiddatysiak, 2001; Lingeet al., 2005; Govendeet al., 2009,
which can be caused by metalarfiket al.,2008; Tkalecet al.,2008; Ben Ghnayat al.,2009; John

et al., 2009; Malecet al., 2010; Wanget al., 2010; Kdsesakagt al., 201]). In agreement with our
study, other reports indicated that the reductibpigment content is accompanied by a decrease in
the efficiency of PSII. For instanc€henget al. (2002) showed a decrease in the ratio Fv/Fm, a
decrease in Chla content and in the ratio Chla/@hlBanna indicain presence of Cd. The authors
indicated that Chla was more sensitive to Cd thaib.QVialeva et al., 2012 confirmed this last
observation, and a decrease FF in Elodeaplants. In the few studies which were done on wood
plants Galix Populu$, little or no decrease in the pigment concerdretiand/or Fv/Fm were noted
(Hakmaouiet al., 2006; Borghiet al., 2007; 2008; Kiefferet al., 2008; Marmiroliet al., 2011;
Borowiak et al., 2012 except inPietrini et al., 2010 and Fernandezet al., 2012 Our results

corroborate the hypothesis that the reduction efphotosynthetic capacity is caused by an increased
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sensitivity to photo destruction because of lowecumulation and/or biosynthesis of antioxidant
carotenoids angigments(Matysiak, 2001; Maleet al., 2010. It is remarkable that most pigments
decrease but not zeaxanthin and beta-cryptoxaniiis is potentially due to the specific metal-
induced inhibition of zeaxanthin epoxidase, theyemz catalysing the two-step conversion of
zeaxanthin to antheraxanthin and violaxanthin, rasipusly described through the interaction of Cd
with a cysteine residud-gtowski et al., 2005. However, increased activation of the reversetrea

by violaxanthin de-epoxidase is likewise a posséxglanation.

Furthermore, the increased electrolyte leakagehefSa leaves indicates that Sa experiences more
influence on membrane integrity compared to Sf fthmexposure to metals in the current experiment
(Figure 2B). These stress indicators point to threctusion that Sa experiences more stress compared
to Sf, contradicted by the fact that in Sf growtasweduced while Sa did not show negative effatts o

biomass production.

The concentration of the four quantified sugarsralfeased in the leaves of treated Sa plants wbile
significant increase for any of these sugars waasomred in Sf (Figure 3). On the contrary, salidoh d
not accumulate in presence of metals. The accuinnlat soluble sugars was previously observed in
poplar andSolanum lycopersicumxposed to metalKieffer et al.,2009a; Zoghlamét al.,2011J). In
other studies on herbaceous plants different hgseth have been proposed to explain the increased
accumulation of photo assimilates during exposarenétals $amarakoon and Rauser, 1R79%his
might have beneficial results such as increasepsrtection or the direct scavenging of ROS by
sucrose, limiting the oxidative damage generaloamted with biotic and abiotic stressBslpuri-
Moghaddanet al.,2010. In a study on oalSpie} et al.,2012noted the accumulation of hexoses after
drought treatment and indicated that osmotic aajest is an adaptive response. But the accumulation
of sugars is known to have more profound effecta/@lf because of feedback inhibition, important
parts of the central metabolism are regulated byctincentrations of sugars and, additionally, sugar
have signalling properties, which interact withesg-signal pathways to modulate metaboli@upta

and Kaur, 200p Feeding external glucose to tomato plants reduih a decrease of the pigment
content, as is observed in Sa. But similar accunaumaof soluble sugars might account for the
decrease in photosynthesis noted in most studigaetal-exposed plant¥ifit-dunandet al., 2002;
Maksymiec, 200). The reverse relationship between sugar accuionland photosynthesis stems
from the sugar-induced down regulation of the esgimn of gene coding for photosynthetic proteins
(Paul and Pellny, 2003; Oswadd al.,200]). A non-significant increase in salicin was aldiserved,

as for the sugars mentioned above, the accumulatiosalicin was previously observed in trees

exposed to environmental stress@glfreet al.,1997; Guignaret al.,2003.

The overall view on the results from the above omed parameters is that although the Sa plants do

not experience an effect on biomass productids,this clone that is suffering most from the impos
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stress. Nonetheless, the corresponding parametsf generally changes in the same direction but
with a metal induced impact that is not significddifferences in the direction of change are observ
in biomass production, decreased in Sf but stabl8a, and electrolyte leakage. For the proteomics
results exactly the same conclusions can be draive.majority of spots increasing/decreasing in Sa
also increase/decrease in Sf but not to the sateatexften passing from significant (fold change <
1.5 or >1.5, T-test p< 0.01) to insignificant. Onkyee groups of proteins do not follow this patter

proteins that are part of the antioxidant systeth@oteolytic proteins.

Proteins from the Calvin Cycle, or directly relatedthis, were identified in 13 spots; RuBisCo &rg
chain spots 623, 748, 371, 654, RuBisCo small cbpats 1857, 1871, 1886, 1887, RuBisCo activase
spots 902, 982, 984 and sedoheptulose-1,7-bisphtasgeh spots 1069 and 1073 (Table 3). Most of
these, excluding some of the RuBisCo large chamaining spots, are less abundant in both clones as
are the proteins involved in light-harvesting oygan generation, spots 1377, 1532 and 1571. These
results are in agreement with those previously miesk in abiotic stress studies. The decreased
amount of RuBisCO and RuBisCO activases, indicatdaninution of the C®fixation capacity due

to the presence of metalBdrtis, 2003; Demirevska-Kepow al., 2005; Andersson and Backlund,
2008; Kiefferet al., 2008; 2009a,b; Duranet al., 2010b; Linguaet al., 2012. This diminution in
carbon fixation is confirmed by the decreased isitgnof two spots containing sedoheptulose-1,7-
bisphosphatase, a key enzyme in ribulose-1,5-bigtade regeneratiohlésaret al.,2009; Zoghlami

et al., 2010, known to be important in determining the photabgtic capacity Kenget al., 2007.
Spots containing proteins involved in the photosysiare likewise less abundant in metal-stressed
plants and again the impact on Sa is more impothtemt that on Sf. This is linked with the decreased
Fv/Fm ratio, showing the same difference betweerctbnes.

Chloroplastic ATP synthase beta subunit (791) was Abundant in both clones in presence of metals,
again linked with the suppression of photosynthe&isacuolar proton ATPase, catalytic subunit A
(625), was, on the contrary, more abundant in meseof metal for Sf. This protein, an ATP-
dependent proton pump which transports protonssacrembranes, was previously found to be
induced in the presence of an excess of mefhisyet al.,2008; Kiefferet al.,2008§.

Two proteins were found to be more abundant afterrhonths of growth on polluted substrate, this
was the case for two spots containing phenylcoumiaeazylic ether reductase (spots 1265 significant
for Sf and spot 1268 only significant when compaontrol versus exposed); the direction of change
was the same for Sa but not significant. Phenyl@am benzylic ether reductase (PCBER) is an
enzyme involved in cell wall dynamics and lignamtéesis Yander Mijnsbruggeet al., 2000.
PCBER are predominantly found in secondary xylem associated with the active growth period
(Vander Mijnsbruggeet al., 2000. Several PCBER have been identified by screefinglant genes
that are induced by fungal elicitors or during desfge responses and increased protection against

oxidative stress has been suggestednget al., 1999; Sohret al., 2009, but involvement in plant
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growth regulation has likewise been suggested Herdoumaran lignans produced by this enzyme
(Binnset al.,1987%. In our case, we can hypothesize that inducirignel synthesis proteins helped

maintain membrane integrity, which corroborateseleetrolyte leakage results.

While the above-discussed proteins changed in @ngesdirection in both clones, three groups of
proteins have a completely different expressioepatn Sa and Sf when exposed to metallic stress;
these are the FTSH proteases, succinate dehyds®and proteins involved in antioxidant responses.
Three spots containing predicted ATP-dependent metalloprotease (FTSH) (612, 613, 604) were
more abundant in metal-treated Sa whereas theipnotes not differentially expressed, with a trend
towards increased accumulation, between the twalitons in Sf. ATP-dependent protease FTHS
contains both intrinsically chaperone and protéolgctivities Schumann, 1999; Tsait al., 2012.
The specific identification of FTSH protease instistudy in three spots with coherent fold changes
makes it an interesting enzyme to study further.the moment the exact physiological function is
unknown, it is known to be involved in the degramatof photosystem subunits, for the D1 protein
this involvement is confirmed both vitro andin vivo (Bailey et al., 2002. Furthermore, the vitro
degradation of light harvesting complexes by FTS#4 been observed bimt vivo confirmation is
currently lacking {Wagneret al., 2017. In the current study, no proof on changes inraéation of
photosynthesis-related proteins was found.

The fact that FTSH is linked to the degradatiomxifiatively inhibited photosystem proteins and that
this protein is less abundant in Sa is interestihgn looking at the changes in proteins involvetha
antioxidant system. All these are likewise lessralamt in Sa. A reaction contrary to what is expecte
for metal-exposed plant®ixit et al.,2001; Nepovinet al.,2004; Durancet al.,2010h. Glutathione-
S-transferases (GST) are ubiquitous and multifoneti proteins involved in the detoxification of
lipophilic compounds. Dehydroascorbate reductaset of the Halliwell-Asada pathway (DHAR)
(spot 1568) is also known to play an important rialg@rotecting plant cells from oxidative damage
(Oztetik, 2008; Kimet al.,2012; Domingueet al.,2010; Zhouet al.,2009. 2-Cys peroxiredoxins is

a family of antioxidative peroxidases where the tysteine residues are involved in the reduction of
peroxides Baier and Dietz, 1994, Kirat al.,2011).

The predicted enzyme, the succinate dehydrogetasapfotein (628, 646), was more abundant in
treated Sa while stable in Sf. The succinate delyairase complex (SDH) is a succinate:ubiquinone
oxidoreductase integrated in the inner membraneitefchondria and the flavoprotein subunit is one
of the four subunits. This protein forms the complieof the electron transport chain and is also a
functional component of the Krebs cycleeflaz and Genova, 2010; Eprintsal.,2012. SDH also
catalyses the conversion of succinate in gluconeegje Eprintsevet al., 2012. The increased
accumulation of succinate dehydrogenase in Sa nigp maintain mitochondrial succinate-

dependent respiration that is known to be inhibiigdnetals Tanet al.,2010. On the other hand, it
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might also indicate increased respiration, as wasgigusly reported for poplar exposed to Cdifand
et al.,2010b.

Grouping all the data results in a picture of twibedent willow-clones, producing the same biomass
when exposed to excess metals, but which havediffetrategies of coping with imposed stress. The
primary production in both clones changes in thmesalirection; a decrease in proteins involved in
photosynthesis coinciding with a decrease of théd-vratio. In the Sf clone this decrease is not
accompanied by increased cellular damage becausaiittains functions that could aid in limiting
this damage at least at the same level as in dadmalitions. In the Sa clone, there is an increase
cellular damage, illustrated by the increased slgde leakage (Figure 2B), and functions that doul
counteract this damage or eliminate damaged mas@ppear to decrease. The antioxidant system in
Sa decreases while in Sf enzymes linked with ptiste@gainst oxidants (Table 3 headings Secondary
metabolism & Antioxidant system) are increased amtained.

The mechanisms that account for these observa@masnot known but indications that sugar
accumulation may be a determining factor in theeoled proteome level changes have been
described. The decrease in root growth and thesponding diminution of the sink strength resuits i
the accumulation of sugars in source leaves; inekesampled in the current study. In several assudi
on plants this was observed for instance in cucunreated with copperAlaoui-Sosseéet al., 2009.

The accumulation of soluble sugars in source leawdsown to have an allosteric effect on the
activity of proteins but also to influence generegsion Ho et al.,2001; Gupta and Kaur,200%ne

of the pathways regulated by the repression of génes by high sugar concentrations is
photosynthesis, by lowering the activity of thisttpgay further generation of reactive oxygen is
limited. A sugar-induced decrease in photosynthesght be the mechanism by which the Sa clone
limits the generation of ROS, and settles a new dustasis without necessitating a significant
reduction in growth, be it at the expense of arreéase in cellular damage. In the Sf clone no
accumulation of sugars is observed, the efficiaicghotosynthesis is likewise decreased but as seen
in the Fv/Fm data (Figure 2A) not to the same de@®in Sa. However, contrary to the Sa clone, the
Sf clone has to increase the abundance of protgthsantioxidant activities or at least keep them a
the same level as in control plants and this aptiee of a significant reduction in biomass prairc
(Figure 1).Renautet al (2004)showed that the cessation of growth in poplar waseahanism of

protection against cold exposure.

4. Conclusion
The S. fragilisclone andS. auritaclone share common responses when grown on peblautbstrate
compared to control conditions. The most strikiagults are a decrease in Fv/Fm ratio and a decrease
in most of the major pigments. This is combinedhwitoteomic changes in the same direction for

most of the identified proteins. However, somehaf parameters are also very different; the Sa clone
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has the same biomass production, while that ofsSsignificantly lower on polluted substrate.
Furthermore, the Sa clone, but not Sf, has sewaiacteristics that are commonly linked with
exposure to stress; increased accumulation of syl increased cellular damage.

Taken with the proteome-level data, this indicdhed the Sa clone can maintain its production lsut a
a result has to face increased damage due to mgiakure. By not inducing mechanisms to protect
the cells from the oxidative stress linked with ate¢xposure growth can be maintained. These
protective mechanisms are induced or maintainéideatontrol-level in Sf, only slight increases Ine t
accumulation of sugars are observed but growtlgrgfeeantly lower, indicating the energy dissipete
by Sf in maintaining cellular homeostasis.

In a follow-up study the long-term effect of thismal difference in strategy could become clear.
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Conclusion du point IV

A l'issue du point 1, le clone 47S@lix auritg a été mis en évidence comme le seul clone, pagox
testés, présentant les deux criteres d'un phytaebemr potentiel : a savoir une bonne production de
biomasse couplée a de fortes teneurs en métauljelctif du point IV est de vérifier la tolérance de
ce clone en utilisant une approche physiologiguer@geomique et en comparant les résultats obtenus
a ceux pour le clone 454lix fragilig. Ce dernier a été choisi pour sa production aenbsse,
similaire a celle du clone 47, sans pour autaniraczumulé des teneurs importantes en métaux dans
les tiges. Une analyse comparative des deux clenésé réalisée en utilisant un substrat non

contaminé (témoin) et dans un substrat artifioieélat contaminé (Cd, Zn, Ni, Cu).

La production égale de biomasse en présence deuxnétaété confirmée alors qu’un substrat
artificiellement contaminé a été utilisé. Cependdes réponses a la présence de métaux sont
différentes d’'un clone a l'autre. La productionldemasse dbalix auritan’est pas influencée alors
gue leSalix fragilisvoit sa biomasse diminuer en présence des médDauns le substrat contaming, les
teneurs en zinc et en nickel augmentent dans ktiepaériennes des deux clones. Le cadmium, quant
a lui, n"augmente que dans les tiges. Par contes fue les teneurs en cuivre soient 60 fois plus
élevées dans le sol contaminé par rapport au swité les tiges et les feuilles des deux clones
présentent des teneurs en cuivre plus faibles.aué®s métaux étant également présents en fortes
teneurs, ceux-ci pourraient réduire I'absorptionativre mais nos essais ne permettent pas de le
confirmer. Bien que la concentration en manganésgé pas été augmentée dans le substrat
contaminéS. auritaa accumulé davantage ce métal en comparai$oriragilis CependantS. aurita
présente des teneurs en manganése plus élevéekegdiges en présence de métaux alors que les
feuilles 'accumulent davantage en milieu contrdleus avons dés lors suggéré gue les autres métaux

peuvent influencer I'accumulation et le transpartnsanganése chez ce clone.

Les analyses physiologiques et protéomiques indigdes signes de stress chez les deux clones.
Cependant, I'impact des métaux serait plus importéwezS. auritg alors que la biomasse de ce
dernier n'a pas varié en présence de métaux. Biensg production de biomasse soit maintenue en

présence des métau, auritadoit toutefois faire face a davantage de dommagtdlaires :

- Une perte d’électrolytes indiquant des dégéts aeani de la membrane.
- Une moindre abondance des protéines impliquées ldapkotosynthese, couplée avec une
diminution de I'efficacité du photosystéme II.

- Une moindre abondance en protéines impliquéesldam&fenses antioxydatives.

D’autre part, nous avons pu constater une condemtran sucres plus élevée dans les feuilleS.de

aurita. Nous pouvons suggérer que cette accumulationueres est une stratégie de tolérance
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développée chez ce clone car les sucres peuvetdrlies dommages oxydatifs généralement associés
aux stress biotiques et abiotiques (osmoproteciigeraction directe avec les ROSafnarakoon et
Rauser, 1979 ; Bolouri-Moghaddash al., 2010 ; Spif et al.,2019. L’accumulation en sucres peut
réduire la concentration en pigmenténit-Dunandet al., 2002 ; Maksymiec, 200Q7ce qui pourrait
notamment expliquer nos résultats observés Sherrita L'accumulation des sucres dans les feuilles
peut également étre liée & une diminution de léssance racinaire, comme cela a pu étre observé
chez le concombre avec le cuivrBlgoui-Sosséet al., 20049. Cependant, nos résultats ne nous

permettent pas de vérifier cette hypothése.

En conclusion, bien qu8. auritaprésente les criteres d’'un phytoextracteur patkntios résultats
n’indiquent pas clairement le développement d’uregégie lui permettant de tolérer les métaux. Nous
pouvons émettre I'hypothése selon laquelle 'absede mécanismes de tolérance chez ce saule
pourrait avoir une incidence sur sa capacité déesuors d’'une exposition prolongée aux métaux. En
revanche, la réduction de la croissance en présdacenétaux ches. fragilis indiquerait une
utilisation de I'énergie pour maintenir 'lhoméostasellulaire des métaux. Ceci constitue donc une

stratégie de tolérance développée par ce clone.
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Discussion sur le chapitre 2

D’un point de vue phénotypique...

Le premier criblage de 2010 a pu mettre en évideleseclones de saules ayant de faibles ou de forts
rendements en biomasse alors que ceux-ci ont atéégl dans un méme substrat contaminé aux
métaux. Les teneurs en métaux dans les tiges imdigtgalement une variabilité entre les clones
quant a leur capacité a accumuler ces éléments.

La variabilité inter et intra spécifique se rencerfréquemment dans la littérature. Or, le but dg n
essais n'était pas d'évaluer la variabilité intra mterspécifigue chez le saule, mais bien de
sélectionner les individus potentiellement intéaess en phytoremédiation, toutes especes
confondues. Le facteur « espéce » n'a donc pasprtéen compte, mais pourrait expliquer la
variabilité des réponses obtenues dans nos travddentification d'une partie des clones utilisés
indique que nous avons principalement exploitéydsidesSalix alba x fragilis Une exception est
toutefois & mettre en évidence : le clone 47 slesté étre udalix aurita Le fait qu'il se différencie
des autres clones (cf. point I) pourrait s’expligpar le facteur « espece ». Ce facteur devraitm@trs
investigue.

Les clones présentant les plus fortes producti@sidmasse ne sont pas ceux chez qui nous
retrouvons les plus fortes teneurs en métaux. e, gfour le cuivre, le fer, le cobalt et le plontds
clones ayant produit le moins de biomasse montesnplus fortes teneurs en contaminants. Quelques
forts producteurs de biomasse accumulent des tem@portantes en manganése, cadmium, zinc et
nickel. Toutefois, pour ces métaux, 'accumulatioen semble pas suivre le facteur « biomasse ».
Grace a la production élevée de biomasse, la déatgimétaux extraite restaportante, bien que les
teneurs en métaux dans les tiges soient faiblegpift 111). Greger et Landberg (200&)nsi que
Ekvall et Greger (2003)nt également obtenu ces résultats et ont suggéséfet de dilution.

Les clones peuvent étre triés sur base des teapurgtaux dans leurs tiges annuelles. Cependant, il
ne peuvent pas étre classés comme phytoextraaéwrsci pour deux raisons. Premiérement, les
valeurs des facteurs de bioaccumulation (BCF) généralement bien inférieures a 1 pour la plupart
des métaux, indiquant que les saules ne sont gaacdemulateurs actiffifz et Wenzel, 2002 ; Yoon

et al.,2009. Deuxiémement, méme si pour le cuivre et le cadmious retrouvons des concordances
entre les résultats statistiques et les BCF (atassefort accumulateur et BCF >1), le transfert des
métaux dans les parties aériennes est limité et tkmteneurs en métaux restent trop faibles pour
permettre une phytoextraction efficatée(vaekeet al.,2003.

L’ensemble de ces résultats « phénotypiques » uedigne tolérance aux métaux chez les saules
étudiés. Cette tolérance est expliquée par leundit#p a restreindre le transfert vers les parties
aériennes. Les saules constituent donc une esappcepriée pour la phytostabilisation des métaux
dans le sol. Nous pouvons faire I'hypothése quecleses de saules étudiés ici sont a considérer

comme exclueurd{tz et Wenzel, 2002
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Le transfert des métaux vers les parties aérieesiemité mais, malgré tout, les teneurs ne sast p
négligeables et, pour certains d’entre eux, cesutansont proches des seuils de phytotoxicité &suv
dans la littérature (cf. point I). De ce fait, bigue les saules développeraient une stratégie
d’exclusion, la disponibilité du métal dans le dudiset la transpiration de la plante permettraiere
extraction passive des métau@réger et Landberg, 2001; Pietrosagttial., 2009 ; Marmiroliet al.,
2011). Par conséquent, le saule pourrait indiquer dgses physiologiques d’intolérance aux métaux,
s'il ne déploie pas de mécanismes d’homéostasiandtaux essentiels et de défense antioxydative
réduisant l'impact négatif des métaux toxiques. sC'eourquoi, pour compléter ces analyses
phénotypiques de la tolérance, il est important cdesidérer les réponses physiologiques et
protéomiques induites par la plante en présenceaiaux.

Les clones ayant produit un meilleur rendementeemés de biomasse ont été plantés de nouveau
dans le substrat utilisé lors de la premiere egpég en 2010 (point 1) afin de quantifier les teaeu
présentes dans les tiges mais également dansuitesfeD’un point de vue « phytoremédiation », il
est préférable que le transfert vers les feuil@sreduit afin de limiter les risques de remolaitisn

des métaux par dégradation de la litiere. Les t@subbtenus dans la deuxieme expérience (point II)
ainsi que ceux de la littérature, indiquent destes plus importantes dans les feuilles que dans le
tiges. Bien que les teneurs foliaires en métauerptient vis-a-vis du risque de remobilisation, ce
risque reste moins élevé comparativement aux \@l@es importantes obtenues pour les plantes
hyperaccumulatrices. Dans un contexte de valooisadiun site pollué par la mise en place d’'un
T()CR, ce risque de remobilisation pourrait cansti un inconvénient de la phytostabilisation et il

devrait donc étre évalué sur le terrain.

D’un point de vue physiologique et protéomique...

Bien qu’ils aient été soumis aux mémes conditiomsmbissance, les clones de saules présentent des
différences au niveau de la biomasse. Nous nousnesndemandé si les saules forts producteurs de
biomasse (HBP) montraient des signes physiologigigzotéomiques indiquant une tolérance par
rapport aux faibles producteurs de biomasse (LEBRs deux groupes ont donc été comparés au
niveau des parametres de fluorescence chlorophp#idl, F, et K/F.), des teneurs foliaires en
sucres et, enfin, de I'expression des protéines.

L'approche physiologique révele que ces deux grewgaat tolérants aux métaux. Les deux groupes
induisent une plus forte expression des protéimgdiquées dans le systeme de défense antioxydatif.
Cependant, I'abondance de ces protéines est phariamte chez les LBP. Une protéine du complexe
protéinique du PSII impliquée dans I'oxydation @&l pour la photosynthése (OEC pour « extrinsic
oxygen-evolving complex ») est également plus abotelchez ce groupe de saules. Cette présence
indique une altération probable dans I'assemblag@8ll, sans pour autant affecter leur efficacité
photochimique, lorsqu’elle est comparée a celleHBB. Ces résultats montrent donc que les deux

groupes sont soumis a un stress oxydatif et celpdgrrait résulter d’'un stress métallique. Lesxdeu
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groupes présentent des symptdomes de tolérance siress par la synthése de protéines spécifiques
qui sont toutefois plus abondantes chez les LBlei @rurrait étre lié au fait que les teneurs emtdo
sont plus importantes chez ces derniers. Nous psuégalement constater que, pour les LBP, les
teneurs en cuivre, fer et zinc sont relativementpes des teneurs phytotoxiques indiquées dans la
littérature. Les clones HBP et LBP sont donc tel&yaaux métaux, les LBP investiraient plus
d’énergie dans les mécanismes de tolérance. Cestisgement plus important pourrait étre une cause
de la différenciation dans la biomasse. L'absereaitlation contréle au départ ne nous permettait
pas de confirmer cette hypothese. Toutefois, Iesltas obtenus lors du dernier essai avec un sol

témoin, abondent dans ce sens.

A l'issue du point 1, le clone 47S@lix auritd a été mis en évidence comme le seul clone, pagox
testés, présentant les deux criteres d'un phytaebemr potentiel : a savoir une bonne production de
biomasse couplée a de fortes teneurs en métauxoléance de ce clone a donc été étudiée en
utilisant une approche physiologique et protéomiguoent IV). L’essai du point IV se construit sar |
comparaison du clone 47 au clone 45, deux clonpsoduction de biomasse similaire mais aux
teneurs en métaux différentes dans les tiges. Qasex ont été plantés dans un substrat
artificiellement contaminé aux métaux afin de paub@néficier d’'une situation contréle. En ce qui
concerne la mobilité des métaux dans I'appareieagtes résultats de cet essai indiquent que, lehez
saule, le zinc et le nickel se retrouvent davantsges les feuilles que dans les tiges, contraireaen
cuivre qui s’accumule davantage dans ces derni€esi corrobore donc les résultats obtenus en
2011, ce qui rend probable le risque de remohitisates métaux par la dégradation de la litiére.

Gréace a la situation témoin, nous avons pu obseguer la production de biomasse diminue en
présence de métaux pdbrfragilismais pas pous. aurita Les résultats physiologiques indiquent des
signes de stress chez les deux clones mais ils gostprononcés che3. aurita bien qu’il ait
maintenu sa production de biomasse en présencesthxn Le peu d’abondance des protéines du
cycle de Calvin indiqgue une diminution de la capméi fixer le C@ en présence des métaux. Ces
résultats coincident avec la réduction de l'effittaphotosynthétique observée chez ces deux clones.
D’autres protéines sont par ailleurs sous-réguldesz S. aurita alors que leur abondance est
maintenue, voire légérement en hausse éhefragilis Parmi elles, nous retrouvons les protéines
impliguées dans les mécanismes de réparation d#éings endommagées et dans les systemes
antioxydatifs, ce qui est un résultat opposé aueermpus attendions chez une plante tolérante. Comme
nous l'avons mentionné dans la conclusion du gdns. fragilisréduirait sa production de biomasse
en faveur de mécanismes de tolérance lui permatéamtaintenir I'homéostasie cellulaire des métaux.
Une autre constatation, visible uniguement cheauritg est 'accumulation des hexoses, alors que la
photosynthése est réduite et la croissance maimteDe ce constat, nous avons pu tirer des
interprétations différentes. Premiérement, cetteumclation en sucres serait une stratégie de

tolérance développée chez ce clone et ce, pourrdéoqs :
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- les sucres peuvent agir comme osmoprotectants peiovent limiter les dommages oxydatifs
souvent liés aux stress biotiques et abiotiques ;

- les concentrations en sucres importantes peuvhiliteinla synthése de protéines impliquées
dans la photosynthese, ce qui limite la produatierROS.

Deuxiemement, 'accumulation des sucres dans laefe serait plutdt caractéristique d’'une absence
de mécanismes de tolérance :

- l'accumulation des hexoses est liée a une diminudi® la croissance racinairdlgoui-Sossé
et al.,2009 ;

- dans la littérature, 'accumulation de sucres bseovée en réponse a la présence du cadmium
(Kieffer et al.,2009a; Zoghlamét al.,201]). Cependant, cette méme littérature associe cette
accumulation a une diminution de la biomasse sil&ses, moins utilisés pour la synthése de
tissus, sont stockés. Dans notre cas, nous n'gvan®bservé de diminution de la biomasse,
ce qui nous laisse penser gu'il s’'agit d’'une maswaitilisation des réserves due a un
dysfonctionnement des protéines spécifiques.

En conclusion,S. auritaa présenté les criteres d'un phytoextracteur pieled’un point de vue
phénotypique. Cependant, d'un point de vue phygiqlee et protéomique, nos résultats n’'indiquent

pas clairement le développement d’une stratégipdunettant de tolérer les métaux.

Le chapitre 2 traite de I'impact des métaux surdaule sans considérer la colonisation des racines
des ligneux par divers micro-organismes, dont leshampignons Ces derniers jouent un réle dans
la nutrition de la plante grace a leurs hyphespauéourent le volume de sol et permettent de védrigu
les éléments nutritionnels vers les racingmith et Read, 2008Les champignons rhizosphériques
sont donc tres importants dans le développementiglesux. Cependant, le développement de|ces
micro-organismes peut aussi étre influencé pamiétsiux, ce qui peut perturber le développement des

saules en présence de polluants. tleapitre 3 traite donc de limpact des métaux, plus

particulierement du cadmium, sur desiches fongiqueassociées aux racines du saule et de I'aulne.
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Chapitre 3 : Impact du cadmium sur des souches fomgues associées aux

racines des ligneux

L'utilisation des micro-organismes comme technigeedépollution (bioremédiation) est bien connue
et maitrisée en ce qui concerne les polluants aygas les plus Iégers. Elle consiste a dégrader les
hydrocarbures en utilisant les voies métaboliguess lthctériesRseudomonas, Vibrio, Achromonas,
Actinomyces, Mycobacterium, Rhodocogcusevures Candida, Hansenula, Torulop3iset
champignonsKFhanerochaete chrysosporyifildric et al., 201]). Le développement de ces micro-
organismes est alors stimul situ ou ceux-ci peuvent étre sélectionnés et injecdés $orme de

« starter » dans le sol contaminé. A linverse geluants organiques, les métaux ne sont pas
dégradables. Cette méthode n’est donc pas ap@ickis notre travail. Cependant, de nombreuses
mycorhizes, et bactéries représentent une vagpelgin de micro-organismes composant la
rhizosphére des végétaux. Les mycorhizes, symbieste les racines des végétaux et des
champignons du sol, par exemple, ont un réle majaons la nutrition de la plante grace aux hyphes
qui parcourent le volume de sol facilitant I'inflides éléments nutritionnels vers les racines. A
l'inverse, la plupart de ces mycorhizes sont dépetes du carbone organique fourni par la plante
(Smith et Read, 2008 Plusieurs types de mycorhizes sont répertotiggeavent coexister sur un
méme systeme racinaire: il s’agit des mycorhizearBuscules (AM), ectomycorhizes (ECM),
mycorhizes éricoides (ERM) et arbutoidé&dm(th et Read, 2008 Les ectomycorhizes sont les
associations typiques des essences forestiBegm¢eae, Betulaceae, Salicaceae, Leptospermqideae
Pinacea¢ (Taylor et akxander, 2006 Enfin, il existe un autre groupe de champignons
rhizosphériques, les endophytes (DSE pour « dgstate endophytes »). Ces champignons ne sont
pas considérés comme de réels symbiontes mycarkinnis leur abondance au niveau des racines
n'est toutefois pas négligeablBnith et Read, 2008Ils appartiennent a plusieurs taxons mais sont
souvent des ascomycétes. Les espéces les plusfiggentsont Leptodontidium orchidicola,
Cryptosporiopsis rhizophil@t Phialocephala fortinii(Newshamet al., 2009. Des études suggerent
que les DSE ont un réle dans la disponibilité @dte et du phosphore au niveau du Sahith et
Read, 2008 ; Upsoet al.,2017).

En se basant sur ces connaissances, I'hypothese I'equgemble de ces micro-organismes
rhizosphériques puissent jouer un rdle dans la lisabon des métaux et la tolérance chez les
végétaux a été émis®djkumaret al., 2012. Bio et phytoremédiation peuvent alors étre déssc
pour les polluants non organiques. Plusieurs siiéoat été testés afin de savoir si les micro-
organismes du sol augmentent la disponibilité encd I'extraction des métaux par la plante ou, a
l'inverse, protegent celle-ci de leurs effets ntfagFitz et Wenzel, 2002 ; Bauet al., 2006. Pour
tester ces scénarii, certains essais ont été ésaftistammentn vitro sur différentes ECM avec

différents métaux, en I'absence de plante hote.

| Chapitre 3 : Impact du cadmium sur des souchagidaes associées aux racines des ligneux 125



Objectifs et Stratégie

Les racines de la plupart des essences ligneuses@onisées par des micro-organismes du sol. La
rhizosphére, définie comme le volume de sol sevapntia proximité immédiate des racines, constitue
un écosysteme a part entiére. En conséquence, iihtésessant d’associer I'impact de ces micro-
organismes dans I'étude de la tolérance des ligraxxdivers stress.
L’étude des micro-organismes rhizosphériques stolé&ance des ligneux aux métaux est basée sur
plusieurs hypotheses :
1. Latoxicité des métaux peut affecter la diversigddgique de la rhizosphére.
2. En compromettant la survie des organismes symiiesig elle affecte indirectement la
croissance des ligneux.
3. Ces micro-organismes, comme les végétaux, dépldentmécanismes de tolérance lorsqu’ils
sont confrontés a des stress abiotiques.
4. Ces mécanismes de tolérance siontine, favorables a la croissance des végétaux, soumis au

mémes stress abiotiques.

Le projet ECOLIRIMED fixe I'objectif d’évaluer laotérance aux métaux de champignons isolés a
partir des racines d'aulnes et de saules. En cg &n2009, des souches fongiques associées aux
racines de ces ligneux, localisés le long de bedgesours d’eau non navigables, ont été récoltées.
Suite a ce travail de prospection, une mycothégugldsouches fongiques a été réalisée. L'étuda de |
sensibilité au cadmium a ensuite été réaliséeedte collection de souches (Figure IV). Le cadmam
été choisi pour deux raisons. Premiérement pareeaumme le plomb, il ne constitue pas un élément
essentiel pour les organismes vivants. Deuxiémemeante que, contrairement au plomb, le cadmium
est plus facilement assimilable et est des lors fxique que celui-cBalsberg Pahlsson, 1989
Ce chapitre 3 comprend deux points :
» Point |I: Présentation sous forme darticle d'un protocolevitro permettant d’évaluer
rapidement la tolérance au cadmium chez les sodohgiues de la mycothéque :
Ce point est présenté sous forme d'un article uldtit « Effects of Cd on ectomycorrhizal fungal
growth. Efficacy ofn vitro screening experiment ».
e Point Il : Utilisation du protocole développé dans le pgirécédent afin de caractériser les
souches fongiques de la mycotheque sur base dedesibilité au cadmium.
Ce point est présenté sous forme d’'un articleulgtik In vitro highlight of Cd tolerant dark septate

endophytes ».
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Isolement de Sélectionner des

Mise en place

; , Application
souches d'un protocolen pplication du souches
fongiques itro d'évaluatio protocole sur fongiques sur
associées aux de 12 sensibilit I'ensemble de | base d’'une
racines de sauls mycothéque sensibilité au

au cadmium

et d'aulnes cadmium

Figure IV : Schéma regroupant les trois stratéfgescles) développées dans le chapitre 3 consdtFtude de

la sensibilité au cadmium de souches fongiquegssdas racines d’aulnes et de saules.
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Mise en place d'un protocolein vitro de sélection de souches fongiques
associées a la rhizosphere de ligneux

Article:

Effects of Cd on ectomycorrhizal fungal growthidaify ofin vitro screening experiment
Aricia Evlard, Bruno Campanella, Roger Paul

Laboratoire de Toxicologie environnementale, Unit® Biologie Végétale, Université de Liége,

Gembloux Agro-Bio Tech, 2, passage des Déportéf)3 Gembloux, Belgique.

Publié dans Agrochimica, 2011, 55(2): 85-93.
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SHORT COMMUNICATION

Effects of Cd on ectomycorrhizal fungal growth.i€dty ofin vitro screening experiment
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INTRODUCTION — Phytoremediation, i.e. the use ainb to extract or stabilize heavy metals (HM)
present in soils, is a biological technique whi@s fbbeen increasingly investigated over recent years
(Raskinet al.,1997; Kharet al.,2000; Lasat, 2002We tend now to plant trees that produce a large
biomass such as poplars, alders and willdwiskinson, 2000; Meerst al.,2005; Meerset al.,2007;
Rosselli, 2008

But, in the field, the roots of most of these tregs colonized by ectomycorrhizal fungal
species (ECM). Although the presence of HM in sodla strongly affect mycorrhizal diversity, it has
been shown that HM uptake and tolerance depenaibndiants and ECM fungHartley-Whitakeret
al., 2000a; Jentschket al.,2000; Kharet al.,2000. The presence of these mycorrhizas may play an
important role in the prevention of translocatid@@olpaertet al., 1993; Galliet al., 1994; Leyval,
1997; Turnau, 1998; Hartley-Whitaket al., 2000b; Jentschket al., 2000; Van Tichelen, 2001;
Lasat, 2002; Krupat al., 2003; Prasuret al., 2005; Sell, 2005; Krznariet al., 2009, 201D or in
heavy metal uptake, in fewer cas€slpaertet al.,1992a; Kharet al.,2000; Fernandez, 2008

Tolerance of ECM fungal species to HM has beeniatuth vitro in recent years in
phytoremediation projects, mostly in relation to Calpaertet al.,1992b, 2000; Hartlegt al.,1997;
Blaudezet al.,2000; Kimet al.,2003; Fominaet al.,2005; Krznaricet al.,2010. This kind of test
provides a rapid screening of metal tolerance weis¢ ECM fungal strainsBlaudezet al., 2000;
Colpaertet al.,2000; Prasuet al.,2005, although selection of tolerant fungi basedrowitro growth
trials cannot guarantee the success of their sairaivd/or symbiosis with trees in field trials (Hey-
Whitakeret al.,2000a). In additionin vitro tolerance of an ECM fungus does not necessardgipr
its tolerance once in symbiosiSdlpaertet al.,19923

The majority of these studies have involved théaisan of ECM fungal species frominus
sp. However, in the present study, forty-seven El0Myal strains were collected from the roots of
alders and willows. The alders and willows wereated along waterways in two regions of the
Walloon area of Belgium (Hainaut and Namur), whteze is a low anthropogenic Cd contamination,
but also in another region (Liege) where there isaturally high background of Cd of geological
origin. The principal objectives of this study wef&) to verify a protocol allowing ain vitro
screening of these ECM fungal strains for their Sedsitivity, measured as inhibition of biomass
production; (2) to discover whether there is a logtween the Cd-sensitivity of these strains and Cd
concentration in the soil of origin; (3) to sel&n sensitive strains for the inoculation of aldansl
willows and (4) to describe the role of the strainsthe Cd-tolerance of plants i.e. their role as

bioremediation promoters in polluted soils.

MATERIAL AND METHODS - Ectomycorrhizal fungal strainsStrains were collected from
different sites in three provinces of Wallonia (FIj. Trace-elements were analysed on each soll

sample from which we obtained ECM fungal straingl€ 1). We defined each strain and its
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associated tree by the GPS position of where theswas collected. The depth of drilling was 20 cm
maximum.

Isolation of ECM fungal strainsThe root system was washed and mycorrhizal ipstwere
collected. We determined one to three strains gair system, which we photographed and described
using the method oAgerer (1987) Mycorrhizal root tips were cut, disinfected in®4 and methanol
for 30 seconds, and then rinsed in sterilised Ididtiwater. The tips were placed in Petri dishes
containing modified Melin-Norkrans (MMNC) mediurBruns & Read, 2000 which were installed
first in a culture chamber at 24 °C (Aqualytic, lherr) to aid ECM fungal growth, then at 4 °C to
slow the growth down. Some strains were lost dusotdamination. In total, forty-seven strains were
used for the tolerance test. 18, 18 and 11 stnagre obtained from sites in Hainaut, Namur and
Liege, respectively.

Cd treatment and measurement of biomass produdfitmused a liquid medium of the same
modified MMNC medium described above to measureramice through fungal biomass production in
four treatments (0, 1, 5 and 10 mg Ccak CdS@). pH was adjusted to 5450.3.

Inocula of a constant size (25 mm? plugs) were rialkem the edge of the colony, where
growth is more active, and placed in vials contaarilO ml of sterile liquid medium. One plug of each
strain was immediately harvested to determine teamdry weight of ECM fungal biomass at the
start of the treatment. We prepared three repboateach treatment and allowed them to grow for 17
days in a culture chamber at 24 °C (Aqualytic, biet) in the dark.

For each replicate, the mycelia were harvesteagddim an oven overnight at 60 °C, then
weighed. The dry weight increment was then caledlad determine the fungal dry weight production
during the 17d test period.

Calculation and statisticsA one-way analysis of variance (ANOVA), using Mat v.15, was
performed on the data with Cd concentration asvdméable factor (p < 0.05). We used Fisher’s
Multiple Comparison Test to compare all the samphkaswise between the four treatments (p < 0.05).

The mean of the biomass variation (1) of each rstveas calculated as the percentage of
growth on medium enriched with 10 mgCd (DW;) compared with growth on the control medium
(DWo).

(DW - (DWio)
Biomass variation Mean (%) = x 100 1)
DW,

| Chapitre 3 : Impact du cadmium sur des souchagidaes associées aux racines des ligneux 131



Figure 1. Map of Belgium. The black dots indicate the samppoints. Forty-seven ECM strains were collected

from roots of alders and willows located along watgys in Hainaut, Namur and Liege. The names of the

locations can be seen in Table 1.

Table 1: Mean of metal concentration in soil samples whaeeECM fungi were found, collected at different

sites in the three regions. n represents the nuoftsil samples analysed per site

Nbr.

Region Site Cd Hg Cu Zn Pb Ni
mg.kg*

Hainaut 1 Aiseau (n=2) 0.41 0.0919.00 139.00 38.00 22.00
2 Ppresles (n=2) 0.52 0.147.50 127.50 50.00 22.50
4 Giwry (n=2) 0.20 0.0513.00 53.00 22.50 11.50
5 Mt S/Marchienne (n=2)0.53 0.1423.00 129.50 39.50 21.50
6 Seneffe (n=4) 0.48 0.114.75 76.75 4275 14.75

Namur 3 Fosses (n=6) 0.48 0.122.17 14550 43.17 18.83
7 Onoz (n=3) 0.42 0.0%21.33 89.33 38.67 15.33
8  StMartin (n=8) 0.27 0.1516.63 88.63 24.25 13.38

Liege 9  Trooz (n=1) 4.42 0.3061.00 682.00 236.0080.00
10 Thiou (n=1) 1.17 1.0188.00 241.00 145.0082.00
11 Chaudfontaine (n=2)  25.58.87 172.00 1350.00 556.00 35.50
12 Ppepinster (n=2) 5.01 0.302.50 807.50 285.0083.00
13 plombiere (n=5) 6.57 0.224.20 5570.00873.20 25.80
14

Fraipont (n=3)

4.84 0.31101.33 818.67 261.0037.00
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RESULTS — The effect of Cd on ECM fungal growth viasnd to vary from strain to strain. First,
data of eight strains, showing aberrant behaviawgre removed. Of the thirty-nine strains left,
nineteen strains were not affected by Cd (p = 0:03BL8). Four tendencies in the strains can be
highlighted (Fig. 2). (a) Data from some strainsvgbd that at 10 mg, Cd had a positive effect on
ECM fungal growth (p<0.0000.023) (Fig. 2a). Indeed, five strains increaseartbiomass from
11.22% £ 9.75) to 41.93% 17.08) compared to the control. All the otherisgahowed sensitivity

to Cd. (b) In some strains, the fungal dry weigtatduction was significantly reduced with incregsin
Cd concentrations (Fig. 2b), e.g. strain 34 seetodr the most sensitive (p<0.0001), losing 70.22%
(x 7.48) of its biomass at 10 mg Cd compared to twrol. (c) In other strains, the sensitivity was
not particularly more pronounced at 10 than at 8 ong Cd (Fig. 2¢). (d) Other strains were only
affected at 10 mg Cd (p<0.0061.004) (Fig. 2d). S30 was the most sensitive (p3@LY, losing
58.75% £ 3.86) of its biomass at this concentration of Cd.

So, in total, fifteen strains from sites in Hainadventeen from Namur and seven from Liége
were used after removing the aberrant data. Ofthiltey-two strains that came from Hainaut and
Namur (low Cd concentration), nineteen strains weumd to be non sensitive. Of the seven strains
from Liége, five were non sensitive. Thus, mosthaf sensitive strains were found where there is a
lower Cd contamination (Hainaut, Namur). These vemgentially the sensitive strains that showed an

increased sensitivity with the increasing Cd cotregions (b) or only at 10 mg Cd(t).
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DISCUSSION - In the present experiment, we perfarthe screening test on liquid Melin-Norkrans
instead of solid agar medium for different reasdéist, fungi can grow upwards in Petri dishess It
for this reason that the measurement of the cadmmface could be less representative of ECM fungal
growth, compared to biomass production. Therefeeening on liquid medium allowed us to collect
biomass with ease and to reduce the errors thabeanade with radial growth measurement. There
are also other problems associated with using aga&lium because it may contain metals, and the
complexation of metals within the substrate matér alter the availability of metals, although rheta
precipitation may also occur in liquid mediu@a(paertet al.,2000.

The ECM fungal strains studied here showed a viditiabf responses to the presence of Cd,
as has been shown in other studiBkifdezet al., 2000; Colpaertt al., 1992b, 2000; Kimet al.,
2003; Fominaet al.,2005; Prasumet al.,2005; Krznaricet al.,2010. In the present study, the strains
exhibiting a reduced biomass production once Cd mrasent in the medium showed the highest
sensitivity to the metal. But, of the thirty-ningaéns retained in the results, twenty-four did seeém
to be affected by Cd. Measuring biomass productibows accurate assessment of Cd sensitivity
because the density of the mycelium is taken iotmant. It has been shown that the density of the
mycelium is an important factor in the survival6EM fungi in the presence of metalSolpaertet
al., 1992b, 2000; Hartlegt al.,1997. In addition, C sources present in the mediumatao outweigh
Cd toxicity. Glucose, for example, is known to he preferred source of C for ECM funifim et al.
(2003)showed that fungal dry mass production significaimtreased with 10 and 20 §éf glucose,
even in the presence of Cd. According to theirltesthe glucose concentration added to our MMN
medium would not be able to interfere with Cd tayicBut, adequate provision of C has to be taken
into account in this kind of Cd-sensitivity testitiWthe exception of the fact that Cd concentration
were not high enough in our experiment, myceliumsitg and C concentrations in the medium can
also explain why most of the ECM fungal strainshie present study were not sensitive to Cd.

Our results showed that most of the sensitive EQRQél strains came from Hainaut and
Namur, where there is a lower Cd contamination cmexgb to Liege, where there is a naturally high
background of Cd of geological origin. This obs¢ima would suggest that elevated Cd
concentrations in soils of origin might play a ratethe sensitivity of strains (selection pressure)
There is much controversy regarding this poinhim literature. Our results show a similar tendency
those ofColpaertet al. (1992, 2000andKrznaricet al. (2009) who compared isolates obtained from
both polluted and unpolluted areas. Converselysthdies ofFominaet al. (2005)andBlaudezet al.
(2000)reported that there was rarely a correlation betweetal tolerance under controlled conditions
and metal concentrations at their site of origin.

Thus, we cannot draw conclusions here as to whétieee is a clear correlation between Cd
sensitivity of ECM fungi and their site of origiRrom this perspective, more strains from Liége \aoul
need to be added to the investigation, and higl@centrations of Cd would need to be used.

Selection pressure also depends on the charaiczstthe soil (pH, soil type, etc.), and bothatot
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metal concentrations and metal bioavailability nézdbe considered. Furthermore, identification of
the strains would allow a comparison of the poporet (Liege, Namur and Hainaut) of ECM fungal

species.

CONCLUSION — ECM fungi are usually associated veithost plant in the environment. Selection of
tolerant fungi based an vitro growth trials cannot guarantee the success af shevival and/or their
symbiosis with trees in field trial$lartley-Whitakeret al.,20003. Moreover, arn vitro tolerance of
an ectomycorrhizal fungus does not necessarilyigréd tolerance once in symbiosiSdlpaertet al.,
19923.

The present protocol shows thatvitro tolerance tests can be performed to screen several
ECM fungal strains at the same time and in a ragiy, whereas these tests cannot be performed with
host plants.
Using liquid Melin-Norkrans medium is of practichélp in the selection of ECM fungal strains.
Nevertheless, vials with a bigger capacity woule&ech¢o be used in the future to enable clear
observation of the effect of a metal and to exclidehypothesis that the lack of nutrients coufddf
ECM fungal growth only after 17d. Also, after thiist screening, the range of concentrations would
need to be enhanced in order to identify toler&mirss and the strains would need to be identiied

the future in order to highlight a possible intra terspecific variation of tolerance.
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I. Criblage in vitro de souches fongiques associées aux racines dedesaet des

aulnes en fonction de leur sensibilité au cadmium
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Abstract

Using woody plants (alder, willow, poplar) has beensidered in phytoremediation because of their
ability to produce large biomass. The roots of ¢heses are colonized by mycorrhizal fungi as asll
dark septate endophytes (DSE). In the presencecafyhmetals, these associations can play an
important role in plant tolerance mechanisms anfluénce the plant’'s fithess to grow on
contaminated soils. In this study, the effects gfadient of Cd concentrations (0, 10, 25 and 50 mg
Cd.L™") on the biomass production of sixty-eight fungahiss collected from the roots of alders and
willows were testedn vitro in a liqguid medium. Twenty strains were affectgdrbetal levels. For
these sensitive strains, the &@alues (Cd concentration which inhibits growth b§%@ were
calculated and varied between 2208 the more affected strain and 245.8 mg €for the less
affected one. Sixteen strains were not affectedhleyconcentrations of Cd tested and twenty-four
strains showed an increase in biomass productidhea€d concentration increased. Twenty of these
non-sensitive strains were mainly identified fottbalder and willow as DSE, belonging especially to

the gener&ylindrocarpon Leptodontidiunand Cryptosporiopsis

Keywords: Willow, Alder, Screening, Rhizospheriagi.
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1. Introduction
In natural conditions, the roots of most trees famyicorrhizal associations. The most common
mycorrhizal types are arbuscular mycorrhizas (Ahtomycorrhizas (ECM), ericoid mycorrhizas
(ERM) or arbutoid mycorrhizasS(mith and Read, 20P8These different types of mycorrhizal fungus
can colonized simultaneously a same root systera. roke of these associations in water, mineral
nutrient and carbon transfers between the two éganhas been well document&irth and Read,
2008. The ECM are the most typical associations founder natural conditions of most of the forest
tree varieties Kagaceae, Betulaceae, Salicaceae, Leptospermoidsale-family of Myrtaceag,
Pinacea (Taylor and Alexander, 2005In the same way, up to 80% of plants are cokxhizy AM
fungi (Gamaleroet al., 2009. Tree roots are also colonized by less well-knoshark septate
endophytes (DSE). DSE are mainly defined as ascetoys anamorphic fungi colonizing roots
intercellularly or intracellularly with stained arelanized septate hyphagafrow and Osuna, 2002 in
Deramet al., 2011; Jumpponen, 20D1They frequently colonize the fine roots of tréédélich and
Sieber, 1996) and often coexist with different mybizal fungi Colpaertet al., 201]. In contrast
with mycorrhizal fungi, very few studies have bemmried out to investigate the impact of DSE on
plant hosts. The relationship between a DSE anlaoi$é depends on the associated species, as well as
on the experimental conditions&ércia-Jimenezt al., 2000; Jumpponen, 2001; Jumpponen and
Trappe, 1998 Cylindrocarpon destructan&inssmeister) Scholten is not a mycorrhizal fusgut is
often associated with roots, sometimes as an entBeymouret al., 2004. Strains belonging to
the genud.eptodontidiumhave also been identified as DSE. Four straink. ajrchidicola (Fungi
Imperfecti) were inoculated witRicea glaucaMoench) Voss an®otentilla fructicosa.. Responses
depended on the strains used, with some of themneinty biomass production and others decreasing
it (Fernando and Currah, 1996 in Jumpponen, P00fyptosporiopsis radicicolaowalski & C.
Bartnik, also known to be a DSE&guld play an important role in the heatthQuercus robut.. roots
because of its high frequency of occurren€ewalski and Bartnik, 1995 It has also been isolated
from healthyPopulus tremuloideMichx. roots. Therefore, this fungal species se&mise not host-
specific and non-pathogenitVang et al., 2007. Colonization of the roots dfarix deciduaMill.
improves root and shoot growtlsdhulz and Boyle, 2005Endophytic fungi such as tHeezicula
species (telemorph genus ©fyptosporiopsisisolated from healthy tissues could be pathogetis
low virulence (because of the long latency peridduring this long period of incubation, the
endophyte maintains equilibrium with its host amdydoecomes parasitic when the tree is stressed
(Schulzet al., 1995. Nevertheless, DSE seem to be able to form ited that permit mutualistic
exchangesJumpponen, 20QIFungal development, diversity and abundance otsrcan be affected
by the presence of heavy metdlgeyval et al.,1997; Linguaet al.,2008; Muthukumar and Bagyaraj,
2010.Several studies investigated the tolerance meésimaninduced in the mycorrhizas in presence
of metals. In ECM fungi, the fungal cellular mechsams involved in metal tolerance do not seem to

be dissimilar from those of non-mycorrhizal funggkcies or those of plant8€]lion et al., 2006.
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These mechanisms can be extracellular (precipiatehelation, cell-wall binding) as well as
intracellular (binding to organic acids, peptidpslyphosphate, sulphur compounds). It is likelyt tha
antioxidative detoxification systems could also ibeolved. Proteins involved in fungal metal
homeostasis and antioxidative cycles have now Wdeeher investigated Bellion et al., 2006;
Colpaertet al., 2011; Guelfiet al., 2003; Vetter, 2006 Moreover, concerning AM fungi, studies
showed that the root-associations modulate exmessienzymes involved in photosynthesis, carbon
fixation (i.e., RuBisCO, RuBisCO activase, and A3ythase) and protective antioxidant agents (i.e.
S compounds, thioredoxin peroxidase and glutathjpa®xidize) Gamaleroet al., 2009. These
findings testify how these types of mycorrhizas bafp plants to overcome the negative impacts of
heavy metal. Considering this, ECM as AM fungaloag®ions are important for protecting the plant
against high levels of metals by improving plantrition (Galli et al., 1994; Hartleyet al., 1997b;
Likar and Regvar, 2009; Turnau, 1998y acting as a barrieFifz and Wenzel, 2002; Gibson and
Mitchell, 2006; Hartley-Whitakeet al., 2000a, 2000b; Jentschke and Godbold, 2000; Muthaku
and Bagyaraj, 2010; Van Tichelenal.,200)) or by helping in the pollutants uptakedlpaertet al.,
1992a; Fernandez, 2008; Gamaletal.,2009; Kharet al.,2000; Leyvalet al.,1997. Nevertheless,
fewer studies have been made on DSE strain méémbitwe whereas their occurrence is frequent in
roots of boreal forest treeB¢ramet al.,2010; Smith and Read, 2008 owever, strains belonging to
the genud.eptodontidiumhave been isolated fro®alix capreal. living on the Cd-polluted soil of
northern Slovenial(kar and Regvar, 20Q09And it has been shown that the melanin of tHeveall
would increase metal sorptioRdgarty and Tobin, 1996The concept of hormesis is a component of
ecological risk assessment. Hormesis is generaflyned as a stimulation effect (e.g. an increase in
growth) that could be explained by overcompensatooan alteration in homeostasis. So, under low
stress, organisms can repair damages but may @soomnpensate for it. The beneficial or harmful
effects of hormesis are not taken into accounhig definition and are difficult to evaluate. Hortice
responses have been reported in several studiegroimg protozoans to vertebrates, but it is not

always fully understood and is often ascribed tonaaous dose-response curv€gdpman, 2002

With this knowledge, fungal associations have tocbasidered in studies with phytoremediation
purposes, especially those focusing in the utibradf trees (alder, willow, poplar). The presermriv
describes one of the key steps of a phytoremedia&search program “Ecolirimed” usiigalix and
Alnus species (Evlarcet al., 2013, submitted to Int J Phytorem) and their aased root micro-
organisms. This research program integrates theulation of woody plants with indigenous fungal
strains isolated from their roots, which is an widable and well-known tool in the achievement of

such remediation of contaminated soils by plants.

Metal tolerance of mycorrhizal fungal strains hdeen widespread studied usimgvitro tests on
fungal isolatesBlaudezet al.,2000a; Colpaertt al.,1992b, 2000; Fominat al., 2005; Guelfiet al.,
2003; Hartleyet al., 1997a; Khade and Adholeya, 2007; Krznagtcal., 2009, 2010; Prasuet al.,
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2005. However, most of thega vitro studies have involved the isolation of specifid &nown ecto

or endo-mycorrhizal fungal species. The workinghudtopted in this study differs from those which
could be found in the literature. Firstly, a cotlen of fungal strains was isolated directly frohet
roots of Salix and Alnus species. Indigenous to the tree species studiedsuccess of association
between the microorganisms and the roots is pramdiereover, the fungal material originates from
the same environment of plant material, i.e. franlbsoils along unnavigable rivers in Belgium.
Secondly, this study aimed to screen this collecta unidentified rhizospheric fungal strains
following their tolerance to heavy metals. To m#ds objective, the hypothesis that it would be
appropriate to choose non-sensitive strains to Ismé&ta the further inoculation of woody plants was
followed. In order to differentiate sensitive tomgensitive strains and because it was previously
shown that it provides rapid screeniitgyitro metal tolerance testing was chos@olpaert and Van
Assche, 1987; Hartlegt al., 19973. Thirdly, at the end of the experiment, the nensitive strains
selected for the further inoculation were identifiey DNA sequence comparison (ITS zone) and
morphological analyses.

So, this present paper is a descriptive study shgwinin vitro selection of rhizospheric fungal
strains, based on the cadmium tolerance, one ofmib&t toxic and non-essential metal. Thus, this
work represents a first key step in the study & thfluence of the root-associated fungi in the

tolerance of woody plants to heavy metals.

2. Materials and methods

2.1 Origine of the fungal strains
The phytoremediation research program ‘Ecolirimediks with woody plantsSalix andAlnusspp.)
located along unnavigable rivers in different ar@éallonia, Belgium. From this project’'s starting
point, fungal strains originated from the same mmnent (i.e. river bank soil) and were also
collected from the roots of alders and willows lechalong unnavigable waterways located in three
provinces of Wallonia, Belgium (Hainaut, Namur, ¢&¢ Evlardet al.,2017) (Table 1).The provinces
of Hainaut and Namur have a low anthropogenic neatamination whereas there is a naturally high

background of metals of geological origin in theyince of Liege.

2.2 Isolation of cultivable fungal strains and fungdéntification
Near each tree trunk (max. 50 cm), a drilling waggrmed at 20 cm maximum using an auger. The
root system was washed and roots were collectaubt fips which seem to be associated to a fungal
strain were cut, disinfected in,&, and methanol for 30 seconds each, and then rimsstkrilised
distilled water. The tips were placed in Petri dsltontaining modified Melin-Norkrans (MMNC)
medium Bruns & Read, 2000 which were installed first in a culture chamia¢r24 °C (Aqualytic,
Liebherr) to aid fungal growth, then at 4 °C tovslthe growth down. Some strains were lost due to

contamination. Twenty-eight, sixteen and twentyrfgtrains were obtained from sites in Hainaut,
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Namur and Liege, respectively. Trace-elements va@adysed on each soil sample from which we
obtained fungal strains (Table 1).

Fungal identifications were performed by DNA sequeecomparison (ITS zone) and morphological
analyses by BCCMTM/MUCL, Louvain-la-Neuve (BelgiarCoordinated Collections of
Microorganisms). ldentification was only carriedtdier non-sensitive strains. DNA extraction,
amplification, and sequencing of the nuclear rimoab5” end of the LSU and ITS regions are as
described irDecocket al (2007) The primer pairs LROR- LR5 and NS7-ITS4 were usedPCR
amplifications of LSU and ITS, respectively. Seqirg reactions were performed using CEQ DTCS
Quick Start Kitl (Beckman Coulter), according to the manufactureesommendations, with the
primers LROR, LR3, LR3R, LR5 for the LSU; ITS1, IS ITS3, ITS4 for the ITS
(http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm) Sequence  similarites and  tentative
identification of the strains were obtained usihg Blast search option at GenBamt¢chul et al
1990.

Table 1: Mean of trace element concentrations (gigdry weight.) in soil where the fungal strains were
sampled. n represents the number of soil sampldgsad per site.

Site Cd Hg Cu Zn As Cr Ni Pb Co

mg.kg® dry weight

Hainaut

Aiseau n=2 0.4 0.1 19 139 6.7 31 22 38 9.4
Estaimpuis n=3 4.6 1.8 164 1166 515 859 28 288 7.1
Givry n=3 0.2 0.0 15 61 5.2 35 13 28 5.0
Mont s/Marchienne n=4 0.5 0.1 28 163 7.7 41 23 50 9.5
Presles n=2 0.5 0.2 18 128 9.4 28 23 50 10.6
Seneffe n=4 0.5 0.1 15 7 7.0 36 15 43 7.7
Namur

Fosses-La-Ville n=6 0.5 0.1 22 146 7.6 35 19 43 9.5
Onoz n=3 0.4 0.1 21 89 5.7 31 15 39 5.1
Saint-Martin n=11 0.3 0.1 18 97 5.7 33 14 25 6.2
Liege

Chaudfontaine n=2 255 3.9 172 1350 19.9 59 36 556 18.7
Fraipont n=3 4.8 0.3 101 819 9.5 41 37 261 20.1
Plombiere n=5 6.6 0.2 24 5570 16.4 21 26 873 8.7
Pepinster n=3 4.7 0.7 68 822 12.1 41 34 299 23.6
Trooz n=3 3.6 0.3 58 653 11.1 44 35 213 18.7
Thioux n=3 1.6 0.7 81 233 13.2 1613 31 127 14.7
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2.3 Screening for Cd sensitivity
We used the experimental protocol described in 8w al (2011) to measure tolerance through
fungal biomass production. Briefly, a liquid modii Melin-Norkrans medium (MMNC)Bfuns and
Read, 200pwas used. Casein hydrolysate (179,Lglucose (2.5 g.£) and malt extract (10 g
were used as C sources. The pH was adjusted to &% Inocula of a constant size (25 mm? plugs)
were taken from the edge of the colony grown oild9dMNC and placed in 250 mL vials containing
50 mL of sterile liquid medium. A plug of agar caiming mycelia was immediately dried and
weighed for each strain. Three replicates of eegditrhent were prepared and allowed to grow for 17
days in a culture chamber (Aqualytic, Liebherr)24CC in the dark without agitation. For each
replicate, the fungal biomass was harvested, dni@sh oven overnight at 60°C and then weighed. The
corresponding initial dried biomass value of plugs subtracted from the final dried biomass values.
Compared tdevlardet al.,(2011) highest concentrations of cadmium were usedd02% and 50 mg
Cd.L" as CdSQ with the hypothesis these concentrations woubtliote lethal concentrations. Thus,
among these strains, ten strains use#vlard et al. (2011) which have shown aberrant behaviour
(516, S27) or no sensitivity to Cd (S1, S3, S6S32, S37, S45 and S47) were tested again in this
present experiment. The list regrouping the sethef strains tested in this work is shown as

supplemental Table 5)

A partially hierarchicalthree-way analysis of variance (ANOVA) was perfodmen data using
Minitab v. 15. Cd concentration, province and straiere considered as independent factors. Strain
factor was hierarchized to the province factor,dose every strain was not necessarily found in all
three provinces. Cd concentration was crossed th poovince and strain factors. Therefore,
province*Cd concentration and strain*Cd concentrainteractions were included in the model. With
a non-significant random factor ‘province’ and gnéficant fixed interaction, scatterplots and onayw
ANOVA enabled the visualization and verificationtbé significance of the response of each strain to
Cd concentrations (after testing the homoscedsgticitWhen ANOVA results rejected the null
hypothesis (p < 0.05), the correlation (R of Peaysand coefficient of correlation (R?) were
calculated. When R2 values indicated a linear maaleélormal distribution of residuals was verified
and growth data were line-fitted to calculate tli&Jd=the Cd concentration which inhibits growth by

50% (the lower the Efgvalue, the greater the metal toxicity).
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3. Results
The three-way ANOVA indicated that the origin oéthtrains had no effect on their sensitivity to Cd
because the factor “province” was not significapt £ 0.396). However, the interaction Cd
concentration*strain was significant (p=0.000). ' heans that the effect of the concentration of Cd
depended on the strain considered. Following tleevealy ANOVA, R and R2? calculation, the strains
were classified into three groups (a-c). The gr@)ounts sixteen strains which were not affetied
an increase in Cd concentration (p = 0.062-0.96f).hiomass production mean (mg d.w.) of each
strain from groups (b) and (c) is summarized inl&dbfor the different Cd concentrations. In group
(b), twenty-four strains showed an increasing bissnaroduction with the increasing Cd concentration
(p < 0.000-0.003). Indeed, most of them had a Segmt R value (0.59-0.88p(= 5%), which reflects
a strong positive correlation between biomass mtiolu and Cd concentration. Two strains (S37 and
S67) had no significant correlation. However, R¥ dot indicate a linear model between the observed
and predicted data. In this group, the biomass ymtooh of eight strains, after enhancement, was
reduced at 25 or 50 mg Cdl.l(SS, S10, S20, S29, S41, S50, S51 and S68). Tdiasstvhich shown
aberrant behaviour or no sensitivity to the Cd eom@tions in Evlarcet al., 2011 did not show
sensitivity at more elevated Cd concentration usdtlis study neither. Twenty non-sensitive strains
(ten isolated from alder and ten from willow roob®longing to groups (a) and (b) were identified
(Table 3). Strains S32 and S97 were identified asofycetes of two different orders, but further
identification was not possible. Finally, in groug), twenty strains were affected by the
concentrations of Cd (p < 0.000-0.006), showingtrang negative correlation between the two
quantitative variables (R = -0.81 to -0.96)=% 5%). Except for strain S83, R? indicated a lImaadel
(0.66-0.98), so a normal distribution of residuaiss verified. For these sensitive strains, grovétad
were line-fitted to calculate the Ef{Table 4). EG, values varied between 22.8 mg Clfor the

more sensitive strain to 245.8 mg Cdfbr the less sensitive ones.
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Table 2: Fungal biomass production mean (mg dryght®i+ standard error of mean (SE) at different
concentrations of Cd (n=3).

Strain Cd concentration (mg Cd.L?)
0 10 25 50
Non sensitive strains (group |
1 267.7 £4.7 297.7 £11.6 309.3 £12.6 316.7 £15.1
3 216.7 £8 270.7 £21 275.3 £5.3 274.3 £3.6
6 222 +17 264.3 £3.6 255 +8 277.7 £7.9
9 156 +4 148.3 +23.3 198.3 +19.7 173.7 £13.2
16 277 10 310 +4 308.3 +£9.1 298.7 £ 3.6
27 2253 £7.7 258 +14 252.7 £47.9 303.3 £11.1
32 248.7 £17.4 308.7 +£23.2 325.7 £5.1 319.3 +4.3
37 293 +4 320.3 £3.5 317 £5 314 +4
45 130 +3 145 +2 161 +11 153 +10
a7 155.7 £12.7 164.3 £5.3 168.7 +8.8 198.3 £12.6
57 181.3 +66.2 271.7 £6.6 262.3 + 37 289.3 +13.1
58 247.7 £7.3 258 +1 274 +7 276.3 £ 4.6
59 181.7 £9.1 2747 £11.3 269.7 £15.6 282 +3
62 185.3 +8.3 223.3 £9.8 2417 £2.6 241.3 +£15.7
63 169 +18 231 +2 235.3 £13.3 229 +4
64 174.3 £11.6 206 +30 242.7 + 36 247 +30
65 260 +21 293 +5 307.7 £6.4 301.7 £12.6
67 216 +29 281.7 +£31.3 2743 £9.1 275 +16
70 224 +20 283 +20 297.7 £27.4 301 +15
74 145 +7 203 +6 222.7 +13 222.7 £10.1
77 1747 £7.7 232.3 £13 251.3 £57.5 250.3 +£10.2
85 256.3 £11.9 282 +9 276.3 £1.7 289 +4
86 152.7 £16.1 261.3 £22.9 238.3 £9.5 278 +32
88 228 +14 292.3 +£22.7 266 +21 258 +23
5* 266.7 £6.2 328 +4 316.7 £6.2 300 +4
10* 188 +9 230.3 £2.4 240.3 £1.7 202 +10
20* 309.7 £1.7 305.7 £3.6 314 +8 2973 +7.5
29* 272 +32 302.3 +£30.7 391.7 £10.7 210.3 5.7
41* 137 +3 1573 £7.5 175 +7 160.3 £5.2
50* 379 +7 402 +8 393 +8 359.7 £6.2
51* 332.7 £3.5 358.7 +7.4 346 +9 307 =0
68* 2447 £3.5 2783 £7.9 274 +6 254.3 +6.5
Sensitive strains (group c)
14 304.7 £12.2 2747 £6.5 226.3 +6.8 227.3 £2.8
24 279 +3 304.3 £5.7 226.3 £13.3 219 +3
48 261.7 £15.4 246.7 £6.5 243 +3 201 +8
17 385.7 £12.5 409 +4 380.7 £9.6 312 +22
52 305.3 4 255.3 £3.6 248 +1 2257 +7.5
55 150.3 £22.5 103.7 £5.2 73.3 £3.6 473 +5.6
60 353.3 £9.2 324 +9 160 +10 96.7 £10.8
61 349.3 £6.5 351.7 £15.1 323.3 £225 143.3 £10.1
69 287.3 6.6 280 +6 2773 £2.9 257.7 £6.2
71 189.7 £2.9 187.3 £9.1 139.7 +29.8 128.3 £26.5
72 142.7 £15.1 152.3 £5.7 82 +23 59.3 £6.5
78 324 +6 321.3 £2.4 287 +9 254 +9
79 68.3 +8 58 +10 51.3 +2.6 33.7 £35
80 18 +6 -15.3 +2.9 6.7 £2.9 3.7 43
81 158.3 £3.5 135.7 +4.6 115.3 +5.7 66.7 +£8.3
83 265.7 £28.1 190 +55 38.7 £2.6 26 +5
89 120.7 £8.5 65.3 £9.6 53.3 +17.4 36.7 £13.8
90 149.7 +33.9 88 +6 61.3 +10.3 153 +7.4
91 365.7 £58.8 361.3 £10.2 290.3 £12.5 206.3 £24.9
54 339 +8 353.3 +14.1 323.3 +5.6 280.3 +255

* Strains showing a reduction of the biomass préidnct 25 and/or 50 mg Cd’L



Table 3: Morphological identification and top BLASiTatch sequences of nineteen non-sensitive futigahs.

BLAST Match sequence

BCCM/MUCL Max
Strain No Morphological identification Reference Accession No Coverage

reference Ident
Non-sensitive strains (group a)
56 018M Pyrenochaete sp Pyrenochaeta sp. AM921726 90% 100%

Massariosphaeria cf. typhicola Massariosphaeria typhicola EF165033 99% 99%
76 018w
Massariosphaeria cf. typhicola Massariosphaeria typhicola JQ435795 99% 98%

95 018Y Leptodontidium sp. Leptodontidium orchidicola JN655581 90% 99%
96 018z Cryptosporiopsis radicicola Cryptosporiopsis radicicola EF413597 98% 100%
97 018AA Gaeumannomyces sp. (Sordariale) Gaeumannomyces cylindrosporus DQ341494 94% 93%
Non-sensitive strains (group b)
1 018A Rhizopycnis sp. Rhizopycnis vagum JN859312 73% 98%
3 018B Cryptosporiopsis radicicola Cryptosporiopsis radicicola AF141193 96% 100%
6 018D Neonectria radicicola/Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola GQ922913 92% 100%
32 018J Ascomycete (Pleosporale) Pleosporale sp. AB255255 100% 91%
41 018K Cylindrocarpon sp. Cylindrocarpon sp. JF735301 100% 97%
47 018L Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola GU934548 100% 100%
57 018N Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans llyonectria radicicola JQ846089 99% 100%
59 0180 Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola AJ875335 100% 100%
62 018P Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola AJ875337 100% 99%
63 018Q Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola AJ875337 100% 99%
65 018R Cylindrocarpon sp. Cylindrocarpon sp. JF735301 100% 97%
67 018T Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola AJ875335 100% 100%
70 018U Cylindrocarpon sp. Cylindrocarpon sp. JF735301 100% 97%
74 018V Neonectria radicicola/ Cylindrocarpon destructans Neonectria radicicola GQ131875 100% 100%
77 018X Cylindrocarpon sp. Cylindrocarpon sp. JF735301 100% 99%

Table 4: EG, (mg Cd.") of the sensitive strains.
Strain

EGo

90
89
80
55
60
72
81
61
79
91
71
14
24
52
78
48
17
54
69

22.8
27.3
27.7
30.9
31.6
40
43.5
48.7
49.3
57.5
70.2
90.2
97
98.6
111.3
113.7
127.1
136.2
245.8
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4. Discussion
Once in association with roots, metal-tolerant flnigolates can play an important role in plant
tolerance. In this study, a collection of rhizogphdungal strains collected on woody plants roots
(willow, alder) was screenead vitro to identify their tolerance to Cd. This represemtsecessary key-
selection step before inoculating plants. In thexggerimentsin vitro tests were performed on liquid
Melin-Norkrans instead of solid agar medium becdusgi can grow upwards in Petri dishes and, for
this reason, the measurement of the colony sudackl be less representative of fungal growth than
biomass production in a liquid mediuddrtleyet al.,19978. In our trial, the fungal strains exhibited
different response levels in the presence of Cdt, laas been previously shown in the literaturenwit
ECM strains duringn vitro studies Hartleyet al.,1997b, Prasuet al., 2005, Colpaerét al.,2017).
Bellion et al (2006)explain that the effect of Cd is direct or indirebr instance, Cd is known to
displace redox-active metals. Cd also reacts with qulphur part of several proteins involved in
cellular processes, including those involved inadidative mechanisms, inducing free radical specie
Cd and the elevated free radical species level ecagvere cellular damage, the disruption of
physiological processes. Consequently, fungal drasvteduced and this eventually leads to the death
of the fungal cells. Based on this knowledge, weeeked that fungal growth would be partially even
completely inhibited at 50 mg Cd!L Sensitive strains have been highlighted in ourkvemd, among
these, nine were seriously affected by less tham&@d.L*. However, the Cd concentrations used in
this study did not cause a complete growth intohitiMoreover, some of these non-sensitive strains
showed increased growth in Cd concentrations wketehis not an essential element. Cd tolerémce
vitro tests have been made on solid agar medium with E@lgi and generally the Eg€values
obtained in these culture conditions are highen tB&, values obtained in liquid mediur€@¢lpaert
and Van Assche, 1992b; Tam, 1995; Hardéwl.,1997b; Colpaeret al.,2000; Krznaricet al.,2009.
However, the E; values obtained here are close to or greater tth@ge obtained on agar medium
with lower Cd concentrations. However, f@alues should be treated with cautidtfaftley et al.,
19970 and should not be extrapolated to a field sitratiKrznaric et al., 2009. The growth
stimulation observed in our trial has also beenatestrated with lower Cd concentrations in Evlatd
al. (2011) and withAspergillus nidulansG. Winter (Guelfi et al., 2003 as in different types of
mycorrhizal fungi tested with Pd-¢minaet al., 2005. Guelfi et al (2003)observed an increased
biomass production at 0.33 mg Cd.{as CdCJ) whereas growth was inhibited at 1.7 mg Cd.The
authors hypothesized that Cd in low concentratiomdd form complexes with constituents of the
culture medium and so essential elements such aso@d be released and made available for the
fungus. In our case, higher levels of Cd were umed the enhancement of Cd concentration still
caused growth stimulation. It can be hypothesibed this could be a response to the marked stress,
like a hormesis respons€lfapman, 2002 However, it remains difficult to evaluate thenbé&cial or
negative effects of hormesis responses. In a b@akfvay, anin vitro growth overcompensation

could enhance the non-metabolic process involvetthienmetal detoxification, e.g. cell-wall binding
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(Blaudezet al.,2000b, Bellioret al.,2006; Colpaeret al.,2017). Also, in culture media, malt extract
and casein hydrolysate can reduce Cd availabilityis can explains the high Cd concentrations
needed to inhibit growth of the strains. Therefongrients do not limit fungal growth whereas ail s

it is always limited by one or several essentigments. Finally, the strains of group (a) were not
affected by Cd at all. A hypothesis can be madesath® possible existence of mechanisms involved
in metal detoxification. The first mechanism thatmes to mind is the metal sorption on the cell wall
Fungal mycelia have a high metal sorption capasitythe fraction of cell-wall-binding metals can be
substantial Blaudezet al., 2000b; Colpaeret al., 2011). However, this mechanism is probably not
efficient at stopping the entry of metals into selbo it cannot alone explain the differences in
response between group (a) and group (c). Indekdnwhe sorption surface is saturated, metals can
eventually enter into hyphae and intracellular naei$ms of detoxification can be induced. Studies on
the ectomycorrhizal funguBaxillusinvolutus(Barsch) Fr. revealed an accumulation of glutatéim

the presence of Cd. The synthesis of superoxidmulase (SOD), an enzyme involved in the
detoxification of reactive-oxygen species, and ahibne-related systems was also induced. It has
also been shown that catalase activity was indbgedd inAspergillus nidulan$s. Winter Guelfi et

al., 2003; Bellionet al., 2009. However, it has been shown that Cd-tolerantyges ofSuillus sp.
exclude the metal whereas sensitive ecotypes adaterit(Colpaertet al.,2011). Finally, the role of
non-essential metals is rarely investigated antheoscarce knowledge about metal roles in fungal
cells needs to be improveWdtter, 2005; Bellionet al., 200§, especially since a Cd-containing
protein was discovered in the marine diatbhalassiosira weissflogi{Grunow) G.Fryxell & Hasle
(Bellion et al., 2009. Our results show that the sensitivity responsese not different from one
province to another. It is a controversial subjecthe literature but it is rare to find a corredat
between metal tolerance of microorganisms underébry conditions and the metal concentrations
at the site of origin, unless they are extremeghh{Duxbury in Colpaeret al.,2000; Colpaeret al.,
1992b, 2000, 2011; Krznariet al., 2009. Nevertheless, the results Bfaudezet al. (2000a)and
Fominaet al. (2005)are in agreement with our observations for ectommizal fungi, asGibson and
Mitchell (2006)for ericoid mycorrhizal fungi which reported thafferences in sensitivity are not

necessarily related to their origin.

Identification was performed on twenty non-semsitstrains. Most of the identified strains
belong to the telemorph/anamorph gemesonectri#Cylindrocarpon(N. radicicola (Gerlach & L.
Nilsson) Mantiri & Samuel€§l. destructangZinssmeister) Scholten). Other strains belonipéogenus
Leptodontidiumand the specieSryptosporiopsis radicicold&owalski & C. Bartnik, which are known
to be dark septate endophytes (DSE). Little infdromaexists about the geneRyrenochaetesp.,
Massariosphaeriasp. and Rhizopycnissp. but they do not seem to be known as mutualggnera
(Garcia-Jimeneet al., 200Q. Any ectomycorrhizal species were identifi&mith and Read (2008)

reported works of Melin (1923, 1925) performed onts of forest trees who observed high frequent
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occurrence of dark-coloured fungal and these ctwéldrecovered from roots even after extensive
surface sterilization. As a conclusion, the austated they were inhabitants of the root tissuteera
than root-associated soil fungi. Our observatiorsn @lso be explained by the fact that
ectomycorrhizal communities can be strongly modifie extreme environments and that ECM fungi
can be supplanted by DSE, with species belongitige@enud.eptodontidiun(Colpaertet al., 2011,
Likar and Regvar, 20Q9Deramet al(2010)reported that AM colonization dfrrhenatherum elatius

L. roots was affected by high levels of heavy neetathereas, althought the DSE infection was weak,
it was fairly steady in polluted and non-pollutadis Other authors mentioned that DSE are one of
the most common root-associated fungi in metalupedl soils and these DSE have an inherent
tolerance (i et al.,201J). Gibson and Mitchell (200&Iso showed a low sensitivity of DSE to heavy
metals. Some authors explained that melanin, Idcatecell walls in fungi, because it contains
carboxyl, phenaolic, hydroxyl, and amine groups, paovide many potential binding or biosorption
sites for metal ionsHogarty and Tobin, 1996Soil microbial communities exposed to heavy meta
stress are reported as a good example of hormiesigad of the hypothesized linear diversity
decrease with increased stress, low levels ofsstras result in the predominance of few competitive
species, and so a lack of diversity. But as stieseeases, these species lose their competitive
advantage and diversity increases. At higher stqesggressive species disappearance occurs and

diversity decreases agai@i(ler et al.,1998 in Chapman, 20p2

5. Conclusion

This study demonstrated heavy metal tolerance, tpstformedin vitro, remain a suitable method
when a rapid screening of an important and undiffeated fungal material is purposed. This work
described the way non-sensitive strains to Cd welected following the hypothesis that these strain
once associated to roots, will help in the develepimof woody plants in metal-contaminated soils.
Firstly, fungal strains were differentially affedtdoy Cd concentrations used in this study but a
predominance of non-sensitive strains was obserVéds, this method highlighted several Cd-
tolerant fungal strains. Secondly, twenty of thernerav selected for DNA and morphological
identifications before a futur inoculation. Intefegly, the identification showed that most of thes
Cd-tolerant strains belong to a less-known fungsdoaiation type which is the Dark Septate
Endophytes (DSE). Thus, this study demonstrated, tirat, DSE, especially the three genera
Cylindrocarpon Leptodontidiumand Cryptosporiopsis are present in contaminated soils but
secondly, that endophytes, as frequent inhabitafntiiee roots, represent an innovative study-branch
for phytoremediation purpose. Nevertheless, thjgepaas a descriptive study, only hypotheses could
be made to explain the predominance of the noritsenstrains and Cd-tolerance of DSE. Thus,
metal tolerance mechanisms involved in these dusigins have to be explored. The second step

will be to study the survival and/or the successyohbiosis with tree roots in contaminated and non-
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contaminated environment. Then, fungal behavio@ssociation with the host plant and the role they
could play in host plant tolerance will be furtlmvestigated.
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Discussion sur le chapitre 3

Le travail décrit dans ce chapitre constitue urerpére étape pour intégrer les organismes vivants d
la rhizosphere du saule dans la compréhension delé@ance aux métaux. Les études que l'on
retrouve dans la littérature sont menées de lagmasuivante :

1. Les étudedn vitro de tolérance de champignons mycorhiziens ont géaréent été effectuées
sur des especes fongiques précises provenant leetimsis commerciales, quelquefois, sans
associer les plantes hétes que ces champignonsised généralemenColpaert and Van
Assche, 1992 ; Tam, 1995 ; Blaudszl.,2000, Kimet al.,2003 ; Prasust al.,2003.

2. Ces étudemn vitro concernent également des souches préalablemenifitss associées aux
espéces du genkinus (Colpaert and Van Assche, 1992b, 1993, 2000 ; Havilbitaker et
al., 2000a, bou a I'especdetula pendulgBlaudezet al., 2000b ; Krupa et Kozdroj, 20p4
Tres peu d’étudeis vitro ont été réalisées sur les micro-organismes deadaspheére du saule
(Sellet al., 2005, Vyslouzilovaet al.,2006 ; Hrynkiewiczt al.,2008

Le travail effectué ici apporte une plus-value ddmsmesure ou, dans nos essais, des souches
fongiques ont été directement prélevées des radieesigneuxn situ (saules et aulnes). Cela nous a
permis de créer notre propre collection reflétantliversité de souches de différentes origines. Une
deuxiéme étape visait & mettre en place un praaegide de sélection de souches aptes a croitre en
présence de métaux dans le but d’étudier leurenfte sur la tolérance des ligneux a ces polluants.

La sélection des souches s’est basée sur leursanme dans un milieu liquide contaminé par un
gradient en cadmium. Le gradient utilisé dans lenper essai était de 0, 1, 5 et 10 mgde
cadmium, partant du fait que la disponibilité dutahéest augmentém vitro. Sur les 39 souches
etudiées, 15 souches ont montré une sensibilittadmium. Parmi ces souches sensibles, certaines
ont montré une grande sensibilité au cadmium ajotis était présent a faible dose, alors que deaitr
souches n’ont montré une sensibilité qu'a la cotraion en cadmium la plus élevée. Les 24 autres
souches n'ont pas montré d’effet négatif du cadnmsumleur croissance. Plusieurs hypotheses ont été
émises pour expliquer ces résultats :

1. Le glucose, source en carbone préférée des chaomgigprésent dans le milieu occulte I'effet
néfaste du cadmium. En effet, nous pouvons suppmsera teneur en source de carbone
« aide » les champignons a contrecarrer les effatfs du cadmium.

2. La concentration en cadmium utilisée, bien gu’alteou montrer un effet négatif sur certaines
souches, n'était pas suffisamment importante pdgerver leur inhibition totale ou une
réduction de la biomasse chez toutes les soucttéete

Pour vérifier ces hypothéses, un deuxiéme essté e en place. Des concentrations en cadmium
plus importantes ont été utilisées (0, 10, 25 en§0Cd.L™"). Quelques souches étudiées dans le point
| ayant montré des résultats aberrants (S16, S2r) n‘ayant pas montré de sensibilité aux

concentrations testées précédemment (S1, S3, S&3R9 S37, S45 and S47) ont été & nouveau
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utilisées dans ce deuxiéme essai. Qu’elles proeigndes racines de saule ou d’aulne, la plupart des
souches ne sont pas affectées par le cadmiumegyed! soit la concentration testée. D’autres s@iche
voient méme leur biomasse augmenter avec la caatient en métal. Les souches qui ont été testées
dans les deux essais n’indiquent toujours pas deilsité aux concentrations plus élevées en
cadmium. D’autres souches ont montré une sensihilitriable au cadmium mais, contrairement a
notre hypothése de départ, les concentrationség#i n’ont pas inhibé totalement la croissancade |
biomasse.

Paralléelement a ce deuxieme essai, des concensatiariables en glucose (une des sources de
carbone) ont été testées (0, 2.5, 5,10"ydur deux traitements : 0 et 80 m§.Cd. En absence de
cadmium, 'augmentation en glucose favorise la potion de biomasse. Cet effet positif était attendu
car le glucose est considéré comme source prétigéearbone pour les champignor@upta et
Mukerji, 200). Néanmoins, notre milieu de culture contenaituttes sources d’hydrates de
carbone (extrait de malt et hydrolysat de caséine3.souches ont donc pu croitre méme en absence
de glucose. En présence du cadmium, de maniéraaygnte glucose seul compense peu ou pas
I'effet néfaste du métal. La croissance du chammigest réduite méme avec des concentrations
supérieures a 2.5g de glucose. Ceci pourrait &pkgeé par le fait que le cadmium, une fois auwnsei
de la cellule, perturbe le métabolisme cellulatreem absence de mécanismes de tolérance, bida que
glucose augmente dans le milieu, le champignoimeapable de l'utiliserNwekeet al.,2010. Plus
encore, une augmentation en glucose augmente tj@hso du cadmium dans les cellules et accroit
alors davantage sa toxicitBlaudezet al., 2000 ; Gadcet al., 1993, Mapolelo et Torto, 20D4ll est
également intéressant de noter qu’'en absence desgluavec ou sans cadmium, le champignon a
produit la méme biomasse. Or, nous aurions pu atieadre & ce qu’en présence de cadmium et en
abscence de glucose, la croissance du champigitomigime, voire nulle. Le glucose étant connue
comme la source de C préférée des champignonautess sources de carbone n'ont pas été enlevées
du milieu de culture et elles ont permis la craigsadu champignon, méme en présence de cadmium.
Une autre hypothese était que la toxicité du cadmait pu étre réduite par la formation de précgpité
de cadmium lors de la préparation et la stérilisaties milieux de culture. Pour vérifier la vakdide
cette hypothése, deux milieux contenant 50 mg €drit été préparés selon le protocole de départ.
Bien gu'avant stérilisation, aucun précipité n'été visible, aprés le passage a l'autoclave, des
précipités ont pu étre filtrés, séchés et mis @algse (Unité de Chimie Analytique, Gembloux Agro-
Biotech). Les résultats indiquent que les précipiténtiennent 4.1 mg de cadmium sur les 50 mg du
milieu de culture initial. Cela représente 8.2 % adumium de la solution. Une coprécipitation est
donc possible lors de l'autoclavage. Cependant) bigil y ait eu une faible précipitation, la
concentration en cadmium dans le milieu a lagueiesouches ont été soumises reste importante et la
précipitation semblable pour toutes les souches.

Enfin, le deuxiéme essai a également permis l'ifleation de souches non sensibles au cadmium.

Contrairement a ce dont nous aurions pu nous a#eatlbien qu’elles proviennent des racines
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d’aulne ou de saule, ce ne sont pas des souclmsyadrhiziennes (ECM) qui ont été identifiées mais
bien des endophytes (DSE), appartenant principaleawex genre€ylindrocarpon Leptodontidium
et Cryptosporiopsis
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Discussion générale
Conclusions et perspecti




Chapitre 4 : Discussion générale

L'exploitation de mineraivia le développement de la métallurgie constitue lacjpale cause de
diffusion primaire de métaux dans notre environmemé’Homme a, de ce fait, modifié la
disponibilité de ces métaux et engendré une nansglrce de pollution représentant des risques
sanitaires et environnementaux.

Bien que certains métaux constituent des oligo-€élém nécessaires au bon développement des
organismes vivants, ils peuvent, a forte dose, miewexiques. Outre ces oligo-éléments, d’autres
métaux sont libérés dans I'environnement, parmguets le cadmium et le plomb, métaux non
essentiels et toxiques, méme a faible dose.

Quelles incidences ont les métaux sur les vég&ates derniers, parce qu'ils ne peuvent se déplacer
survivent grace a des mécanismes de tolérance. dppsoches génétiques, protéomiques et
biochimiques ont permis de décrire les mécanismestaérance, surtout chez les herbacées
hyperaccumulatrices telles quiblaspi caerulescencesi Arabidopsis halleri Deux stratégies existent
chez les plantes pour contrer ce que nous appelpoBution métallique » : latratégie par exclusion

et la stratégie paaccumulation des métaux

Dans la premiere, la plante limite la présence étahau niveau des racines et évite le transfext de
métaux vers les parties aériennes. Premieremantéeaux peuvent d’abord étre adsorbés en dehors
de la racine. La plante est capable égalementjeraeles exsudats racinaires pouvant influencer le
comportement des métaux en réduisant ou augmelaiandisponibilité (modification du pH, des
réactions redox, précipitation et chélatioKjdd et al., 2009. Deuxiemement, les métaux peuvent
entrer dans la racine en empruntant soit la Jaigacytoplasmique(symplaste) soit lavoie
extracytoplasmiquéapoplaste) via des transports passifs ou acfiegifiques ou non. Le passage des
métaux vers l'intérieur de la cellule racinaire péire limité au niveau de l'apoplaste grace,
notamment, a la capacité d’échange cationique (CEEQa paroi cellulaire et de la membraKal et

al., 2009. Une fois a l'intérieur de la cellule, le métayp étre rejetésfratégie d’exclusion Des
transporteurs de métaux sont alors impliqués paunstérer les ions métalliques du symplaste vers
I'apoplaste. Si le métal reste au sein de la eeltatinaire, la plante régule la distribution ain sk
cette derniére pour minimiser |'effet néfaste détaux (mécanisme de séquestration, transportaers |
vacuole (détoxification). La plante peut ainsi lienile transport des métaux vers les parties aggen

et restreindre 'accumulation uniguement au nivesunaire Clemens, 2001 ; Hossaat al.,20123.

A linverse, dans la seconde stratégie, la plardeorise le transport, I'accumulation et la
détoxification des métaux dans les parties aére@atégie d’accumulation(Clemens, 2001 ; Kidd

et al.,2009 ; Hossaiet al.,20123.
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Dans « I'approche phytoremédiation », les plantgghaccumulatrices, sur lesquelles ces mécanismes
ont été découverts, produisent peu de biomassetilitation d'especes vegétales plus fortes
productrices de biomasse a alors été proposéentDegte derniére décennie, des espéces de sdule on
pu étre étudiées. Ces recherches ont abouti agueaite saule présente des capacités a accumsler de
teneurs variables en métaux dans les tiges, ldeteat les racines. Les parties aériennes peléteat
récoltées, ce qui rend donc possible I'extracties ohétaux du sol. Les racines, quant a elles, nende
possible la stabilisation des métaux dans le so1b8se de la littérature, nous savons qu'il existe

variabilité dans la réponse phénotypique des séuisgu’ils sont plantés dans un substrat contaminé

Etant donné que ce travail s'inscrit dans le caldr@rojet ECOLIRIMED, nous disposions de clones
de saules « locaux » issus de boutures récoltédesspieds meres localisés dans diverses régiens d
la Wallonie (Belgique). Notre premier objectif étale sélectionner, dans cette collection, des
phytoextracteurs idéaux (forte production de biseasouplée a une forte teneur en métaux dans les
parties récoltables).
Pour cela, dans un premier temps, nous avons ctieisious baser sur le meilleur rendement en
biomasse des clones. A l'issue de ces travauxgkadtats que nous avons obtenus corroborent ceux
obtenus dans la littérature, a savoir :
- Une capacité de clones de saules a croitre suhstrat contaminé aux métaux, ceci indique
une tolérance aux métaux.
- Une variabilité dans la production de biomasseeelds clones de saules en présence de
métaux.
- Une variabilité dans I'accumulation des métaux.
Dans un second temps, nous voulions affiner lacBéfeen choisissant, parmi les forts producteers d
biomasse, ceux qui associent une forte accumul@iométaux. Cependant, I'hypothése de départ
suggérant que les clones a forte biomasse aurdénteneurs en métaux suffisantes dans les tiges
pour permettre une phytoextraction n’est pas \é&ifi
En effet, nos constatations sont les suivantes :
— les forts producteurs de biomasse ne sont paddeescdont les teneurs en métaux sont
les plus importantes ;
- a linverse, les concentrations les plus fortes regouvent chez les plus faibles
producteurs de biomasse ;
- les quantités extraites par les forts productewsbidmasse restent trop faibles pour
envisager une dépollution ;
— enfin, les clones de saules n'accumulent pas lésuxé&e maniere active.
La tolérance des clones de saules peut s’explipaiefeur capacité a restreindre le transfert vess |
parties aériennes. L’extraction des métaux paclieses de saules est trop faible pour permettre une

phytoextraction efficaceVlervaekeet al., 2003. Dans notre approche du saule comme « outil » de
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phytoremédiation, nos résultats indiquent qu’il piis apte a étre utilisé comme technique de
phytostabilisation des métaux. Les analyses degidiz indiquent que les métaux n'ont pas été
lessivés. Cependant, les racines n‘ayant pas élgsées dans ce travail, nous ne pouvons que faire
I'hypothése que les clones de saules étudiésarttlisne stratégie d’exclusioRilz et Wenzel, 2002

Les études dePietrosantiet al (2009) et Vyslouzilova et al (2003) affrment par ailleurs que
I'accumulation des métaux est due a la forte capat@ transpiration des ligneux. De plus, d'autres
études ont montré que la survie des ligheux (saalgdses, bouleaux) résidait dans leur capacité a
tolérer les métaux par évitement ou immobilisatt ceux-ci dans les racines (références dans
Vyslouzilova et al., 200§. En pots, les conditions sont réunies pour praeod’accumulation des
métaux par le saule. Par exemple, la capacité tjléemacines d’'éviter des « spots » de contanuinati

a été réduite vu le volume restreint dans lequet ele sont développées. Malgré cela, nous avons pu
vérifier que I'extraction n’est pas privilégiée pas saules par rapport a la stabilisation (pamgie,

les teneurs en cadmium dans les tiges excédemheates pug.g m.s.). Des saules dits d’exception
n'ont pu étre mis en évidence. L’efficacité de gextraction étant déja réduite dans des condigéons

pots, nous pouvons faire I'hypothése gu’elle sexee plus faible en conditions de terrain.

Bien que similaires a ceux de la littérature, kEsuttats de I'approche phénotypique nous poussent a
reconsidérer cette technique de phytoremédiatiarvesd privilégiée, notamment dans le projet
ECOLIRIMED.

A ce jour, ne devons-nous pas nous demander sihjdoextraction par le saule est toujours
envisageable ?

L’objectif commun des auteurs repris dans le Tableae résume a identifier les saules les plus
performants pour la décontamination des sols pelaié métaux. En ce sens, ces auteurs orientent
leur conclusion en faveur de la phytoextraction detaux par le saule. Cependant, mis a part
quelques arbres « d’exception », les quantités mmeis en métaux extraites présentées sont, de
maniere générale, relativement faibles. Des modékisés sur base de ces résultats indiquentaque |
durée d'assainissement d'un terrain se compte ataioes d’années (Tableau II). Pouvons-nous
proposer la décontamination du site par les saotegue la phytoextraction prend tant d'années & No
résultats suggérent que la phytoextraction paalgdesdans le but d'assainir un site contaminé n’est
pas concevable.

Pour autant, il existe un transfert, bien que m@iales métaux vers les parties aériennes. Ceci doit
étre pris en considération, surtout lorsqu’il stalg métaux toxiques tels que le plomb et le cadmiu
Cette capacité d’absorber les métaux dans lesepasttriennes peut contribuer, a l'instar de la
phytostabilisation, a limiter la dispersion des &t dans I'environnement. L'utilisation du saule en
phytoremédiation peut des lors étre schématiséeneodans la Figure XIl. Ce schéma s’inspire de la

combinaison des informations que I'on retrouve diankttérature et les résultats de ce travail. La
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dégradation de la litiere constitue un risque daotdlisation des métaux dans le sol. Ces métaux
seraient alors de nouveau disponibles dans l'étasgs Ce risque de remobilisation pourrait
constituer un inconvénient de la phytostabilisatiba restitution des métaux dans le sol suite a la

dégradation des feuilles et leur absorption mériget d’étre davantage investigués et évaluésesur |

terrain.
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Figure Xl : Schéma conceptuel de l'utilisation saule en phytoremédiation. Les parties coloréagspondent
aux organes de la plante ou les métaux sont acésm8lagissant d’'un schéma conceptuel, nous padons
postulat selon lequel il n'existe pas de phytosgdieur ni de phytoextracteur idéaux. Un
phytostabilisateur « idéal » accumulerait les métexclusivement au niveau des racines et les Ealdit au
niveau de la rhizosphére (cadran 1). Dans le cdidree gestion en T(t)CR, ce dernier pourrait étiisé dans
une valorisation de biomasse « propre » tout eilisant la pollution d’un site. En dehors d’unestien en
T(t)CR, ce méme phytostabilisateur, en tant qu'esppionniére, pourrait promouvoir la revégétaliati
généralement observée en conditions naturellesptytoextracteur «idéal », quant & lui, serait ndividu
pouvant extraire des métaux du sol grace a unemadation importante de ceux-ci dans ses particierages
(cadran 4) de maniére a permettre I'assainissedientsite pollué sur une période d’une culture é0)AR par
exemple (environ 25 ans).

Dans nos essais, nous avons pu démontrer queolessctie saules ne constituent pas des phytoexiracte
métaux. Bien que nous n’ayons pas analysé lesrteeeumétaux dans les racines, nous avons pu majutik

y a un «gradient » de concentrations dans lesepasériennes (cadrans 2 et 3) parmi les clonesadkes
étudiés. Ceci appuie le fait qu'il n’existe pas mleytostabilisateur idéal. Ainsi, les clones préaenies plus
faibles teneurs dans la biomasse seraient a mieil€n phytostabilisation et permettraient de ltécalu bois le
moins contaminé possible (cadran 2). Les clonestayae possibilité de transfert des métaux plusontamte
vers la partie récoltable peuvent également liniétetispersion des métaux dans I'environnementréad). La
récolte de leur biomasse contribuera a une expamtatinimale des métaux du sol. L'utilisation desrdones
de saules est discutée dans nos conclusions gtegtx@s en référence aux législations en viguelliécaelle

européenne.
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Nos clones de saules ont pu croitre dans le mébstraticontaminé, or deux groupes de saules ont pu
étre déterminés : les forts producteurs de biom@4B® pour high biomass producers) et les faibles
producteurs de biomasse (LBP pour low biomass medi). Nos résultats indiquent que les teneurs
en plomb sont importantes chez les LBP. Nous aponégalement constater que, pour les LBP, les
teneurs en cuivre, fer et zinc sont relativementpes des teneurs phytotoxiques indiquées dans la
littérature. Les mesures physiologiques (fluoreseethlorophyllienne (§ F, et K/F,), des teneurs
foliaires en sucres) n'indiquent toutefois pas mmandre tolérance aux métaux des LBP par rapport
aux HBP. Les deux groupes induisent des protéinggliguées dans le systéme de défense
antioxydatif. Cependant, I'abondance de ces pregiiest plus grande chez les LBP. L’efficacité
photochimique des LBP est également identique l& ciels HBP. Les LBP et les HBP sont donc
tolérants aux métaux bien que leur croissanced#ftérente. La tolérance des HBP aurait un moindre
codt énergétique par rapport aux LBP.

L'approche phénotypique classe le clone &alik auritd comme phytoextracteur potentiel. En
comparant ce clone au clone 4&alix fragilis) en présence et en absence de métaux, nous awons p
constater que la production de biomasse&dix fragilis diminue en présence des métaux alors que
celle deSalix auritane varie pas. Nous avons également observé geguiile zinc et le nickel sont

en exces, ceux-ci sont davantage accumulés dapsutéss aériennes, et ce pour les deux clones. Le
cadmium, quant a lui, n"augmente que dans les.tigascontre, bien que les teneurs en cuivre soient
60 fois plus élevées dans le sol contaminé, lesesly présentent des plus faibles teneurs en cuivre
gue ceux cultives en sol témoin. Aussi, bien quecdacentration en manganése n’ait pas été
augmentée dans le substrat contam@éaurital’accumule davantage en comparaiso8. dragilis

Les autres meétaux étant également présents ens foet@eurs, ceux-ci pourraient influencer
I'absorption du cuivre et du manganése mais nagag permettent pas de le confirmer. De maniére
générale, les analyses physiologiques et proté@sidgudiquent des signes de stress chez les deux
clones. Cependant, I'impact des métaux seraitiptpsrtant ches. auritabien que sa production de
biomasse soit maintenue. En effét,auritadoit faire face a des dommages au niveau de labmzma

et le processus de photosynthese est davantagelgechez ce clone. Enfin, les protéines impliquées
dans les défenses antioxydatives sont sous-régalées ce clone, alors que ch8z fragilis les
meécanismes de défense sont maintenus.

D’autre part, nous avons pu constater une condantran sucres plus élevée chgzaurita Nous
avons suggéré que cette accumulation en sucresepiti® une stratégie de tolérance développée chez
ce clone (r6le d'osmorégulateurs et/ou signal péduire le processus de photosynthése et donc la
production de ROS). A linverse, I'accumulation dascres dans les feuilles peut étre liée a une
inhibition de la croissance racinaire, elle-mémengpme d’'une probable intolérance aux métaux.
Cependant, nos résultats ne nous permettent pagifler ces hypotheses.

En conclusion, nos résultats n’indiquent pas alaéet le développement d’'une stratégieSdeurita

afin de tolérer les métaux, bien que ce clone ptédes criteres d'un phytoextracteur. Nous pouvons
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émettre I'hypothese selon laquelle I'absence deamémes de tolérance chez ce saule aura une
incidence sur sa capacité de survie, lors d’'uneogtipn prolongée aux métaux. En revanche, la
réduction de la croissance en présence de métapSchragilisindique que ce clone privilégie la
diminution de la croissance comme stratégie deange.

A partir de ce constat, nous sommes confrontéglaflaition méme de la tolérance chez les ligneux.
La définition de tolérance seldvlacnair et Baker (1994¢st la capacité d’'une plante a survivre, a
croitre et a se reproduire sur un sol dont lesuenen métaux sont toxiques pour d’autres. Lorsqu'i
s'agit de la tolérance de populations d’herbacdesmétallophytes se développant sur les collines
cupriferes du Katanga, cette définition globalgeeslativement simple. En effet, ces végétauxtétan
des herbacées annuelles, le cycle complet de taepésst facilement observable. A partir du moment
ou une plante est apte a se reproduire sur uricka en métaux, la définition ddacnair and Baker
(1994) est compréhensible. Qu’en est-il des ligneux ? Qeet étre la définition de tolérance a
I'échelle de vie d’'un arbre ? Si I'on fait référena la définition d€lemens (2001)qui va au-dela du
contexte global proposé par les auteurs cités gedament, pouvons-nous parler de tolérance chez les
ligneux étudiés dans ce travail ?

L’approche phénotypique n’est pas suffisante p@&pondre a cette question et l'intégration des
approches physiologiques et protéomiques permeattebtenir une vue d’ensemble sur la tolérance
des ligneux aux métaux. Nous avons constaté gadalbles producteurs de biomasse, bien gu’ils
aient présenté des teneurs en métaux plus impestant niveau de leur tige, ne sont pas moins
tolérants que les forts producteurs de biomasselfap. 2. 1ll). Il y a donc chez ces clones deces

de mécanismes d’homéostasie permettant de régefiet Inéfaste d'un exces en éléments essentiels
et non essentiels. Ces mécanismes ont permis gneul testés dans nos essais de croitre et survivre
dans un milieu contaminé aux métaux.

Si I'on convient qu’apres une période courte d’'ssgan pots), des clones peuvent s’avérer tolérants
alors nous pouvons convenir que sur une périodesaiglus longu@ sity, il est crucial de suivre le
comportement de l'arbre sur I'entiéreté de sonterie. A partir du moment ou il y a une persistance
des mécanismes de tolérance durant le cycle déevi@arbre, nous pouvons affirmer que le temps est
un paramétre a intégrer dans la définition delramce des ligneux aux métaux.

Le développement du saule en présence de métaprssble. En effet, en tant qu’espece pionniéere,
le saule est enclin a développer des mécanisméadétance communs aux stress abiotiqgues générés
par des conditions environnementales difficilearand, 2009

A l'issue de I'étude « physiologique » et « protégume » de la tolérance des clones de saules,tka for
production de biomasse ne peut étre utilisée cooritexe de sélection de clones tolérants. Nous nous
retrouvons avec une incompatibilité entre les @géhénotypiques de sélection dans une approche de

phytoremédiation et les critéres physiologiqugsretéomiques de la tolérance.
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Les micro-organismes de la rhizosphére, bactétieh@mpignons, ont également leur importance
dans I'étude de tolérance des ligneux aux métatuneDpart parce qu’ils sont cruciaux dans le bon
développement des végétaux en captant les élérasaéntiels, d’autre part parce que ces micro-
organismes, premiers contacts avec les contaminga@svent jouer un rble important dans
I'accumulation ou le piégeage des métaux par l&@arbr

Bactéries et champignons ont également développérgeanismes de tolérance aux métaux leur
permettant de faire face a cette contrainte enmgorentale. En ce sens, plusieurs étudedtro ont

été menées pour mesurer I'effet des métaux suplasance des champignons « seuls » mais capables
de former des ectomycorhizes, dans la plupart des@'autres auteurs ont, par ailleurs, comparé la
mobilisation et I'accumulation des métaux entre plests inoculés et non inoculés. Les essais du
troisieme chapitre représentent une premiere éapeelection avant I'inoculation de saules en vue
d’étudier I'effet de la symbiose sur la toléraneecgux-ci. Il résulte de ces essais que des souctes
pu étre classées sensibles au cadmium et d’auesp peu sensibles au métal. L'identification de
souches non sensibles au cadmium a révélé quilissait d’endophytes (DSE pour dark septate
endophyte). Il s’agit l1a d’un groupe moins étudiéndaniere générale par rapport aux mycorhizes. Dés
lors, ces endophytes ont été d’autant moins étuetieprésence de métausmith et Read (2008)
rapportent des travaux de Melin de 1923 et de 1§@ba observé de maniére fréquente ce type de
champignons. D’aprés lui, ceux-ci peuvent étreésotles racines méme avec une stérilisation
extensive. De cette maniére, il conclut qu'il s&sgiit plutdt de micro-organismes vivant dans les
tissus racinaires plutét qu’en association. Ceemiétudes ne classent pas ces endophytes comme des
champignons mycorhiziens. Méme si dans certainsls€agissent comme tels et sont bénéfiques au
développement de végétaux, les endophytes sonbtptlassés a lintersection du continuum
mutualisme-parasitisme (références daSsnith et Read, 2008 Cependant, des études
complémentaires doivent encore étre menées pofirroen le statut de parasite des endophytes.

Ces endophytes, faisant partie intégrante deseasciconstituent une nouvelle branche de micro-
organismes rhizosphériques qu’il serait intéressdigtudier. A ce jour, nous possédons peu
d’'informations quant a ce que confére cette astsonizhez les ligneux et quels réles celle-ci peut
jouer en présence de métaux. Certains auteurs ntappajue les DSE constituent I'association
champignon-héte la plus fréquemment retrouvée esursbls polluésL{ et al., 2011 ; Deranet al.,
2011 ; Fogarty et Robin, 19p@’autres auteurs ont tenté d’expliquer les méraas conférant cette
tolérance aux métaux chez les DSE par la préseada thélanine dans les hyphes. La mélanine,
composée de groupes carboxyliques, phénoliquespiylds et aminés, constitue des sites de fixation
d’'ions métalliques. Ceci pourrait expliquer pourgnos souches non sensibles sont essentiellement
des DSE.
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Conclusions et perspectives

Par rapport aux essais menés dans ce travail
Nos résultats indiquent que les saules présenémérglement une stratégie de tolérance aux métaux
par exclusion, ce qui leur permet de croitre susulstrat contaminé. Cependant, dans nos essais, le
racines n'ont pas été récoltées. Le facteur deobimentration (BCF) racinaire, par exemple, n’a pu
étre calculé. Ceci est essentiellement d( au tetlg récupération du systeme racinaire entier dans
produit de dragage se révele relativement compliéxarait donc intéressant d’'effectuer des essais
complémentaires pour vérifier notre hypothese aliférents types de substrats (avec des mobilités
des métaux différentes).
Les essais de 2010 et de 2011 en conteneurs Vigaiecipalement le criblage de ligneux sur base de
leur développement en milieu contaminé. A cet gHatun milieu témoin n’a été utilisé. Cependant,
ceci aurait été trés important pour répondre aigius questions telles que la réduction de cro@san
ou non, par rapport a un substrat non contaming.alltoutefois une difficulté a trouver un milieu
témoin ayant des propriétés similaires (structairexure) aux boues de dragage. Des solutions sont
tout de méme proposées, telles que l'utilisationbdees de dragage du méme site de stockage
(Obourg), mais présentant de moindres teneurs éuméCependant, ceci pourrait entrainer un risque
d’utiliser une boue avec une texture différente ifmade particules fines). Si nous voulons garder
'avantage d’'une contamination « historique » daisilisation des boues de départ, celles-ci
pourraient également étre « nettoyées » en les edtamh & des modifications physico-chimiques
favorisant la lixiviation ou la chélation des métaCependant, ceci pourrait mobilier ou immobiliser
d’autres éléments que les métaux. La microfaune eiicroflore pourraient également étre affectées.
Une autre alternative serait de mélanger le sutdtdes alluvions non contaminés afin de réaliser u
gradient de contaminations.
La fluorescence chlorophyllienne peut étre utilisg@mme outil non destructif permettant une
approche physiologique de I'étude de la toléraf@ependant, il serait intéressant de sélectionner
différents parametres de fluorescence qui seraregurés sur le saula situ et de comparer les
valeurs a celles obtenues sur des saules non eaprsaétaux.
Le chapitre trois représente une premiére étape ltnde de I'effet des associations fongiquedaur
tolérance des ligneux aux métaux. Des essais skctande étape devraient inclure les points suivants
- Etudier les parametres de culture permettant dlletton d’'une association entre les racines et
les souches étudiées.
- Une fois que l'association est installée, étudieffdt de I'association fongique sur la
tolérance des ligneux aux métaux : les souchesrifmrd-elles la croissance en milieu
contaminé ? Empéchent-elles le transfert des métarsxla partie aérienne ? Promeut-elle la

stratégie d’exclusion des essences ligneuses etldtention d’un bois moins contaminé ?
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Ces essais, avant d’'étre menés sur le terrainaidenrétre menés en conditions controlées. En, dffet
faut s’assurer des conditions dans lesquels I'sssoe se fait. Des dispositifs tels que les rhizxads
paraissent intéressantgyslouzilovaet al.,2009.

En Wallonie, il existe de nombreux sites contamitlassés en trois catégories : les sites désadfacté
réaménager (SAR), les dépotoirs et les stationgessr Mais il faut également tenir compte desssite
a risques toujours en activité, les dépots de pitode dragage contenant de fortes teneurs en rpétau
les pollutions accidentelles mais aussi les ancisites non répertoriesCgllule Etat de
I'environnement wallon, 2030 Depuis le ler janvier 2013, le Décret Solsest pleinement
opérationnel et a donc toute son importance.

Le Décret Sols est basé sur I'évaluation et laigestu risque lié aux pollutions. Il présente a cet
égard (1) les normes de concentrations en polluamtsjuelles les teneurs retrouvées sur un site
doivent étre comparées, ainsi que les (2) actiemarnt étre menées en fonction des valeurs atteintes
Le dépassement de concentrations ditgaleurs seuils> implique la nécessité de réaliser une étude
d’orientation et, le cas échéant, une caractéoisatius poussée d'un site pollué. Dans certainsleas
Décret impose l'assainissement proprement dit deutijpns et I'élaboration d’'un « projet
d’assainissement » du site avant toute réaffectagb des mesures supplémentaires doivent ensuite
étre prises afin de prévenir de toute nouvelleupiolh.

Lorsqu'il s’agit depollution historique(antérieures au 30 avril 2007), le Décret Solsase d’enlever
tout risque de « menace grave » pour la santé memdes eaux souterraines et I'écosystéeme.
Cependant, méme si tout risque sanitaire est edapéut persister un risque environnemental de
lessivage vers les nappes phréatiques. C'est darsas particulier que la phytostabilisation des
polluants peut représenter une solution de gestiprisque de lessivage. Il est toutefois importint
mentionner que des mesures de suivi complémentigrgsnt nécessairement étre adjointes. En effet,
dans un processus de phytostabilisation, I'adjonct’'un monitoring de la plantation permettra de
s'assurer que tout du risque de lessivage sertisgaVia l'installation de drains et piézometres d
contrble par exemple.

Lorsqu'il s’agit d'unepollution nouvelle(postérieure au 30 avril 2007), le Décret Solpdse une
dépollution du site afin d’atteindre lesvaleurs de référence pondérées par les concentrations de
fond, notamment dans le cas de pollutions en métatautre part, le décret integre le principe «
BAT* », en conséquence de quoi des considérationssadiliés économiques et techniques peuvent

étre prises en compte. C'est ainsi que des teclsiglites classiques peuvent étre appliquées.

3 Décret du 5 décembre 2008 relatif & la gestiorsdis

4 “Best Available Technology " - concept repris article 2 13° du décret : "meilleures techniquispahibles” : le stade de développement
le plus efficace et avancé des installations etit&s et de leurs modes de conception, de corigiryal'exploitation et d'entretien dans le

secteur de I'assainissement des sols démontrptituitie pratique de techniques particuliéres atitaes, en principe, la base des valeurs
établies en exécution du présent décret et visanitér et, lorsque cela s'avere impossible, airédle maniére générale les préjudices a la
santé de 'homme ou a la qualité de I'environnengenbndition que ces techniques soient mises mi gpar une échelle permettant de les
appliquer dans le secteur concerné, dans des msd#&conomiquement et techniqguement viables ehtsaiccessibles dans des conditions
raisonnables (Directive n°2010/75 du 24 novembrD2@lative aux émissions industrielles (« IED »)).
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Développées depuis les années 70, il s’agit prakeipent de techniques physiques, chimiques et
thermiques Evlard et al., 201). Elles éliminent (lavage des terres, électrodjuét, désorption
thermique) ou insolubilisent les métaux dans le(stlbilisation physico-chimique). Le confinement
est également possible et consiste au regroupetiesrtierres dans une cavité imperméable et ou les
eaux d'infiltration sont collectées et traité&&afobberghen, 20)1Ces techniques sont colteuses et
destructrices des propriétés du sol. Par I'appdinatonjointe de ces techniques et du principe BAT,
peut néanmoins rester dpsllutions résiduelledorsque les valeurs de référence ne peuvent étre
atteintes. Dans ce cas précis, et pour autantogigisque de menace grave ait été éliminé, lecrddé

sol » impose des mesuresréparations complémentaires et compensatdir@&®st dans ce contexte
précis que la phytostabilisation peut s’avérer étre stratégie complémentaire. Les teneurs en métau
dans le sol ayant été diminuées, elle permettiaisi ad’assurer une démarche de dépollution
susceptible d’étre reconnue a juste titre commeurgesle réparation complémentaire. Enfin, la
phytostabilisation pourrait &tre utilement reconnamme mesure de réparation compensatoire dans le
sens ou elle permettrait non seulement de pérannigegestion de risques de contamination des
nappes phréatiques, mais aussi de récupérer ueer\lziblogique du sol. Encore une fois, un suivi
sera nécessaire pour s’assurer que la pollutiobiestmaitrisée.

C'est dans ces contextes que la phytostabilisagisin envisageable et peut étre une alternative
innovante et intéressante d’'un point de vue firemdtn effet, une plantation de saules, suivant une
technique de culture en taillis & courte rotatib€R), peut valoriser des sites contaminés aux métau
Cette valorisation peut avoir deux aboutissemeinicraux que sont la valorisation « énergie » et la

valorisation « matiére » du bois de phytostabilisa{Delcarteet al.,2013, Gossiaux, 20).2

Mais quelle serait la production annuelle de bios&par le saule en milieu contaminé ?

Sur sol « normal », le rendement moyen du saul@(8€R varie entre 5 & 7 t.han" (Gauthier,
2013 et entre 6 & 10 t.Haan® (Frenchet al., 2006 ; Dimitriouet al., 2005 ; 200 mais pourrait aller
jusqu’a 10 a 15 t.hkhan® (Greger et Landberg, 1995; Meeitsal 2005.

Nos résultats en biomasse, ainsi que ceux généateobtenus apres des essais en pots ou en
laboratoire ne peuvent étre extrapolés a ceux gus pourrions obtenir sur le terrain. En effet, la
biodisponibilité des éléments métalliques, et den toxicité, est souvent plus importante en nailie
contrblé. Le confinement du systéme racinaire tt#s expériences en pots peut également étre un
facteur important. Il faut également prendre ens@@ration que le long terme n’est pas intégré dans
ce type d’expérience. Enfin, les substrats aréfiement contaminés, généralement utilisés en pets,

reflete pas I'équilibre physico-chimique d'un soistbriquement contaminé : il existe une

® « Réparation complémentaire » : toute mesure giraéon entreprise a I'égard des ressources tiasuoel des services afin de compenser
le fait que la réparation primaire n'aboutit padaarestauration compléte des ressources naturellesles services. « Réparation

compensatoire » : toute action entreprise afinatepenser les pertes intermédiaires de ressourte®les ou de services qui surviennent
entre la date de survenance d'un dommage et le nt@uda réparation primaire a pleinement prodaii sffet.
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hétérogénéité et des hotspots dans le sol d’'umpsiteé que les racines peuvent contourner, ce qui
favorise la croissance de la planBickinsonet al., 2009 ; Pietriniet al., 2010. Afin de valider nos
conclusions, des démonstrationsitu sont donc nécessaires.

Quelques expériences ont été menéesitu (Gardea-Torresdegt al., 2005 ; Witterset al., 2009 ;
Ruttenset al., 2011 ; Suer and Andersson-Skold, 201Mrois ans aprés la plantationjitter et al.,
2009 indiquent que la moyenne annuelle de productiorbidenasse est de 4.7 a 5.9 tla’.
Cependant, ils remettent en cause les concentsafilevées en Cd, Zn et Pb, ces dernieres ayant pu
réduire la production de biomasse. lIs indiquerté&gent des conditions difficiles de croissanceslié
aux caractéristiques du sol (le sol était sec, aav sableux). Toutefois, le taux de survie dastsl
était de 91%, ceci indiquant que les plants se lsient enracinés malgré les conditions peu favosable
pour la croissanceR{ttenset al., 201]). Le rendement annuel de biomasse est principaleme
fonction de deux facteurs. Avant la contrainte bé& métaux, il est important de tenir compte de la
contrainte « nutritionnelle » et d’éventuelles dtinds de croissance non favorables pour les ligneu
Ensuite, des teneurs trop élevées en métaux pedgatetment étre la raison d'un échec de la
plantation Pulford et al 2001 ; Kinget al., 2006 ; Meerset al., 2007. Dans les deux cas de figures,
des amendements et fertilisants peuvent étre redcesges et Mench, 2008

La réalisation d’'essaim situ, permettrait de quantifier les colts que repré&seme plantation de
saules, ainsi que les « bénéfices » économiquesgién valorisation matiére) et environnementaux
inhérents (phytostabilisation, réduction d’émisside CQ) (Witterset al.,2009.

L’installation d'une saulaie comprend différentsitsy certes moins importants par rapport a des
techniques d’assainissement classiques, mais fautiltoutefois intégrer. L'investissement de départ
nécessaire pour linstallation et la survie desif@a concerne principalement le matériel végédal, |
préparation du site, la plantation, la récolte naaissi les amendements, la fertilisation, le ddwstoer

et l'irrigation. En effet, un des facteurs limitargst sans doute la demande en eau qui peut s'avére
importante chez le saule malgré qu'il puisse s'éelap des conditions de croissance difficiles.
Certaines espéces peuvent aller puiser en profotidau de la nappe phréatique et s’acclimateri ains
aux conditions environnementales. Le saule a égaleliavantage de croitre aussi bien dans des sols

engorgés que dans les sols bien aérés.

Bois propre ou bois déchet ?

Delcarteet al (2013)et Gossiaux (2012)nt procédé a la comparaison des teneurs en métaisxles
tiges provenant de nos essais aux valeurs seuildifiérentes législations européennes détermiaant
qgualité du bois. Compte tenu de leurs résultats,bleis obtenus aprés ces essais sont considérés
comme « bois propre ». La combustion du bois issa grojet de phytostabilisation est dés lors
théoriguement possible. Toutefois, bien que lesfeh des métaux soit limité chez les clones de
saules, il reste néanmoins un risque d’émissiomdgaux dans I'atmosphére lorsque la biomasse sera

brdlée. Il faut donc partir du principe que la basse issue d’un tel projet doit étre brilée de érani
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controlée et qu'il faut I'intégrer aux circuits galorisation industrielle (épuration des fuméeseabes

au niveau domestique....). Des recherches doivestdre étre menées quant a la sélection de saules
limitant un maximum le transfert des métaux vessparties aériennes et viser I'obtention d’un loieis
plus en plus propre (Figure XIll). D’autant plussque le transfert vers les feuilles est non négbige

et qu'il implique que la biomasse foliaire devréite également récoltée pour éviter le probléme de
disponibilité des métaux par la dégradation deslésuune fois tombées au sol. Ceci en défaveur de
I'enrichissement du sol par la restitution de tigtie.

Des processus de combustion adéquats de matérgmws ide projets de phytoremédiation
permettraient d’'empécher I'émission des métauxet maintenant en cours d'investigatidduppens

et al 2010. D’autre part, le recyclage des métaux peut étreisagé grace a la récupération des
métaux issus des cendres, ce qui serait un atonbggque non négligeable a I'heure actuelle. En ce
sens, ces parties de la filiere « valorisation dis lole phytostabilisation » engendrent des atauts e
termes de développement socio-économiques. Qagisse du développement de nouveaux projets
en recherche et développements (techniques et imaténnovants), ou du maintien, voire de la

création d’emplois ou d’'activités économiques.

Enfin, une plantation de saulaie, confere d’auptas-values environnementales au site contaminé :

- Une contribution & la fixation du carbone et adduction des émission de ¢Qedin, 1998 ;
Marmiroli et al.,2011 ; Witterset al.,2012).

- Un effet bénéfique sur la biodiversité en offrapumiture et protection a divers animaux,
favorisant ainsi la création d’écosystemiesdin, 1998 ; Suer and Andersson-Skold, 2011

- L’absorption des nutriments et la circulation durbcene dans le systeme sol-plante-
atmosphérel@ureysengt al.,2009.

- Un frein a I'érosion du sol et au lessivage desaimmimants.

- Dans un objectif de phytostabilisation, une plaatatie saules n'implique pas nécessairement
la technique de culture par T(t)CR. Si la technighe T(t)CR n’est pas envisageée, la
dégradation de « nouvelle » matiere organique pdaysermettre le développement des strates
herbacées auparavant limitées. Au cours du terapsaule, espéce pionniére serait remplacé
par d’autres especes végétales.

- Un couvert végétal améliorant la qualité du paysage

- Enfin, les parties ligneuses « propres » peuvents adtre valorisées culturellement par la

restauration des pratiques de la vannerie, dehitacture végétalesvlardet al. 2017).
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« Cette nouvelle approche ne sera acceptée qiensiémontre son succes ¥an Der Lelieet al.,
200 et « elle sera définitivement acceptée au traderBintégration des aspects sociawGaldea-
Torresdeyet al., 2005. A I'heure actuelle, nous évoluons dans une $&aémplexe, ou les actions
envisagées s'integrent dans une vision systémidqae.phytostabilisation comme technique de
phytoremédiation dépasse désormais le domaine el@rche. Elle integre des filiéres porteuses et
amene la communauté scientifique a travailler daiéna transversale en vue d’assurer une gestion

intégrée.
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