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Présentation de l’organisme d’accueil 

L'UMR 1136 "Interactions Arbres/Micro-Organismes" (IAM) est  divisée  en  quatre  équipes  
:  deux  sur  le  centre  de  l’INRA  à  Champenoux, Ecogénomique des interactions biotiques 
(responsable Francis Martin) et  Ecologie  des  champignons pathogènes forestiers 
(responsable Benoît Marçais) et deux sur le campus de l’université Henri Poincaré (UHP) 
Vandoeuvre, Homéostasie métallique et biormédiation (responsable Michel Chalot) et 
Réponses au stress et régulation Redox (responsable Jean-Pierre Jacquot). 

J’ai effectué mon stage sur le site de l’université Henri Poincaré dans l’équipe Homéostasie 
métallique et bioremédiation. 

 

 

I. Introduction 

De nos jours l’augmentation de la concentration en métaux lourds ou élément traces 
métalliques (ETM) dans l’environnement est très préoccupante. La présence des ETM dans 
les sols et les environnements aquifères peut avoir des origines naturelle ou anthropogénique. 
En effet, les ETM peuvent y être présents principalement suite aux dépôts atmosphériques 
issus d’activités volcaniques ou comme conséquence de l’érosion de l’affleurement de la 
roche-mère ; mais dans ces deux cas, ils sont généralement présents en de faibles 
concentrations (Robert et Juste, 1998). Depuis l’ère industrielle, l’homme a créé des 
environnements riches en ETM. Ces environnements, alors qualifiés de pollués ou 
contaminés, résultent de facteurs liés à différentes activités humaines telles que l’application 
de boues d’épuration sur des terres, l’intensification de l’utilisation d’intrants en agriculture 
(pesticides, engrais phosphatés) ou plus directement d’activités industrielles (métallurgie) ou 
minières. D’après le Ministère de l’Ecologie, du Développement Durable, du Transport et du 
Logement il y aurait en France environ 4465 sols et sites pollués. Depuis la loi du 30 juillet 
2003 avec l’article L512-17 du code de l’environnement, les entreprises en cessation 
d’activité ont dans l’obligation de dépolluer les terrains. Depuis cette date les essaies de 
phytoremédiation (technique plus écologique et moins couteuse) se sont développé. 
 
 

1) Métaux lourds et éléments traces métalliques 
 

            On définit le terme métal lourd comme tout élément métallique dont la masse 
volumique dépasse les 5 g/cm3 (figure1) (Wang et Chen, 2006). Le terme d’élément trace 
métallique (ETM) est également souvent rencontré dans la littérature scientifique afin de 
regrouper à la fois les éléments métalliques ainsi que d’autres éléments toxiques qui font 
partie de la famille des métalloïdes (Arsenic, Sélénium) (Nioboer et Richardson, 1980). Les 
ETM sont qualifiés d’éléments traces car ils sont généralement présents dans les sols à une 

http://mycor.nancy.inra.fr/GIteam/


2 
 

faible concentration, de l’ordre du gramme de métal par kilo de sol sec. 

 
 

Figure 1 : Tableau périodique des éléments chimiques. 
Les éléments métalliques sont encadrés en rouge, les principaux éléments traces métalliques pour 
lesquels des contaminations ont été observées sont surlignés en jaune. De même, les principaux 
métaux lourds contaminants de l’environnement sont encadrés en bleu. 
 
             Les ETM peuvent être classés en deux catégories: 
- les éléments non essentiels aux organismes vivants, et sont ainsi toxiques dès les plus faibles 
concentrations (cadmium, mercure...) 
- les oligo-éléments, essentiels aux cellules à de faibles concentrations (fer, manganèse, 
zinc...) et qui sont souvent utilisés comme cofacteur enzymatique (Waldron et al,. 2009). 

2) Etat de la pollution 
 

             Dans l’Union Européenne on dénombre environ 300 000 sites pollués (Agence 
Européenne pour l’Environnement), en France le nombre de sites pollués aux métaux lourds 
est estimé à 250 000, seuls 4396 sites sont inscrits au fichier BASOL regroupant les sites et 
sols pollués (ou potentiellement pollués) appelant une action des pouvoirs publics, à titre 
préventif ou curatif (figure 2). 
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Figure 2 : Localisation et dénombrement des sites BASOL en France 

(http://www.uved.fr/fileadmin/user_upload/modules_introductifs/module3/risques/2.2.4/html/2.html) 
 

En France, les régions les plus contaminées sont le nord, le nord-est et la région 
Rhône-Alpes  De nombreux sites de ces régions sont fortement contaminés suite à un 
historique du siècle écoulé lié à leurs activités majeures : industries métallurgiques et 
pétrochimiques, activités minières. Les principaux métaux contaminants sont les éléments 
suivants : Cd, Zn, Pb, Cu. Ces éléments, qui ont été relargués abondamment dans 
l’environnement jouxtant ces activités industrielles et minières, ont tendance à s’accumuler 
dans les sols et menacent la qualité des eaux souterraines et le bon équilibre sanitaire 
(augmentation des ETM au sein de la chaine alimentaire), en entrainant par leur excès des 
cancers et maladies tel que le saturnisme (Auburtin et Cabridenc, 1998). Le fonctionnement 
des ecosystème est également perturbé, les métaux lourds modifie les communautés fongiques 
et bactériennes (Colpaert et al., 2004 ; Giller et al., 1998). 

 
3)  Comment remédier à la pollution? 

 
            Différentes techniques de remédiation des sols se sont mis en place, les techniques 

physico-chimiques comme l’encapsulation, la désorption thermique qui permettent de traiter 
de grandes quantités de terre mais qui sont très invasives et très coûteuses (Khan et al., 2004; 
Mulligan et al., 2001).  Les techniques biologiques (atténuations naturelles, bioremédiation)  
sont peu coûteuses mais demandent en général un temps de traitement plus long et les sites 

traités ne peuvent être que d’une surface réduite. Parmi ces techniques biologiques, celle qui 
est principalement utilisée est la dépollution par les plantes (phytoremédiation). Deux 

http://www.uved.fr/fileadmin/user_upload/modules_introductifs/module3/risques/2.2.4/html/2.html
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stratégies principales peuvent être appliquées en phytoremédiation. La phytoextraction vise à 
accumuler les métaux au niveau des parties aériennes des plantes alors qu’en 

phytostabilisation un piégeage des métaux au niveau de la rhizosphère est recherché (figure 3) 
(Raskin et al., 1997, Verbruggen et al., 2009). Afin de résister aux effets toxiques générés par 

les métaux, les plantes ont dû mettre en place des mécanismes de résistance (production de 
phytochélatines, compartimentation vacuolaire...) (Schat et al., 2002, Blaudez et al., 2003). 

 
Figure 3 : Principales technique de phytoremédiation. 

Les ronds violets représentent les ETM, phytoextraction : transfert des éléments nocifs dans 
les tissus végétaux en les accumulant dans les parties aériennes, phytostabilisation : 

immobilisation des métaux au niveau de la rhizosphère afin de limiter le transfert des ETM. 
 

           Dans la nature les plantes ne se retrouvent généralement pas directement en contact 
avec la pollution métallique des sols. En effet au niveau de la rizosphère sont présentes des 
bacteries et des champignons qui sont en contact direct avec les polluants. Ces différents 
microorganismes peuvent intervenir dans le transfert des ETM vers la plante : en effet ils 
peuvent notamment augmenter la résistance de la plante en diminuant le transfert des ETM ou 
en favorisant la croissance  de celle-ci (Jourand et al. 2010; Soares et Siqueria 2008; Ma et 

al,.2010). De plus les effets des différents microorganismes peuvent se cumuler, ainsi des 
bactéries de type PGPB (Plant Growth Promoting Bacteria) et des champignons mycorhiziens 
peuvent augmenter ou diminuer le transfert des ETM vers les parties aérienne de la plante  
(Krupa et Kozdroj, 2006 ; Vivas et al., 2006). Quoiqu’il en soit, les microorganismes et 
notamment les champignons ont dû mettre en place des mécanismes de résistance contre les 
effets délétère des ETM. Plusieurs effets néfaste peuvent être observés tel que des 
perturbations de membranes cellulaires (Gadd, 1993) la production de radicaux libres 
s’attaquant aux membranes et aux acides nucléiques (Leonard et al., 2005), des cassures de 
l’ADN simple brin ainsi que la fromation de complexe avec l’ADN (Bregadze et al., 2008). 

 
4)  Mécanismes de tolérance aux ETM chez les champignons 
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           Dans le sol les champignons représentent les organismes les plus tolérants aux métaux 
lourds. Les ETM ont des effets toxiques directs sur les champignons, ils interagissent avec les 
membranes biologiques en les rendant plus perméables (Gadd, 1993). De plus ils ont 
également des effets indirects en augmentant la production de radicaux libres (Gadd, 1993). 
Différents stratégies se sont alors mises en place lors de l’évolution afin de répondre au stress 
métallique. Les mécanismes d’évitement comme la sécrétion de composés organiques dans 
l’environnement. Parmi les composés les plus connus et sécrétés dans de telles conditions, 
l’acide citrique, l’acide oxalique (Gadd, 1993) et les sidérophores semblent jouer des rôles 
primordiaux. D’autres mécanismes de tolérance impliquent les métallothionéines (Bellion et 

al., 2007), petits polypeptides permettant de piéger les métaux dans le cytosol des hyphes 
(figure 4), ou encore la surexpression de transporteurs de métaux au niveau du réticulum 
endoplasmique ou de la vacuole (Blaudez et Chalot, 2011). 

 
Figure 4 : Principaux mécanismes impliqués dans la tolérance aux métaux dans les 

cellules fongiques. 
1 : sécrétion de lignat (L) ; 2 : adsorption à la paroi ; 3 : complexation avec des 

métallothionéines (MT) ; 4 : complexation avec du glutathion (GSH) ; 5-6 : stockage dans la 
vacuole (d’apres Bellion et al., 2006). 

 

5) Les champignons mycorhiziens 
 

             La mycorhize est un organe symbiotique issu d’une association à bénéfice réciproque 
entre un partenaire fongique et une plante. Il existe plusieurs types de mycorhizes, 7 
catégories ont été définies au total mais nous nous intéressons ici qu’aux deux plus 
importantes que sont les ectomycorhizes et les endomycorhizes à arbuscules (Figure 5). Les 
ectomycorhizes se caractérisent par la présence d’un manchon fongique autour de la racine, le 
partenaire fongique se développe également entre les cellules du cortex de la plante formant 
ainsi le réseau de Hartig. Les ectomycorhizes pourraient agir comme une barrière physique 
contre les métaux lourds présents dans la solution du sol (Khan et al., 2000). Les 
endomycorhizes se caractérisent par un développement du partenaire fongique à l’intérieur 
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des cellules de la plante jusqu’au plasmalemme en formant des arbuscules qui sont la 
structure d’échange de composés entre les deux partenaires. 

 
Figure 5 : Les deux principaux types de mycorhize. 

Les cellules végétales figurent en bleu, les cellules fongiques en rouge. 
(http://ademyco.wordpress.com/2011/03/endoecto.jpg)). 

6)  Le biochar 

 
            Le biochar est un dérivé du charbon, il est obtenu après combustion de biomasse 
ligneuse dans des conditions où il y a très peu d’oxygène. Le biochar est connu pour ces 
propriétés de fertilisant depuis de nombreuses années. En effet les amérindiens l’utilisait déjà 
avant l’arrivée des premiers colons (Lehmann et al., 2006). Des études récentes montrent que 
la structure du biochar permet une meilleure rétention de l’eau et des nutriments ainsi qu’un 
meilleur échange de ceux-ci  et que le biochar engendre également une réduction de l’acidité 
des sols (Glaser et al., 2002, DeLucas et al., 2006). Ceci est d’autant plus important que le 
biochar a une durée de vie extrêmement longue (100-1000 ans) (Lehmann et al., 2006). La 
structure du biochar (surface) permet d’adsorber et de former des complexes avec les ions 
métalliques (Liang et al., 2006). Cette hypothèse a été testée dans plusieurs études afin de 
vérifier que le biochar permettait de limiter le transfert des ETM vers les plantes Namgay et 

al. en 2006 montrent ainsi que le biochar permet une réduction de l’accumulation de Cd et 
d’As dans les parties aériennes du maïs. D’autres études montrent que le biochar n’a pas 
d’influence négative sur le taux de mycorhization, (Herrmann et al., 2004 ; Warnock et al., 
2007 ).  

7)  Objectifs du stage 

 
           Ce stage s’inscrit dans le cadre du projet international ANR Biofiltree, qui a pour 
objectif principal de tester de nouvelles techniques de phytoremédiation en utilisant des 
champignons mycorhiziens et des ligneux (peuplier), avec un objectif de production sur sol 
pollué de biomasse non contaminée.  

Lors de ce stage nous nous sommes premièrement intéressés à l’étude du suivi des 
souches fongiques mycorhiziennes introduites au niveau de parcelles expérimentales. Dans un 
deuxième temps, des criblages (tests de tolérance aux métaux) et des identifications 
moléculaires de souches fongiques isolées de sites pollués ont été réalisés. Enfin dans un 
troisième temps, l’utilisation de biochar a été testée en conditions contrôlées afin de savoir si 

http://ademyco.wordpress.com/2011/03/endoecto.jpg)
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ce produit avait une influence sur la croissance de champignons mycorhiziens soit en culture 
pure, soit en présence d’un partenaire ligneux (peuplier). 
 
 

II.  Matériels et méthodes 
1) Suivi de la parcelle expérimentale de Pierrelaye 

 
          Le site expérimental de Pierrelaye se situe dans le département du Val-d’oise. La 
pollution de ce site date du 19éme siècle, en effet en 1899 la ville de Paris décide que 2150 ha 
deviendraient des champs d’épandage et une mise en service d’une usine d’épuration des eaux 
a été décidée afin d’assurer l’épandage des eaux usées. La pollution a seulement été détectée 
en 1997 et l’arrêt de cultiver ces terres a été mis en place. Le site présente une multi-
contamination, principalement au zinc, cadmium et plomb (Tableau  I). Le site de Pierrelaye 
est divisé en différentes parcelles, 48 peupliers ont été plantés par parcelle, soit avec le clone 
I214, soit avec le clone Skado. La moitié des parcelles ont été inoculées, et chaque modalité 
est répétée 4 fois. 

 
Tableau I : Concentrations des principaux ETM du sol du site de Pierrelaye et 

norme européenne correspondante. 
 
ETM concentrations identifiées sur la parcelle expérimentale (kg / ha) arreté du 8 janvier 1998 

(mg / kg) 

Cd 1,94 – 4,44 2 

Zn 314 - 761 300 

Pb 74,7 - 484 100 

Cu 69 - 230 100 
 

         Les racines ont été prélevées en novembre 2011 sur les individus du clone I214 pour les 
8 parcelles (4 inoculées et 4 non inoculées). Sur chaque parcelle les racines ont été prélevées 
de 5 arbres choisis aléatoirement en excluant les arbres de bordures. Un individu de la 
parcelle 23 du clone Skado a également été prélevé. L’inoculum provient d’un mélange 
fongique (champignons ecto- et endomycorhizien) (Tableau II)  

 
Tableau II : Composition de l’inoculum introduit à Pierrelaye sur le site 

expérimental. 
 

ectomycorhizien Hebeloma mesophaeum 
 

Amanita rubescens 
 

Laccaria proxima 
 

Paxillus involutus 

endomycorhizien Glomus intraradices 
BEG140 
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Glomus mosseae BEG95 
 

Glomus claroideum 
BEG96 

 

Glomus 

microaggregatum BEG56 
 

Glomus etunicatum 

BEG92 
 

Glomus geospotum 
BEG199 

 

Glomus 

irregulare/intradices 

DAOM197198 
a)  Analyses microscopiques 

 
        Une partie de ces racines sont ensuite prélevées (100 mg) pour les futures analyses 
moléculaires. La partie restante du système racinaire prélevé est utilisée pour observer les 
endomycorhises et les ectomycorhizes par microscopie photonique. Les ectomycorhizes sont 
d’abord comptées sur les racines fraichement lavées, 300 pointes racinaires sont observées à 
la loupe binoculaire. Pour observer les endomycorhizes, les échantillons doivent 
préalablement être colorés, pour cela, le bleu de méthyl a été utilisé. Les racines sont d’abord 
incubées à 90°C pendant 2h dans du KOH (10%) pour permettre une décoloration des tissus. 
On élimine ensuite le KOH en incubant les racines dans plusieurs bains d’eau. Les racines 
sont ensuite placées dans une boite de Pétri en présence d’un mélange de blue methyl à0,1% 
(p/v) et d’acide lactique pendant une nuit à température ambiante. Le lendemain, les racines 
sont rincées avec une solution d’acide lactique à 25% pour éliminer le bleu de méthyl. Des 
lames de microscopies sont alors préparées à raison de 5 lames par échantillon. Sur chaque 
lame 15 morceaux de fines racines d’environ 1 centimètre de longueur sont déposées entre 
lame et lamelle. La détermination du taux de colonisation par les champignons mycorhiziens 
est effectuée à partir du protocole mis en place par Trouvelot et ses collaborateurs (1986). 
Deux comptages sont réalisés : tout d’abord le pourcentage de mycorhization total du 
fragment et ensuite la proportion d’arbuscule. La méthode de dénombrement est donnée dans 
le tableau III. 

Tableau III : Dénombrement du taux d’endomycorhization. 

% Endomycorhization Score attribué au 
fragment considéré 

Taux d’arbuscules Code attribué au 
fragment considéré 

0 0 Aucun A0 
<1 1 Rare A1 
<10 2 Fréquent A2 
<50 3 Abondant A3 
>50 4   
>90 5   

On obtient des codes du type 1A0, 3A2 qui sont rentrés sur le logiciel Mycocalc qui 
permet de déterminer le pourcentage total d’endomycorhization et le taux d’arbuscules. 
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b)  Identification moléculaire des espèces fongiques présentes sur les racines 
         

   L’extraction de l’ADN génomique (ADNg) des racines est réalisée à partir du kit « 
DNeasy® Plant Mini Kit » de Qiagen (selon les recommandations du fournisseur). L’ADN 
obtenu est ensuite dosé au spectrophotomètre à une D.O. de 260 nm et un gel d’agarose à 1% 
préparé dans du TBE (Tris-Borate-EDTA) 100ml, 2µl de bromure d’Ethidium, un agent 
intercalant de l’ADN, est ajouté au gel permettant de révéler les fragments d’ADN par 
excitation aux UV.  

L’ADN est ensuite amplifié par PCR à l’aide de l’ADN matrice et des couples 
amorces correspondants (ITS1F/ITS4B ou NS31/AM1) (Tableau IV). Au total trois réactions 
de PCR (Tableau V) de 25µl sont nécessaires afin d’obtenir suffisamment d’ADN amplifié. 
Les régions ITS (Internal transcribed spacer) situées entre les gènes codant les sous unités 
28S, 18S, et 5.8S des ARN ribosomaux sont ainsi amplifiées à l’aide des couples d’amorces 
spécifiées ci-avant. 

Tableau IV Amorces utilisées 

amorces séquence cible 
ITS1-F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  basidiomycètes 
ITS4-B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG  basidiomycètes 
NS31 TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC endomycorhiziens Glomus 
AM1 GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA endomycorhiziens Glomus 

 

Tableau V Exemple de mélange réactionnel pour une PCR 

Composition du mélange  Volume en µL 
Matrice (ADNg) 1 
Amorces nucléotidiques 2 
Tampon 5× 10 
dNTPs (10mM) 1 
Enzyme Phire II 1 
Eau stérile  35 
Total 50 
 

Les extraits PCR sont ensuite purifiés à l’aide du kit « GENECLEAN® Turbo Kit » de 
MP biomedicals. Après purification, les inserts (7µl) sont mélangés au plasmide pGEMT(1µl)  
avec une ligase (1µl) et 1µl de tampon. Le mélange est placé une nuit à 4°C. Une 
transformation bactérienne est ensuite réalisée avec des bactéries compétentes qui sont mises 
en contact avec 10 µl du mélange de ligation puis placées dans de la glace pendant 30 
minutes. Un choc thermique est ensuite effectué (42°C pendant 45 sec), puis un milieu riche 
est ajouté (SOC) et les bactéries sont ensuite mises sous agitation (150  rpm) à 37°C pendant 
1 heure. Le mélange est ensuite étalé sur milieu LB contenant de l’ampicilline (1ml/l), le 
milieu est additionné de 100µl d’isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) à 0,1 mM, et de 
20µl de 5-bromo-4chloro-3indolyl-β-D-galactopyranoside  (Xgal) à 50mg/ml, Les boites 
ensemencées sont finalement placées à 37°c pendant une nuit. 

Les bactéries ayant intégré le plasmide sont récupérés, les colonies sont repérées par 
une coloration (les bactéries blanches ayant intégré l’insert), une partie est ainsi repiquée sur 
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une nouvelle boite et l’autre partie est placée dans 21µl d’eau stérile pour la réaction PCR sur 
colonies (Tableau VI). Les produits de la PCR sont séparés sur gel d’agarose (1,5 %) afin de 
vérifier à la fois la taille de l’insert et l’absence de faux positifs (bactéries ayant intégré un 
plasmide sans insert).  

Tableau VI : Exemple de mélange réactionnel pour une PCR sur colonies bactériennes 

Composé Quantité en µL 
Eau + ADN 21 
Tampon (10 X) 2,5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Amorces nucléotidiques 1 
Paq5000DNApolymérase (5 U/µl) 0,25 

 

Nous réalisons ensuite avec les produits PCR une réaction RFLP (restriction fragment 
length polymorphism). A cette occasion, deux couples d’enzymes de restriction sont utilisées 
afin de regarder si les inserts intégrés par les bactéries ont des profils de digestion différents. 
Cette méthode est utilisée pour réduire le nombre d’échantillons à envoyer à séquencer. Des 
cultures liquides des bactéries sélectionnées (différents profils de la réaction RFLP) sont 
réalisées. Des bactéries sont ainsi incubées dans du milieu LB () à 37°C sous agitation 
pendant une nuit. Afin de récupérer les plasmides isolés dans chaque clone bactérien, le kit « 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System » de Promega est utilisé. Il permet 
d’isoler et de purifier l’ADN plasmidique des autres composés de la cellule (y compris l’ADN 
génomique). L’ADN obtenu est ensuite dosé au spectrophotomètre. Si les échantillons dosés 
ont une concentration en ADN supérieur à 100 ng/µl, ils sont envoyés à séquencer à la société 
Beckman Coulter Genomics SA. Les séquences sont ensuite comparées à une base de données 
en ligne par BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) pour identification taxonomique.  

2) Criblage des souches fongiques 
a)  Tests de croissance  

Des implants de 4 mm de diamètre sont prélevés à partir d’un emporte-pièce et 
déposés sur 4 milieux différents (Malt, MMN, N2P2 et Pachlewski) (annexe 1). Après deux 
semaines de croissance une mesure du diamètre est réalisée pour déterminer les conditions 
optimales de croissance des souches fongiques. Le milieu sur lequel les souches se 
dévellopent le plus sera ainsi sélectionné et utilisé pour les tests de tolérance aux métaux. 

b)  Tests de tolérance aux métaux 

Les différentes souches fongiques ayant des conditions optimales de croissance 
différente nous réalisons un milieu composite de N2P2 + malt. Celui-ci est additionné ou non 
d’un métal. La résistance à deux métaux (cadmium et zinc) a été testée au cours de ce stage de 
master. Les concentrations suivantes ont été choisies : cadmium (CdCl2)  10 et 50 µM, zinc 
(ZnCl2) : 1, 3, et 5 mM. Afin de récolter plus facilement les souches fongiques des boites 
gélosées à la fin de l’expérience une membrane stérile de cellophane (préalablement bouillie à 
l’EDTA 10mM) est déposée sur le milieu gélosé de chaque boite avant de les inoculer. 

Une mesure du diamètre est effectuée chaque semaine afin de suivre la croissance du 
mycélium. Les souches sont récoltées quand le témoin (milieu non contaminé) atteint un 
diamètre de 6 cm. Les mycelia des souches sont ensuite pesés (masse fraiche) et séchés à 
l’étuve pendant deux jours pour déterminer leur masses séches. Les échantillons sont ensuite 
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envoyés pour déterminer leur contenu métallique par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma 
– Atomic Emission Spectrometry).  

3) Influence du biochar sur la croissance de champignons 
mycorhiziens  

a) Culture liquide 

 
           Des cultures liquides (100 ml) de Laccaria bicolor ( souche H82) dans deux conditions 
de stress métallique : absence ou présence de zinc a forte concentration (4mM) et 5 conditions 
de biochar (0, 0.5, 1, 5, et 10%). La culture est réalisée pendant une semaine. Le pH est 
mesuré stérilement en début et en fin de manipulation. 

b) Test en milieux gélosés 

 
            Un criblage de trois souches fongiques ectomycorhiziennes  (Paxillus involutus 
souche HE,  Paxillus involutus souche Pi01, Laccaria bicolor souche S238N) en présence de 
zinc et/ou de biochar. Une gamme de 6 concentrations en zinc (0, 1, 2, 4, 6, et 10 mM) 
couplée  à 5 conditions de biochar (0, 0.5, 1, 5 et 10%) a été testée. Tout comme pour les tests 
de tolérance des implants de 4 mm de diamètre sont déposés sur une membrane de cellophane 
posée sur milieu MMN gélosé. 

c)  Test avec le sol pollué 

 
            Afin de tester les capacités de mycorhization des souches fongiques en présence de 
biochar et d’un stress métallique, des cultures de peuplier en pots contenant du sol pollué de 
Pierrelaye sont réalisées. 

Trois inocula sont utilisés dans cette expérience : Paxillus involutus souche HE, 
Laccaria bicolor souche S238N, et un inoculum de plusieurs souches endomycorhiziennes.  
Dix traitements (Tableau VII) sont ainsi réalisés. 

Tableau VII : Pots réalisés en fonction de la souche de l'inoculum et du 
pourcentage de biochar introduit 

% de biochar 

inoculum 

0 1% 5% 

témoin 55   

Laccaria    

Paxillus    

inoculum 
endomycorhizien 

   

(En jaune apparaissent les modalités réalisées, n=5) 



12 
 

Les boutures de peuplier sont mises à débourrer une semaine avant le début de 
l’expérience dans un mélange de vermiculite, eau et de micro- et macro-éléments. Seules les 
boutures possédant des racines sont utilisées. La culture est mise en place pour une durée de 8 
semaines dans un phytotron afin de contrôler l’humidité, la lumière et la température. 
L’arrosage des plants se fait tous les deux jours (200ml) pendant une semaine, puis afin de 
favoriser l’établissement de la mycorhization l’arrosage est réduit à 100 ml par la suite. 

A la fin de l’expérience les plants sont mesurés (hauteur, masse fraiche) et un 
comptage du nombre de feuilles est réalisé. Les échantillons sont ensuite séchés à l’étuve et 
envoyer pour dosage des ETM par ICP-AES. La partie racinaire est prélevée et lavée, un 
décompte du nombre des ectomycorhizes est réalisé sur les pots inoculés par Laccaria et 
Paxillus. Pour les racines endomycorhizées par l’inoculum  une coloration au bleu de méthyl 
est effectuée comme pour le suivi des parcelles expérimentales. 

4)  Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées sous le logiciel R (version 2.13.1) pour les 
tests ANOVA et le test de corrélation et sous utilitaire Excel (AnaStats.fr) pour les tests de 
Kruskal-Wallis. 
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III. Résultats. 

1) Suivie de l’inoculation des parcelles expérimentales. 
a) Dénombrement des ecto- et endo-mycorhizes 

Dans cette expérience nous cherchons à déterminer si l’inoculum ectomycorhizien et 
endomycorhizien a colonisé les racines de peuplier. De plus le sol contient déjà des 
propagules fongiques susceptibles de coloniser les racines de peuplier. Pour cela un décompte 
des mycorhizes au niveau des ysytèmes racinaires a été réalisé. 

 

 

Figure 6 : Taux d’ectomycorhization des parcelles de peuplier. 

 Les barres représentent les erreurs standards, pour chaque parcelle n=5, les différences 
significatives entre parcelles sont indiqués par des lettres (test de Kruskal-Wallis). L’Encadré 

vert représente les parcelles inoculées. 

Le taux d’ectomycorhization est compris entre 2 et 8% pour l’ensemble des 8 parcelles 
étudiées (Figure 6). Les analyses statistiques ne montrent pas de différence significative entre 
les parcelles inoculées et non inoculées, sauf entre la parcelle 12 et 13 (pvalue<0.05) la 
parcelle inoculée a un taux d’ectomycorhization plus faible que la parcelle non inoculée.  
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Figure 7 : Taux d’endomycorhization et d’arbuscule des parcelles de peuplier. 

Les barres représentent les erreurs standards, pour chaque parcelle n=5. L’encadré vert 
représente les parcelles inoculées. 

 
Le taux d’endomycorhization est compris entre 5 et 14% (Figure 7). On observe une légère 
tendance à la hausse pour les parcelles inoculées mais celle-ci n’est pas significative. Le taux 
d’arbuscules est compris entre 3 et 10%. 

b)  Identification moléculaire des espèces fongiques présentes sur les racines de peuplier. 

Nous cherchons ici à déterminer les espèces fongiques présentes sur les racines de 
peuplier afin de notamment vérifier si elles appartiennent ou non à l’inoculum introduit. 

Les résultats de l’identification moléculaire nous montrent que sur les 5 champignons 
identifiés un seul est endomychorizien (Glomus mosseae), un est pathogène (Thanatephorus) 
et deux sont des epèces endophytes non pathogènes (Ceratobasidium et Cadophora). 
(Tableau VIII). 

Tableau VIII : résultat du séquençage 

Pour les valeurs Nd. L’espèce est présente mais nous ne possédons pas le pourcentage. 
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Numéro de parcelle 

% Endomycorhize % Arbuscule

Pourcentage de l’espèce par parcelles Résultat séquençage 
07 07 12 13 25 26 31 32  

29,166 Nd. Nd. Nd. 25 Nd. Nd. 41,666 Parasola sp 

Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Cadophora sp 

18,75 Nd. Nd. Nd. 16,666 Nd. Nd. 4,166 Ceratobasidium sp 

Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Thanatephorus 

Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Nd. Phialocephala sp 

41,666 20,833 41,666 29,166 8,333 62,5 68,75 68,75 Glomus mosseae 
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Apres avoir aligné et comparé les différentes séquences appartenant à l’espèce   
Glomus nous avons identifié deux génotypes différents. Glomus mosseae est l’un des 
champignons composant l’inoculum endomycorhizien introduit à Pierrelaye. Ces deux 
génotypes se retrouvent dans les parcelles inoculées et non inoculées. (Annexe 2). 

2) Criblage des souches fongiques 

a) Étude de la croissance des différentes souches en fonction du milieu de culture. 

 

Figure 8 : Croissance des souches fongiques sur différents milieux.  

Les données manquantes étant égales à zéro. 

La croissance des différentes souches a été testée sur quatre milieux de culture 
différents, dans la plupart des cas les souches présentent une meilleure croissance sur milieux 
N2P2 sauf pour les souches P16, P26, V04 et V07 qui se développent mieux sur malt. La 
croissance de ces souches sur milieux N2P2 étant réduite, un milieu composite N2P2-malt a 
alors été choisi en  tant que milieu gélosé pour les tests de tolérance aux métaux. 

b) Étude de la tolérance des souches fongiques aux métaux lourds 
 

La tolérance des 14 souches a été déterminée par la mesure de la biomasse fraiche 
produite sur milieu gélosé en présence (cadmium ou zinc) ou absence (contrôle)  de métaux 
(figure 9). 
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Figure 9 : Croissance des souches fongiques sur différentes concentrations de  Zn ou Cd 
après un temps de développement de 3 semaines, les barres représentant l’erreur 

standard (n=5) 

Un test ANOVA a été effectué, aucune différence significative n’a été observé 
(pvalue<0.05) sur le développement des souches en fonction de la concentration en zinc dans 
le milieu. Le développement des souches en présence d’un stress métallique est identique au 
contrôle. Pour ces deux souches (V24 et P16) les effets du stress métallique n’est pas 
perceptibles et les colonies se développent aussi bien que sur le témoin pour les  deux 
concentrations en cadmium et pour le zinc (1mM). Par contre la croissance des deux souches 
est complètement inhibée sur les milieux contenant 3 et 5mM de zinc. Les résultats des douze 
autres souches fongiques n’est pas encore déterminées car leurs croissances est très lente. 

3) Influence du biochar sur la croissance de champignons 

mycorhiziens 

a) Test en culture liquide 
Nous cherchions ici à vérifier si la présence biochar dans le milieu de culture 

permettait une meilleure tolérance aux métaux lourds des champignons. Comme première 
expérience nous avons choisi des cultures liquides du champignon ectomycorhizien 
modèle,Laccaria biocolor avec zinc ou sans zinc et une gamme croissante de biochar.   
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Figure 10 : Croissance de laccaria bicolor en présence ou absence de zinc en présences de 
différentes concentrations en biochar, et évolution du pH final dans chaque condition. 
Les barres représentent les erreurs standards, les différences significatives entre traitement 

pour chaque condition sont indiquées par des lettres (test ANOVA), n=3. 

La croissance de Laccaria bicolor en milieu liquide est identique en absence ou 
présence d’un stress métallique (zinc) (figure 10). Lorsque l’on ajoute du biochar dans le 
milieu on observe une meilleure croissance dans les deux conditions à faible pourcentage de 
biochar (0.5 %), ces différences sont significativement différentes (pvalue<0.05), par rapport 
au contrôle.  A fort pourcentage de biochar (5 et 10%) on observe une décroissance de la 
biomasse pour les deux conditions revenant à la croissance initiale (sans biochar). Cette 
décroissance est à mettre en relation avec l’augmentation du pH même si le pourcentage de 
corrélation n’est pas significatif (pvalue > 0,05, R²=0,51).  

 Les dosages de métaux accumulés n’a pas pu être réalisé, car Laccaria bicolor a 
adsorbé le biochar (Figure 11). Nous avons donc décidé de changer de stratégie et de réaliser 
les expériences en milieu solide gélosé. Dans ces expériences d’utiliser trois souches de 
champignons ont été testées. 

 

 

 

 

 

 

 

b) Tests en milieux gélosés 
Nous cherchons à vérifier que le biochar permet une meilleure tolérance à un stress métallique 
sans que celui-ci  s’accumule sur les hyphes des champignons. Une membrane de cellophane 

est ajoutée entre milieu gélosé et implant fongique, si bien que la colonie ne développera sans 
contact physique direct avec le biochar. 

 

 

Figure  11 : Culture de Laccaria bicolor en absence 
de zinc et en présence de 1% de biochar. 
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Figure 12 : Croissance des différentes souches fongiques après deux semaines de culture 
sur des milieux contenant différentes concentrations de biochar avec ou sans stress 

métallique, les barres représentent les erreurs standards (n=5).  

 Des tests ANOVA ont été réalisés sur les différentes souches, aucunes différences 
significatives n’ont été observées entre les différents traitements de biochar. Tout d’abord 
nous pouvons remarquer à partir de la figure 12 que la croissance des souches de Paxillus 
involutus (Pi01 et HE) sur des concentrations en biochar de 0,5 et 1 % est identique aux 
témoins, alors que la croissance de Laccaria bicolor (S238N) est inhibée après 0,5 % de 
biochar. En présence d’un stress métallique les souches Pi01 et S238N ont une croissance 

Souche Pi01 

Souche S238N 

Souche HE 

0 

0 0 0 

0 
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fortement diminuées par rapport aux contrôle, ces souches sont sensible à un stress métallique 
alors que la souche HE présente une croissance identique au témoin à 1mM de zinc, cette 
souche résiste à des concentrations de 2mM. Lorsque l’on additionne le stress métallique et la 
présence de biochar, nous observons chez la souche résistante (HE) une meilleure résistance 
au stress métallique, un fort pourcentage en biochar (5%) permet de résister à des doses de 4 
et 6 mM de zinc. 

 

c) Test de mycorhization en pots contenant du sol pollué de Pierrelaye 
 

Afin de tester les capacités de mycorhization du peuplier en présence de biochar et 
d’un stress métallique nous réalisons une expérimentation en pots afin de rester dans des 
conditions contrôlées.. 

Au niveau de la morphologie de la plante nous observons  des différences 
significatives (pvalue < 0,05) aux niveaux des traitements pour les traits taille de la tige, poids 
frais tige et feuille et poids sec tige et feuille (tableau IX et X). En effet les peupliers inoculés 
par les souches Laccaria bicolor et Paxillus involutus présentent une meilleur croissance pour 
ces traits par rapport aux peupliers inoculés par l’inoculum endomycorhizien. On observe 
également une différence significative entre les pourcentages de biochar pour le taux relatif en 
eau, les peupliers à 5 % de biochar présente un meilleur RWC que ceux dans la condition à 1 
% de biochar. 

Tableau IX : Effets des traitements (témoin, Laccaria bicolor, Paxillus involutus, 
inoculum Endomycorhizien), biochar (0, 1 et 5%) et de l’interaction entre le biochar et 

les traitements. Test ANOVA. Les corrélations significatives sont signalées en gras. 

paramètre source Ddl SS MS F Pvalue 
Nombre 
de feuille 

Traitement 3 131.81 43.938 1.2901 0.294 
biochar 2 152.58 76.291 2.2400 0.122 
Traitement * biochar 4 157.72 39.430 1.1577 0.347 
Erreur 33 1123.93   34.059   

Taille des 
tiges 

Traitement 3 1341.99 447.33 7.0560 0.0008 
biochar 2 271.62   135.81   2.1422 0.133 
Traitement * biochar 4 400.42 100.11   1.5790 0.202 
Erreur 33  2092.11    63.40   

MS des 
feuilles 

Traitement 3  170.553   56.851   7.0706 0.0008 
biochar 2   26.581   13.291   1.6530 0.206    
Traitement * biochar 4   27.499    6.875   0.8550 0.500   
Erreur 33  265.334    8.040     

MF des 
tiges 

Traitement 3  30.721 10.240   7.4716 0.0005 
biochar 2   3.093   1.546   1.1284 0.335     
Traitement * biochar 4   9.724   2.431   1.7738 0.157 
Erreur 33  45.228   1.370     

MS des 
feuilles 

Traitement 3  19.166   6.388   6.1952 0.0018 
biochar 2   1.828   0.9138   0.8861 0.421 
Traitement * biochar 4   2.941   0.7353   0.7130 0.588    
Erreur 33  34.030   1.0312     

MS des 
tiges 

Traitement 3  3.371 1.12397   5.7699 0.002 
biochar 2  0.349 0.17488   0.8977 0.417    
Traitement * biochar 4    1.101 0.27543 1.4139 0.251 
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Tableau X : Comparaisons des différents traitements sur toutes  les populations 
et comparaisons des différents pourcentages de biochar pour le taux relatif en eau. 

paramètre source  diff lwr upr pvalue 
 
 
Taille des 
tiges 

 
 
traitement 

L-E   11.136 1.638 20.633 0.016 
P-E   13.318 4.096 22.540 0.002 
T-E    2.608 -6.184 11.400 0.852 
P-L    2.182 -7.713 12.077 0.932 
T-L  -8.522 -18.024 0.969 0.091 
T-P  -10.71 -19.931 -1.488 0.017 

 
 
MF des 
feuilles 

 
 
traitement 

L-E   4.050 0.667 7.432 0.013 
P-E   5.193 1.909 8.477 0.0008 
T-E    2.075 -1.056 5.206 0.294 
P-L    1.143 -2.380 4.667 0.816 
T-L  -1.975 -5.357 1.407 0.403 
T-P  -3.118 -6.402 0.165 0.067 

 
 
MF des tiges 

 
 
traitement 

L-E   1.730 0.334 3.126 0.010 
P-E   2.148 0.792 3.504 0.0008 
T-E    0.725 -0.567 2.017 0.439 
P-L    0.417 -1.037 1.872 0.864 
T-L  -1.005 -2.401 0.390 0.228 
T-P  -1.423 -2.779 -0.060 0.036 

 
 
MS des 
feuilles 

 
 
traitement 

L-E   1.261 0.0498 2.472 0.038 
P-E   1.743 0.5672 2.919 0.001 
T-E    0.558 -0.563 1.679 0.540 
P-L    0.482 -0.779 1.744 0.731 
T-L  -0.702 -1.914 0.508 0.409 
T-P  -1.185 -2.361 -0.008 0.047 

 
 
MS des tiges 

 
 
traitement 

L-E   0.559 0.033 1.086 0.033 
P-E   0.703 0.192 1.214 0.003 
T-E    0.201 -0.285 0.689 0.680 
P-L    0.143 -0.405 0.691 0.893 
T-L  -0.358 -0.884 0.168 0.272 
T-P  -0.501 -1.012 0.009 0.055 

RWC  
(taux relatif 
en eau) 

biochar 0%-1% -0.256 -0.688 0.174 0.322 
0%-5% 0.289 -0.253 0.831 0.400 
1%-5% 0.546 -0.001 1.093 0.050 

En gras apparaissent les valeurs significatives, test ANOVA. L = Laccaria bicolor, E = 
inoculum endomycorhizien, T = témoin, P = Paxillus involutus, MS = masse sèche, MF = 

masse fraiche.  

Le taux d’ectomycorhization dans cette expérience est nul pour tous les traitements 
quel que soit le taux de biochar. Nous réalisons également un décompte des endomycorhizes.  

Erreur 33  6.428 0.19480                       
RWC  
(taux 
relatif en 
eau) 

Traitement 3  0.119 0.03991   0.1474 0.930   
biochar 2  1.946 0.973  3.5960 0.038 
Traitement * biochar 4  1.172 0.293   1.0832 0.380 
erreur 33  8.931 0.270   
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Figure 13 : Taux d’endomycorhization et d’arbuscules en fonction de l’inoculum. Les 
barres d’erreurs représentent l’erreur standard, n=5, une étoile représente une différence 

significative par rapport au témoin (T-), T : témoin, L : Laccaria, P : Paxillus, E : inoculum 
endomycorhizien, - : sans biochar, + : 1% de biochar ajouté à la terre, 5+ : 5% de biochar 

ajouté à la terre. 

Le taux d’endomycorhization est très variable en fonction de l’inoculum utilisé, il est 
compris entre 0 et 3,5% (Figure 13). Des différences significatives sont observées pour les 
traitements L-, P-, P+ et E5+ par rapport au témoin. Ces traitements ont un taux 
d’endomycorhization plus important que le témoin. Pour le traitement Laccaria l’absence de 
biochar confère un meilleur taux de mycorhization alors que pour le traitement avec 
l’inoculum endomycorhizien c’est la présence de 5% de biochar qui est favorable à la 
mycorhization. Pour le traitement avec l’inoculum Paxillus la présence de biochar n’a pas 
d’influance. 
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IV.  Discussion 

1) Suivi des parcelles expérimentales 

La quantification du taux de mycorhization des racines de peupliers montre la 
présence de champignons ectomycorhiziens et endomycorhiziens. Les différentes parcelles 
présentent des degrés de colonisation variable. Cependant les taux d’endomycorhization sont 
très proches entre eux et sont en moyenne de 10 %. Lingua et al en 2008 montrent que le taux 
de mycorhization de racines de peupliers issues d’un sol pollué au zinc était inférieur à 5 % 
pour des peupliers non inoculés, les parcelles P13 et P26 présentent donc des valeurs de 
mycorhization qui se rapprochent de cette étude. 

   Ces faibles taux de mycorhization pourraient être expliqués par plusieurs facteurs, 
tout d’abord les ETM peuvent avoir un effet inhibiteur en diminuant la croissance fongique, 
Karlinski et al en 2009 montrent en effet que les ETM diminuent la disponibilité des 
nutriments. Certains ETM pourraient aussi agir directement sur le champignon en inhibant la 
mycorhization (Christie et al., 2004). 

  Ensuite les propriétés physico-chimiques du sol pourraient aussi expliquer un faible 
taux de mycorhization, notamment la disponibilité du phosphore et de l’azote, si celle-ci est 
trop élevée, elle est défavorable à l’établissement de la symbiose et diminue le taux de 
germination des spores (Christie et al., 2004). Le taux d’humidité du sol peut également 
défavoriser la mise en place de la mycorhization, en effet un sol trop humide ou trop sec 
inhibe la formation de mycorhizes (Gehring et al., 2006 ; Karlinski et al., 2009), or le site de 
Pierrelaye est légèrement pentu : certaines parcelles se retrouvent ainsi mieux irriguées que 
d’autres, le sol est également très sablonneux donc très drainant.  

   Enfin la présence d’ectomycorhize et d’endomycorhize sur les parcelles non 
inoculées révèlent la présence d’un inoculum naturel, Lingua et al en 2008 montrent que sur 
des sites pollués un inoculum endogène est présent en faible quantité. Cet inoculum endogène 
se retrouve donc en compétition avec l’inoculum introduit sur les parcelles inoculées. De plus 
la présence de champignons saprophytes peut également diminuer le taux 
d’ectomycorhization comme a pu le montrer Pereira et al (2012) sur des racines de châtaignier 
inoculées par un champignon ectomyrhizien en présence d’un saprophyte.  

   Sur un autre site expérimental du projet BIOFILTREE (Doubs) le taux 
d’endomycorhization des racines de peupliers est de l’ordre de 45% en moyenne, et très peu 
d’ectomycorhization a pu être observé. Ce site est contaminé au mercure et en arsenic. Les 
différences de mycorhization pourraient être expliquées par la forte toxicité du cadmium sur 
le site de Pierrelaye, Christie et al (2004) montrent que des taux élevés de cadmium inhibent 
la mycorhization. De plus la texture du sol est très différente entre les deux sites, en effet  le 
site du Doubs est un ancien bassin de décantation des eaux usées. Le sol est alors très 
limoneux, permettant ainsi une meilleure rétention de l’eau par rapport au site de Pierrelaye. 

L’amplification des régions ITS des champignons associés aux racines de peupliers a 
permis de mettre en évidence un champignon endomycorhizien (Glomus mossae). Les 
espèces de genre Glomus ont des capacités d’adaptation aux environnements pollués, 
notamment G. mossae qui présente une prédominance dans ces environnements (Din Hassan 
et al., 2011). Les Glomus sont très tolérants au cadmium (Jeffries et al., 2003) , ce qui 
pourrait expliquer leur présence sur le site de Pierrelaye. 

  Nous n’avons amplifié aucun champignon ectomycorhizien, ceci peut s’expliquer par 
le faible taux d’ectomycorhize présent sur les racines étudiées. Ce faible taux peut s’expliquer 
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par la jeunesse du peuplier, en effet les ectomycorhizes se retrouvent généralement sur les des 
peupliers plus âgés. Dans son étude, Krpata et al., (2008) montrent à partir de racines de 
peuplier issues de site pollués au zinc et au cadmium, des taux d’ectomycorhization de 95 % 
et aucune endomycorhize à arbuscules sur des arbres âgés de 25 ans. 

 La présence de nombreux champignons non mycorhiziens (endophytes, saprophytes 
et pathogènes) a été révélée via l’amplification des ITS fongiques. La présence de nombreux 
endophytes sur des sites pollués a été montrée dans plusieurs études. Mandyam et Jumpponen 
(2005) montrent qu’ils peuvent être aussi  nombreux que les champignons mycorhiziens. Ces 
endophytes ou DES (dark septate endophytes) pourraient être bénéfiques à la plante hôte 
(Mullen et al., 1998) et se retrouvent souvent dans des environnements extrêmes. Likar et 
Regvar (2009) montrent ég alementque le taux de champignons endophytes est plus important 
sur les parcelles contaminées, dans cette étude  le genre Cadophora est retrouvé en majorité, 
comme dans la nôtre. Ces nouvelles études sur les DES ouvrent de nouvelles perspectives 
intéressantes pour la phytoremédiation. 

 

2) Criblage des souches fongiques  
 Nous avons choisi un milieu composite N2P2-malt pour permettre une uniformité des 

tests réalisés dans l’étude, en effet on évite ainsi un biais dans la manipulation puisqu’il a été 
montré que le milieu de culture pouvait influencer de manière différente la solubilité des 
métaux (Hartley et al., 1997). 

 D’après les résultats obtenus on peut conclure que les doses élevées en zinc affectent 
la croissance des champignons en diminuant la biomasse produite. Une étude de Martino et al 
(2000) sur des champignons mycorhiziens éricoïdes issus de sols pollués au zinc montre des 
résultats similaires, à savoir une forte concentration en zinc et cadmium réduit fortement le 
développement des souches fongiques. Dans une autre étude Colpaert et al., sur un 
champignon ectomycorhizien Suillus luteus, montre que certaines souches sont tolérantes au 
zinc et au cadmium, les souches tolérantes se développe sur plus de 5 mM de zinc et 100 µM. 
De plus les ETM réduisent le taux d’arbuscules (site d’échanges entre les deux partenaires de 
la symbiose) ainsi que le nombre de points d’entrée dans la racine (Ortega-Larrocea et al., 
2007).La tolérance à la pollution serait espèce-spécifique, métal-spécifique comme le montre 
Leyval et al., (1997) sur des champignons mycorhiziens à arbuscule, dans notre étude nous ne 
pouvons pas confirmer ces résultats car deux souches ont été récoltés, les autres n’ayant pas 
suffisamment poussé. 

3)  Influence du biochar sur la croissance de champignons 

mycorhiziens 
La culture de Laccaria bicolor en milieu liquide et en présence de biochar est à notre 

connaissance la première étude de ce genre. Le biochar semble bénéfique à la croissance en 
faible concentration. Nous ne savons pas s’il permet de réduire le transfert des ETM de la 
solution nutritive vers le champignon. En effet nous ne pouvons réaliser d’analyses du 
contenu en métaux des hyphes, le biochar adsorbé sur les hyphes donnerait un biais important 
dans la concentration réelle. La meilleure croissance observée pour les faibles taux de biochar 
pourrait être due à un apport d’une source de carbone. La décroissance de la biomasse dans 
les fortes concentrations en biochar est due d’une part à l’augmentation du pH et d’autre part 
à la présence d’un stress métallique lorsque celui-ci est présent. 
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La croissance fongique sur milieux gélosé et en présence de biochar est espèce et 
souche dépendante. Ainsi la croissance de Laccaria biocolor souche S238N est inhibée dès 
les plus faibles doses de biochar alors que Paxillus involutus souche Pi01 est tolérant aux 
biochar, Paxillus involutus souches HE est intermédiaire. Duclos et Fortin (1983) montrent 
sur milieux gélosé que l’addition de biochar permet d’avoir un taux de mycorhization de 
Vaccinium spp par des ERM (ericoid mycorrhizal fungi) de 100 %. Dans cette expérience 
nous observons également que le biochar permettait de protéger les champignons résistants 
contre les effets toxiques des ETM, comme nous pouvons le voir un taux de 5 % de biochar 
permet à la souche Pi01 de se développer sur des concentrations en zinc de 4 et 6 mM.  

Les résultats du test en pots nous montrent des différences entre traitements pour 
certains traits. Cependant ces résultats ne sont pas très concluants car chez les individus 
inoculés par l’inoculum endomycorhizien et chez les témoins nous avons un taux de mortalité 
élevé d’environ 35 %, il ne nous restait plus que trois individus par condition ce qui augmente 
l’hétérogénéité des résultats. Les différences entre les taux de biochar pour le trait taux relatif 
en eau peuvent être expliquées par la forte mortalité observée chez les témoins en présence de 
5 % de biochar. Nous observons également des différences significatives entre les témoins et 
inoculation par Paxillus pour différents traits, ces différences peuvent également être 
expliquées par la mortalité des témoins. 

Nous n’observons aucune ectomycorhize lors de cette expérience, pourtant plusieurs 
études montrent que l’addition de biochar permet de favoriser le taux d’ectomycorhize 
(Harvey et al., 1976; Mori et Marjenah, 1994). Cependant, cette augmentation reste faible : en 
effet Harvey et al (1976), montrent une augmentation du taux de mycorhize de 2,9 % par 
rapport au contrôle (sans biochar). Le taux d’endomycorhize est faible dans notre expérience 
(maximum 3,5 %) pourtant plusieurs expériences montrent des taux de mycorhization élevée 
(Gaur et Adholeya, 2000 ; Saranya et Kumutha, 2011). Saranya et Kumutha (2011) montrent 
que le taux de mycorhization par Glomus intraradices de racines de maïs dans des conditions 
100 % biochar ou 90 % biochar et 10 % terre est de 90 % environ. Cette expérience confirme 
nos résultat du suivi des parcelles expérimentales, la terre de Pierrelaye ne semble pas adaptée 
à l’apport d’un inoculum extérieure. Nous attendons les résultats d’analyses du contenu en 
métaux des feuilles pour savoir si le biochar permet une réduction ou non du transfert des 
ETM vers les parties aériennes de la plante. 

 

V.  Conclusion et perspective 
 

L’ensemble des travaux réalisés pendant ce stage nous ont permis de mettre en 
évidence un faible taux de colonisation des racines de peupliers par des champignons 
mycorhiziens sur le site expérimental de Pierrelaye. Les analyses moléculaires d’identification 
des champignons présents sur les racines de peuplier nous montrent que l’inoculum n’a pas 
été compétitif.  Dans la suite de ce projet il serait peut être nécessaire d’envisager un autre 
moyen d’inoculation, en effet les boutures mise en place pourraient être préalablement 
inoculées avant la mise en terre, on pourrait également incorporer l’inoculum à la terre avant 
la mise en place des boutures. La découverte de la présence de champignons endophytes sur 
les racines de peuplier ouvre de nouvelles perspectives de mycoremédiation avec ces espèces 
fongiques. De plus il serait préférable de produire un inoculum à partir des souches isolées sur 
ce site. Comme nous avons pu le voir les souches V24 et P16 sont tolérantes au cadmium, 
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elles sont également adapté aux conditions du milieu (température, pH, hydrométrie…). 
L’étude des capacités de mycorhization des souches isolées devra être réalisée avant de 
pouvoir les produire en grande quantité pour une introduction sur site pollué. L’utilisation du 
biochar ne semble pas être défavorable à un projet de mycoremédiation, en effet nous 
n’observons aucune différence du taux de mycorhization  en présence ou absence de biochar. 
Pour l’avenir il serait nécessaire d’élargir le test sur milieu gélosé a d’autre espèce pour 
trouver les plus tolérantes, et également de réaliser ce test sur milieu multi-contaminé. Le 
biochar pourrait être une solution dans des sites de pH faible afin d’élever ce dernier à des 
valeurs où les métaux seront moins disponibles, ce qui permettrait alors de produire de la 
biomasse moins contaminée. 
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VII. Annexes 

Annexe 1 composition des milieux 

Milieu Malt solide (1 litre) : 12 grammes d’extrait de malt – 15 gramme d’agar – pH 
5.5 

Milieu N2P2 solide (1litre) : CaCl2 50mg/l – MgSO4, 7H2O 150mg/l – 
Na2HPO4 160mg/l – (NH4)2So4 250mg/l – KH2PO4 250mg – NaH2PO4 4.5mg/l – 
citrate ferrique 12mg/l – glucose 2.5g/l – thiamine 40µg/l – Kanieltra 100µl/l – agar 
15g/l – pH 5.7 

Milieu MMN solide (1 litre) : KH2PO4 50g/l – (NH4)2HPO4 25g/l – CaCl2 5g/l – NaCl 
2.5g/l – MgSo4, 7H2O 15g/l – thiamine 1g/l -  FeCl2, 6(H2O) 10g/l – Glucose 10g/l – 
Agar 10g/l – pH 5.5 

Milieu Pachlewski solide (1 litre) : Kanieltra 100µl/l glucose 20g/l – agar 20g/l – 
KH2PO4 0.5g/l – maltose 5g/l – thiamine 10µl/l – sulfate de magnésium 1g/l – tartrate 
d’ammonium 2.3g/l – pH 5.5  

Milieu N2P2 modifié solide (1 litre) : N2P2 (1 litre) + 5 g/l d’extrait de malt 

Milieu LB-Amp solide : tryptophane 10g/l – NaCl 10g/l – extrait de levures 5g/l – agar 
20g/l – ampiciline (100mg/ml) 1ml/l. 

Milieu SOC : bactotrypeptone 20g/l – NaCl 0,5g/l – extrait de levures 5g/l – KCl 0,2 
g/l – MgSO4 10mM – MgCL2 10mM – glucose 20g/l. 
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Annexe 2 : Alignement de séquences obtenu à partir des séquences ITS de 

Glomus (logiciel utilisé : Multialin). 
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1--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------l 

GTTTCCCGTRRGGCGCCGRRTGRGTCRTTRRRRRRlTRRCRTCRTCCGRTCCCTRGTCGGCRTRTTTTRTGGTTRRGRCTRCGRCGGTRTCTGRTCGT 
GTTTCCCGTRRGGCGCCGRRTGRGTCATTAAAAAAlTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGT 

AATTGATGCCTCCCGGACGCCA- TGGCCGCGGGATTCCCGTRAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAAlTRACATCATCCGATCCCTAGTCGGCRTAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGT 
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAAlTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGT 
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAAlTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGT 
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAATGAGTCATTAAAAAAlTAACATCATCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGATCGT 

TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA- ---GCTCCAATAGCGT - ATATTAAAGlTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTCAG---TAGGTTGGTCGTGCCACAG 
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA----GCTCCAATAGCGT - ATATTAAAGlTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTCAG---TAGGTTGGTCGTGCCACAG 
TTGGAGGGCRAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA----GCTCCAATAGCGT - ATATTAAAGlTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTCAG---TAGGTTGGTCGTGCCACAG 
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA----GCTCCAATAGCGT - ATATTAAAGlTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTCAG---TAGGTTGGTCGTGCCACAG 
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTACA----GCTCCAATAGCGT - ATATTAAAGlTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTCAG---TAGGTTGGTCGTGCCACRG 
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCRGCAGCCGCGGTAATTCCA----GCTCCARTAGCGT - ATRTTAARGlTGTTGCAGTTRAAAAGCTCGTAGTTGAATTTCGGGGTTRG---TRGGTTGGTCRTGCCTCTG 
ttggagggcaagtctggtgccagcagccgcggtaa TtcCa •••• GCt CCaAtaGcGT. AT attAAAg 1T gttgcag TtaaAaagCT cGT aGttgaAt TT cggGGTt Ag ••• TAgGttGGT c. tgcctC. g 

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 
1--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------l 

32-46 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 
13- 1 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 

32-25 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 
26- 35 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 

7-1 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 
26- 9 CTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATCCTTGGCAAATGCTTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAATTGAATACTAATGCCCCCAACTATCCCT 

31-28 GTATGAACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGAA--CCGT ----AATGCCATTA----ATTTGGTGTTGCGGGGAGACTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTAACGCT 
7-8 GTATGAACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGAA--CCGT ----AATGCCATTA----ATTTGGTGTTGCGGGGAGACTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTAACGCT 

26-1 GTATGAACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGAA--CCGT ----AATGCCATTA----ATTTGGTGTTGCGGGGAGACTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTAACGCT 
25-9 GTRTGAACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGAA--CCGT ----AATGCCATTA----ATTTGGTGTTGCGGGGAGACTGGACTGTTACTTTGAAAAARTTAGAGTGTTTAAAGCAGGCTAACGCT 
7- 2 GTRTGAACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGRA--CCGT ----AATGCCRTTA----ATTTGGTGTTGCGGGGRGACTGGACTGTTACTTTGRAAAARTTAGRGTGTTTAARGCAGGCTAACGCT 

13- 25 GTATGTACTGGTCTCACTGATTCCTCCTTCCTGATGAA--CCGT ----AATGCCATTA----ATTTGGTGTTGCGGGGAATTTGGACTGTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGCTCCAGGCAGGCCTATGCT 
Consensus g T at.GaaCtgg T ct. Cac T ga TT Cc T cc TT cc TGAt gAa •• CCg T •• •• AATGCca Tt a • ••• At TT gill g TT gcggggA •• ctgGAc Tg Tt ACt TtgaAaRAa Tt.Rgagtg . tt. a. gCaggCtaacgCT 

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 
1--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------l 

32-46 ATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAACAAAATAGGATCGAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGCGTTAGCTTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCAAAT 
13-1 ATTAATCATTACGTCAATCCTAGAAACCAACAAAATAGGATCGAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGCGTTAGCTTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCAAAT 

32- 25 ATTAATCRTTACGTCAATCTTAGAAACCAACARAATRAGACCGAACGTCCTRTTTCATTATTCCRTGCTRATGTATTCRAGCGTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCRGTC 
26-35 ATTAATCATTACGTCAATCTTAGAAACCAACAAAATAAGACCGAACGTCCTATTTCATTATTCCATGCTAATGTATTCAAGCGTTAGCCTGCTTTAAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAACAGTCCAGTC 

7-1 ATTAATCATTACGTCARTCTTAGAAACCAGCARAATRRGRCCGRRCGTCCTRTTTCRTTRTTCCRTGCTRRTGTRTTCRRGCGTTRGCCTGCTTTRRRCRCTCTRRTTTTTTCRRRGTRRCRGTCCRGTC 
26-9 RTTRRTCATTACGTCAATCTTAGRRACCRRCAARRTARGACCGRACGTCCTATTTARTTATTCCATGCTARTGTATTCARGCGTTRGCCTGCTTTRAACRCTCTRATTTTTTCRRAGTRRCAGTCCAGTC 

31- 28 TGRRTRCRTTRGCRRGGRRTRRTGRRRTRGGRCGTTCGGTCTTRTTTTGTTGGTTTCTRRGRTTGRCGTRRTGRTTRRTRGGGRTRGTTGGGGGCRTTRGTRTTCRRTTGTCRGRGGTGRRRTTCTTGGR 
7-8 TGARTACATTAGCARGGARTAATGAAATRGGACGTTCGGTCTTRTTTTGTTGGTTTCTAAGATTGACGTARTGATTAATRGGGATRGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA 

26-1 TGRRTRCRTTRGCRTGGRRTAATGAAATAGGACGTTCGGTCTTATTTTGTTGGTTTCTAAGATTGACGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA 
25-9 TGARTACATTAGCATGGAATAATGAAATAGGACGTTCGGTCTTATTTTGTTGGTTTCTAAGATTGACGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA 
7- 2 TGARTRCRTTRGCRTGGARTRRTGRRRTRGGRCGTTCGGTCTTRTTTTGTTGGTTTCTRRGRTTGACGTARTGRTTRRTRGGGRTRGTTGGGGGCRTTRGTRTTCRRTTGTCAGRGGTGRRRTTCTTGGR 

13-25 CGRRTRCRTTRGCRTGGRRTRRTRGRRTRGGRCGTGTGGTTCTRTTTTGTTGGTTTCTRGGRCCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGGCATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGA 
Consensus • gaAtaCATTAgca. ggaataAtaaAatAggAcgtt . gGtcctAttt T gt T gg TT tc T aagaccg. cw TAATGat T aatAGgGatAGttgGgggcAt . agt at T cA a TT g T cagAgGT gAaAt TCttgga 

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 
1--------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------·---------l 

32-46 TCCCCGCARCACCRAATTRATGGCATTRCGGTTCATTRGGAAGGCGGRATCRGTGAGRCCAGTACATACTAGAGGCATGRCCARCCTACTAACCCCGARRTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAC 
13-1 TCCCCGCARCACCAAATTAATGGCATTACGGTTCATCRGGAAGGAGGAATCRGTGAGACCAGTACATACCAGAGGCATGRCCARCCTACTAACCCCGARRTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAC 

32-25 TCCCCGCARCACCRAATTAATGGCATTACGGTTCATCRGGAAGGAGGRATCAGTGAGRCCAGTTCATACCTGTGGCACGRCCARCCTACTGACCCCGARRTTCARCTACGAGCTTTTTRACTGCAACAAC 
26-35 TCCCCGCAACACCAAATTAATGGCATTACGGTTCATCAGGAAGGAGGAATCAGTGAGACCAGTTCATACCTGTGGCACGACCAACCTACTGACCCCGAAATTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAC 

7- 1 TCCCCGCARCACCRAATTRATGGCATTACGGTTCATCRGGAAGGAGGRATCAGTGAGACCAGTTCATACCTGTGGCACGRCCARCCTACTGACCCCGARRTTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAC 
26-9 TCCCCGCAACACCAAATTAATGGCATTACGGTTCATCAGGAAGGAGGAATCAGTGAGACCAGTTCATACCTGTGGCACGACCARCCTACTGACCCCGAAATTCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAACAAC 

31- 28 TTTATTGAAGACTAACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT --TAGGGGATCGAA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGAC 
7-8 TTTATTGAAGACTAACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT --TAGGGGATCGAA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGAC 

26-1 TTTATTGAAGACTAACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT --TAGGGGATCGAA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTARCCATAAACTATGCCGAC 
25- 9 TTTRTTGAAGACTAACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTRATCAAGAACGAAAGT --TAGGGGATCGAA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTARCCATAAACTATGCCGAC 
7-2 TTTATTGAAGACTAACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGT --TAGGGGATCGAA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGAC 

13-25 TTTRTTGARGACTRACT - ACTGCGAAAGCATTTGCCARGGATGTTTTCATTRATCAGGAACGAAAGT --TAGGGGATCGRA- GACGATCAGATACCG----TCGTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGAC 
Consensus TttattgRAgRCt AAc T. Re TGcgRaagCat TT gccaAGGRt GttttcRTt Ra T cRggaacG8aag T •• taGgGGatcGAa . gRCgatCagRtaCCG •••• TCgtagt Cttaacca T aR ACT atgcCgRC 

521 530 540 550 560 570 581 
1--------·---------·---------·---------·---------·---------+ 1 

32-46 TTTRATATACGCTATTGGRGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCC 
13- 1 TTTAATATACGCTRTTGGAGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA 

32- 25 TTTRATATACGCTATTGGRGCTGTAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA 
26- 35 TTTAATATACGCTRTTGGAGCTGTAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA 

7-1 TTTAATATACGCTATTGGAGCTGTAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA 
26-9 TTTAATATACGCTRTTGGAGCCGTAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAA 

31- 28 TAGGG- ATCGGATGATGTTAAT- TTTTTAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC 
7-8 TAGGG- ATCGGATGATGTTAAT- TTTTTAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC 

26-1 TAGGG- ATCGGATGATGTTAAT- TTTTTAATGACTCRTTCGGCGCCTTACGGGAAAC 
25-9 TAGGG- ATCGGATGATGTTAAT- TTTTTAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAAC 
7-2 TAGGG- ATCGGATGATGTTAAT- TTTTTAATGACTCATTCGGCGCCTTACGGGAAA 

13-25 TAGGG- ATCGGACGRTGTTATT- TTTT ----GACTCGTTCGGCGCCTTACGGGA 
Consensus T aggg . AT cgGatga TGtta. T. ttt Tt a •• GactC. ttcGGCgCCttACggGa •• ••••• 



 
 

 

Résumé : 

Suite à l’activité humaine de nombreux sols sont pollués par les métaux lourds (Cd, Zn, Pb 
…) qui menacent de nombreux organismes. Les techniques biologiques se développent depuis 
de nombreuses années et notamment la mycoremédiation qui vise à utiliser des champignons 
mycorhiziens pour protéger les plantes vis-à-vis des métaux lourds. Le principe de cette 
méthode est de promouvoir la production de biomasse végétale non polluée et de limiter le 
lessivage des métaux. Cette méthode pourrait être un bon moyen de re-végétaliser des friches 
industrielles polluées et de créer une activité financière. Dans le cadre de ce stage la 
quantification du taux de mycorhization sur la parcelle expérimentale de Pierrelaye ainsi que 
l’identification moléculaire de ces souches nous ont permis de  révéler un faible taux de 
mycorhization, et la présence de champignons endomycorhiziens et endophytes. De plus 14 
souches  de champignons (13 souches d’Hebeloma sp. et une de Suillus sp.) isolées auprès de 
racines issues de sols contaminés de Pierrelaye ont été caractérisées en vue d’une potentielle 
utilisation en phytoremédiation. Pour cela nous avons étudié leur tolérance aux métaux lourds 
(zinc et cadmium). Les souches V24 et P16 sont sensibles au zinc et tolérante au cadmium. 
L’utilisation d’un nouveau matériau en phytoremédiation, le biochar, pour limiter le transfert 
des ETM vers les parties végétale et fongique a été testée. Le biochar permet une meilleure 
résistance aux métaux lourds de certaine souche fongiques et ne semble pas diminuer le taux 
de mycorhization des racines de peuplier. 

Mots clés : mycoremédiation, métaux lourds, éléments trace métalliques, champignons 
mycorhiziens, biochar, peuplier. 
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