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Introduction générale

Alors que notre connaissance de la diversité microbienne dans la rhizosphere des plantes
s’améliore, grace en particulier au développement des techniques relevant de la biologie
moléculaire, les microbiologistes ont accordé peu d'attention aux communautés bactériennes

specifiques aux zones ultramafiques.

Les régions ultramafiques, ou la roche mére serpentinique est naturellement fortement pourvue
en Ni, est la zone de prédilection pour I'implantation de mines de Ni. Les plus grandes
exploitations miniéres se trouvent en Nouvelle Calédonie, & Cuba, aux Philippines
et en Indonésie. Un des problémes majeurs des mines a ciel ouvert est I'impact écologique sur
la biodiversité du milieu. En effet, en plus de la pollution engendrée pour I'exploitation
des minerais, la premiére étape de linstallation de ces mines est la destruction
de la couverture végétale. Or, les environnements ultramafiques possedent une flore spécifique,
telles les plantes hyperaccumulatrices de métaux. Ces végétaux possedent
la faculté d’accumuler des métaux dans leurs parties aériennes a des concentrations plus élevées
que les niveaux tolérés par d'autres especes. Dans le cas du Ni, elles le concentrent

a plus de 1% dans leurs feuilles.

La particularité exceptionnelle de ces plantes hyperaccumulatrices a permis le développement
de Il'agromine. Cette filiere, qualifiée de "mine verte”, comprend 1’établissement
d’agrosystémes dédiés a 1’extraction d’éléments métalliques contenus dans les sols, suivi
de leur récupération, via des processus d'hydrométallurgie, et de leur transformation pour
un usage industriel. En outre, elle permet une diminution des concentrations en métaux
des sols et ainsi une remédiation des milieux. Bien que cette technologie ne soit pas aussi
rentable que I’extraction miniére d'un point de vue économique, elle peut étre envisagée pour
une restauration des sites miniers. En effet, une culture d’hyperaccumulateurs sur les aires
dégradées permettrait une restauration des fonctions ecologiques de ces sites, induisant par
la suite leur recolonisation par une végétation spontanée. Par ailleurs, appliquée
a des environnements naturels ultramafiques, elle peut étre a ’origine d’une mise en valeur
de ces zones délaissées a des fonctions agronomiques et de procurer un revenu

aux agriculteurs.
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Le processus d’hyperaccumulation du Ni commence au niveau de la rhizosphére, au sein
de laquelle les microorganismes, les racines et le sol interagissent. Comme
les hyperaccumulateurs se développent dans des environnements peu fertiles, la composante
microbienne rhizosphérique peut ameliorer leur implantation, stimuler leur production
de biomasse et I’extraction du Ni. Ainsi, l'inoculation de rhizobactéries promotrices
de la croissance des plantes (bactéries PGPR) apparait étre un levier possible pour

I’optimisation de 1’agromine.

Cependant, malgré ’intérét porté a ces plantes hyperaccumulatrices et a leur valorisation
possible, peu d'études ont porté sur la caractérisation de la diversité bactérienne de
la rhizosphere de ces dernieres se développant sur ces sols bien pourvus en Ni. En effet, aucune
recherche n’a eu pour objectif de comprendre les facteurs qui conditionnent
la structure et la diversité de ces communautés bactériennes. Il est connu que les bactéries
rhizosphériques de ces végétaux sont résistantes aux métaux, grace, en particulier,
au mécanisme de bioaccumulation. Cependant, aucune recherche n’a portée sur l'existence
d'une éventuelle compétition pour le Ni entre une bactérie PGPR bioaccumulatrice et une plante

hyperaccumulatrice, ce qui limiterait les processus d'hyperaccumulation par la plante.

Pour apporter des éléments de réponse a ces questionnements, la thése s’articule autour

de trois parties.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a un état de l'art portant sur
les rhizobactéries des plantes hyperaccumulatrices de Ni et les questions scientifiques qui

en résultent.

La deuxieme partie porte sur I’étude du déterminisme de la diversité des bactéries
de la rhizospheére des plantes hyperaccumulatrices de Ni. Cette recherche fondamentale repose
sur un échantillonnage conséquent, avec plus de 160 plantes hyperaccumulatrices et leur terre
rhizospheérique, effectué dans deux régions a climats contrastés : européen et tropical. L’objectif
est double : apporter un éclairage sur la diversité bactérienne de ces écosystemes
et cerner le déterminisme de cette diversité, que ce soit a échelle mondiale ou d'une région
climatique. Ainsi, suite a la présentation du contexte, seront présentées les méthodes utilisées
qui décrivent les missions d'échantillonnage sur le terrain, la caractérisation des échantillons et
les méthodes de séquengage haut débit et d'analyses bioinformatiques. Les résultats seront dans
un premier temps exposes indépendamment pour I'Albanie, la Malaisie et I'Indonésie, avant
d'étre regroupés pour une analyse a échelle mondiale. Ils seront enfin discutés

a la lumiere de la littérature scientifique.
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La troisieme partie, plus appliquée, porte sur un des leviers pour I’amélioration de I'agromine,
par I’utilisation de bactéries PGPR. Notre recherche repose sur le criblage de bactéries PGPR
bioaccumulatrices de Ni dans la rhizosphere de I'nyperaccumulateur endémique d'Albanie
Odontarrhena chalcidica. Ceci avec pour objectif final une inoculation de cette plante
hyperaccumulatrice par les bactéries retenues afin de déterminer une potentielle compétition

pour le Ni entre les deux acteurs : bactérie inoculée et plante hyperaccumulatrice.
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Partie 1 : Les rhizobactéries des plantes
hyperaccumulatrices de nickel

Les environnements ultramafiques

1. La spécificité de ces environnements

Les sols ultramafiques (ou serpentiniques) couvrent 3% de la surface du globe terrestre (Guillot
et Hattori, 2013 ; Echevarria, 2018). Les zones les plus vastes se trouvent essentiellement a
Cuba, en Nouvelle Calédonie, aux Philippines, en Indonésie et en Malaisie (van der Ent, 2015).
Des surfaces non négligeables sont aussi retrouvées sur le pourtour méditerranéen, notamment
en Europe du Sud dans la péninsule des Balkans avec, par exemple, la Gréce et I'Albanie
(Brooks, 1987 ; Bani et al., 2010).

Les zones serpentiniques sont issues de I’altération des roches ultramafiques. Le processus
pédogénetique comprend i) I’élimination rapide du Ca, ii) la formation d'un humus noir
en surface et iii) le développement d'un horizon argileux sous-jacent peu structuré. En raison
de la nature de la roche mére, ces sols contiennent de fortes concentrations en métaux, allant de
plusieurs centaines a plusieurs milliers de mg de Ni par kg et de plusieurs dizaines
a plusieurs centaines de mg de Co par kg (Proctor et Woodell, 1975). llIs sont également
caractérisés par des concentrations élevées en Fe et Cr mais également en Mg, avec un ratio
Ca/Mg faible, a I’inverse de la plupart des sols développés sur d’autres roches méres (Harrison
et Rajakaruna, 2011). De plus, ils présentent de faibles teneurs en éléments majeurs tels que N,
P et K (Shallari et al., 1998 ; Boyd et Jaffre, 2009 ; Rajkumar et al., 2009a)
et une faible capacité de rétention en eau (Kay et al., 2011). La disponibilité du Ni dans le sol
est contrdlée par plusieurs facteurs comme la teneur en argile, le potentiel redox (Eh) et le pH.
Les faibles valeurs du Eh favorisent la dissolution des hydroxydes et I’augmentation
de la concentration des métaux en solution (Chardot et al., 2005). A I’inverse, lorsque le pH

augmente, la fraction disponible du Ni diminue (Everhart et al., 2006).

L’ensemble des facteurs chimiques, physiques et biologiques de ces sols correspondent

au "syndrome de serpentine” (Kazakou et al., 2008).
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2. La végetation des environnements ultramafiques

Du fait de leurs propriétés extrémes, souvent non favorables au développement des végétaux,
les environnements ultramafiques hébergent une flore particuliére. Les plantes endémiques des
régions ultramafiques ont des caractéristiques communes leur permettant de survivre dans ces
environnements. Dans les sols bien pourvus en Mg, elles montrent une croissance
des racines en profondeur et une diminution de leur croissance latérale (Brooks, 1987 ; Kay
etal., 2011).

2.1. La flore hyperaccumulatrice

En général, les plantes réagissent differemment selon leur tolérance aux métaux. Trois
stratégies en réponse a une augmentation des teneurs en métaux des sols ont été mises
en évidence. Les plantes excluantes tolérent ’entrée des métaux dans leurs racines sans pour
autant les transporter vers les tiges, lorsque la concentration du métal dans le sol s’éléve.
Les plantes bio-indicatrices se caractérisent par une absorption et un transport des métaux dans
leurs tissus qui augmentent proportionnellement avec la teneur en métaux dans le sol. Enfin,
les plantes accumulatrices concentrent les métaux dans leurs parties aériennes,

quelle que soit la concentration retrouvée dans le sol (Baker, 1981).

Le terme "plante hyperaccumulatrice” a été proposé la premiére fois par Jaffré et al. (1976)
a propos de I’accumulation trés élevée de Ni chez Pycnandra (anciennement Sebertia)
acuminata. Une plante hyperaccumulatrice est inhabituelle d’un point de vue chimique
et physiologique car elle est capable d’accumuler de grandes quantités de métaux, de 100
a 1 000 fois plus que les autres plantes (Brooks et al., 1998). Les plantes hyperaccumulatrices
sont retrouvees sur I'ensemble des zones ultramafiques connues a ce jour, avec plus de 700
hyperaccumulateurs recensés ces dernieres années (Nkrumah et al., 2016, 2018a ; Reeves
et al., 2017, 2018 ; www.hyperaccumulators.org). Elles sont bien représentées dans le regne
végeétal et totalisent 0,2% des angiospermes (McGrath et Zhao, 2003 ; van der Ent et al., 2013a).
Elles sont retrouvées chez plus de 40 familles botaniques et la plupart appartiennent aux
Brassicaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Phyllanthaceae
et Scrophulariaceae (Reeves, 2003 ; Ghosh et Singh, 2005 ; Cecchi et al., 2010 ; Reeves
etal., 2017).
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Cest a Cuba, en Nouvelle Calédonie et dans la région du Sud-Est asiatique
que les hyperaccumulateurs sont les plus diversifiés (Reeves, 1999 ; Jaffré et al., 2013 ;
van der Ent et al., 2015b). Cependant, c'est la famille des Brassicacées qui totalise le plus grand
nombre d'espéces hyperaccumulatrices différentes, essentiellement de Ni. Celles-ci sont
endéemiques du Portugal, des Balkans, de Turquie, d'’Armenie, d'Irak, d'lran et de Russie
(Brooks et Radford, 1978 ; Brooks et al., 1979 ; Reeves et al., 2018).

Le Ni est I’¢lément trace métallique (ETM) le plus hyperaccumulé, spécificité retrouvee chez
plus de 532 especes (Reeves et al., 2017), soit 70% des hyperaccumulateurs (Nkrumah et al.,
2018a). Les plantes peuvent étre classées en quatre catégories en fonction de leur réponse
au Ni: les non-hyperaccumulatrices (< 100 pg g de matiére séche végétale),
les accumulatrices (100 — 1 000 pug g1), les hyperaccumulatrices (1 000 — 10 000 pg g™)
et les hypernickélophores (> 10 000 pg g*) (Brooks et al., 1977a, 1998 ; Reeves et al., 1983 ;
Shallari et al., 1998 ; Boyd et Jaffré, 2009 ; Baker et al., 2010).

2.2. L'hyperaccumulation du Ni

L’hyperaccumulation du métal débute par son absorption par les racines, suivie par son
transport vers les parties aériennes et enfin par son stockage sous des formes non toxiques dans
les organes aériens (Gendre et al., 2007). L hypertolérance est essentielle pour qu’une plante

puisse hyperaccumuler un élément toxique (McGrath et Zhao, 2003).

2.2.1. Le transport des métaux

a) Le transport radial dans la racine

Le Ni, comme tous les éléments minéraux essentiels aux plantes, ne peut étre absorbé
que sous forme ionique Ni?* (Nultsch, 1998). La racine préléve donc le Ni soluble présent dans
la rhizosphére. L’absorption peut étre passive par diffusion (voie apoplasmique),
ou active (voie symplasmique) (Figure 1). L’apoplaste inclut les parois cellulaires, les espaces
xyléme-lumen et ceux intercellulaires des tissus racinaires de la plante (Dalir
et Khoshgoftarmanesh, 2014). La voie symplasmique permet I’entrée des éléments dans

le cytoplasme des cellules et leur passage entre les cellules via les plasmodesmes.
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Figure 1 : Voies apoplastique et symplastique pour le transport racinaire (Garbaye, 2013)

b) Le transport axial vers les parties aériennes

Dans les racines, les métaux sont acheminés vers I’endoderme par deux voies : dans
I’apoplasme (Eapen et D’Souza, 2005) et dans le symplasme, faisant alors appel
a des transporteurs spécialisés (Yang et al., 2005). Sous contrainte des cadres de Caspary,
le transport se fait ensuite uniquement par le symplasme. Les métaux déversés dans le xyleme
sont ensuite transportés par la séve brute vers les parties aériennes. Ce transport répond
a un appel foliaire résultant de la transpiration et de la poussée racinaire induite par
le potentiel hydrique de I’apport en ions dans le xyleme (Eapen et D’Souza, 2005). C'est
le flux de masse ou "mass flow" (Kim et al., 2003 ; Raven et al., 2007). Les métaux sont

transportés vers les feuilles ou ils seront majoritairement stockeés.

2.2.2. La détoxification et le stockage du Ni

Dans la plante, le Ni n’est pas toujours transporté sous forme libre mais peut étre complexé
a des molécules organiques, sous des formes moins toxiques. Des acides organiques comme le
citrate ou le malate (McGrath et Zhao, 2003), mais également I’histidine (Singer et al., 2007 ;
Richau et al., 2009) et la nicotiamine (Verbruggen et al., 2009) se complexent avec
le Ni, ce qui facilite son transport vers les parties aériennes. Le stockage dans les parties
aeriennes, notamment dans les feuilles, a lieu au niveau de I’épiderme ou des trichomes
(Tappero et al., 2007). La plus forte accumulation est observée au niveau des parois cellulaires
(60 a 70%) ou des vacuoles des cellules foliaires (Yang et al., 2005), rendant le Ni non toxique
pour son héte (McGrath et Zhao, 2003).
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2.2.3. Les conséquences du Ni sur le développement des plantes
Sans étre indispensable, le Ni, a faible concentration (0,01 a5 g g* de matiére séche), permet
un meilleur développement de nombreux vegétaux (Mishra et Kar, 1974 ; Welch, 1981). Cet
élément est notamment impliqué dans le métabolisme de 1’azote (Marschner, 1991). En effet,
une déficience en Ni induit un déréglement du métabolisme azoté avec accumulation d’urée
dans les tissus et une apparition de nécroses sur I’extrémité des feuilles ou de chloroses foliaires
(Welch, 1981 ; Walker et al., 1985). A forte concentration, il induit des effets toxiques pour la
plante (Garbisu et Alkorta, 2001 ; Chardot et al., 2005). Le Ni est toxique pour des valeurs
supérieures a 10 mg kg de matiére séche pour les espéces sensibles, et pour des valeurs

supérieures a 50 mg kg pour les espéces modérément tolérantes (Bollard, 1983 ; Asher, 1991).

Le Ni est indispensable au développement des especes inféodées aux sols serpentiniques
(Pollard et al.,, 2002). Il s’agit d’espéces qualifiées d’obligatoires, soit 85 a 90%
des hyperaccumulateurs de Ni (Reeves et al., 2007 ; Kazakou et al., 2008 ; Reeves
et Adiglzel, 2008). Les autres hyperaccumulateurs de Ni, qualifiés de facultatifs, peuvent
se développer sur d’autres sols que sur les sols serpentiniques (van der Ent et al., 2013b ; Pollard
et al., 2014). Malgreé tout, la présence de Ni permet a ces plantes une meilleure germination et
survie alors qu’en absence de ce métal, leur croissance se trouve ralentie (Sylvain et McKenna,

2008).

Bien que I’hyperaccumulation de métaux constitue un colt énergétique pour la plante, lié
au transport, a I’accumulation et a la détoxification de ces derniers, de nombreux chercheurs
ont émis I'hypothése que ce phénomene pourrait lui procurer certains avantages
compensatoires. La tolérance aux métaux et a la sécheresse, la défense contre les agents
pathogenes et les herbivores ou encore l'allélopathie vis-a-vis de plantes concurrentes
constituent de possibles avantages (Pollard et al., 2002 ; Dechamps et al., 2008 ; Maestri
et al.,, 2010). De plus, le Ni confére également une résistance des plantes envers

des champignons et bactéries pathogenes (Jhee et al., 2006 ; Boyd, 2007 ; Raven et al., 2007).

Concernant la résistance aux herbivores, des graines de I'hnyperaccumulateur Streptanthus
polygaloides, concentrées en Ni, survivent mieux en présence de larves de l|épidoptéres
de la famille des Pieridae, ou d'acridiens de 1’ordre des Orthoptera (Martens et Boyd, 1994).
De méme, I'nyperaccumulateur de Ni Senecio coronatus (famille des Astéracées, Afrique

du Sud) tend a étre évité par le mollusque Helix aspersa (Boyd et al., 2002).
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Dans les milieux métalliferes, I'allélopathie élémentaire est I'effet négatif produit par
une concentration élevée de métaux dans le sol sur des espéces végétales peu tolérantes
a ces derniers (Boyd et Jaffre, 2001, Whiting et al., 2001b). Le Ni, qui est concentré dans
les feuilles des plantes hyperaccumulatrices, se retrouve dans la litiere apres la sénescence ;
la litiere se décomposant, la concentration du Ni augmente. L'hyperaccumulateur dispose alors
de conditions plus favorables pour son implantation en absence ou quasi-absence
de compétition avec les plantes non tolérantes au Ni, que ce soit pour la lumiere

ou les ressources du sol (Boyd et Jaffre, 2001 ; Zhang et al., 2007).
3. L'agromine

3.1. Le principe d‘agromine

La phytomine est un procédé qui utilise les plantes hyperaccumulatrices pour valoriser
les métaux issus de sols naturellement riches en métaux ou contaminés (Chaney, 1983).
L’agromine est la chaine de procédés agronomiques qui permettent 1’extraction des métaux
de sols ou de matrices contaminées a 1’aide de plantes hyperaccumulatrices et de procédés leur
récupération des métaux d’intérét a partir des techniques de la métallurgie (Morel, 2013). Cette
chaine repose donc sur un ensemble de procédés agronomiques et industriels assemblés en
filiere. L’agromine est envisagée pour les sols ultramafiques naturellement bien pourvus
en Ni (Brooks et al., 1998 ; Li et al., 2003 ; Chardot et al., 2005 ; van der Ent et al., 2013b ;
Morel et al., 2014 ; Saad et al., 2016, 2017).

Apres récolte et incinération de la biomasse végétale, il est ainsi possible d’extraire et recycler
les métaux dans I’industrie (Figure 2). L’agromine fait 1’objet de recherches scientifiques
et technologiques avec des dépdts de brevets, comme le brevet international qui porte
sur la production d’un sel cristallisé de Ni a partir d'hyperaccumulateurs (W02012103651 ;
www.inpi.fr). De plus, il est possible de récupérer I'énergie produite lors de la combustion.
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Figure 2 : Principe de phytoextraction et de valorisation des produits bio-sourcés
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Pour améliorer la phytoextraction des plantes hyperaccumulatrices et ainsi optimiser
les étapes agronomiques de la filiere d’agromine, plusieurs stratégies sont envisageables.
En particulier, elle peut s’appuyer sur les itinéraires techniques classiques comme 1’apport
d’engrais minéraux et sur des approches inspirées des principes de 1’agro-écologie, comme
les associations d’espéces ou co-cultures et I’inoculation de microorganismes sélectionnés pour

leurs aptitudes a soutenir la croissance de la plante.

En ce qui concerne la premiére voie, trois expérimentations principales ont été rapportées dans
la littérature jusqu’a présent avec des hyperaccumulateurs du genre Alyssum. D’autres essais
plus récents ont été conduits avec des especes ligneuses tropicales qui ont montré
une forte réponse aux apports d’éléments minéraux (Nkrumah et al., 2018a). En ce qui concerne
les espéces du genre Alyssum, des apports d’¢léments nutritifs (N, P, K), couplés
a des applications d'herbicides et a la gestion de l'irrigation ont permis I’obtention d’au moins
20 t de biomasse séche conduisant a I’extraction de 400 kg Ni par ha (Chaney et al., 2007).
Cing années d'essais de fertilisation NPK (120 kg N ha? et 100 kg P et K ha) sur des sols
de serpentine en Albanie ont permis 1’amélioration de la production de biomasse d’un couvert
spontané de A. murale (0,3 a 9,0 t de biomasse ha) et un passage de I’exportation du Ni
de 1,7 2105 kg Ni ha' (Bani et al., 2009, 2015). Le troisiéme exemple est la multiplication par
dix des rendements de A. pintodasilvae sur des sols contaminés avec une fertilisation minérale
(100 kg N ha?, 150 kg P ha! et 200 K kg ha?) (Kidd et Monterroso, 2005). L'apport
d'amendements organiques favorise également les rendements en biomasse et en Ni

d’hyperaccumulateurs comme A. serpyllifolium et A. bertolonii (Alvarez-Lopez et al., 2016a).

L’ association d’espeéces différentes est une autre stratégie pour augmenter I’efficience
de la phytoextraction des métaux. Plusieurs modalités d’associations en co-culture ont été
testées comme, par exemple, Sedum alfredii avec Alocasia macrorrhiza (Wu et al., 2007),
Noccaea caerulescens avec Lolium perenne (Jiang et al., 2010), S. alfredii avec Zea mays (Wei
et al., 2011), ou encore N. caerulescens, Hordeum vulgare et Lepidium heterophyllum (Gove
et al., 2002). Dans ces différents cas, la co-culture avec des plantes non hyperaccumulatrices
de métaux améliore la croissance de la plante hyperaccumulatrice et augmente I'extraction
des métaux (Epelde et al., 2012). L’association d’hyperaccumulateurs avec des Légumineuses
a également été testée (A. murale et Lupinus Albus, Jiang et al., 2015 ; A. murale et Vicia sativa,
Saad et al., 2017, 2018). Des systémes culturaux dédiés a I’agromine intégrant une
Légumineuse améliorent notablement les rendements en biomasse de la plante

hyperaccumulatrice mais aussi en Ni.
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La phytoextraction du Ni par des couverts végetaux constitués de plusieurs especes
hyperaccumulatrices est améliorée tant en ce qui concerne la production de biomasse que
la biodisponibilité du Ni dans le sol (Lucisine et al., 2014). La co-culture de A. murale,
N. tymphaea, Bornmuellera emarginata et B. tymphaea a permis une augmentation de 21%
de la biomasse et de 47% de la phytoextraction du Ni par B. tymphaea par rapport
a sa monoculture (Rue et al., 2015).

Enfin, des inoculations microbiennes sont également une voie prometteuse pour optimiser
I’agromine (Garbisu et Alkorta, 2001 ; Abou-Shanab et al., 2003a,b ; Lebeau et al., 2008 ;
Rajkumar et Freitas, 2008 ; Liu et al., 2015 ; Durand et al., 2015 ; Benizri et Kidd, 2018).
Cet aspect sera développé dans la partie "4. Les bactéries PGPR".

3.2. Leviers pour I’optimisation de la phytoextraction

L'intérét premier de la filiere d'agromine est de donner de la valeur a des territoires, milieux ou
matériaux délaissés en raison de leurs teneurs en métaux susceptibles d’engendrer
des phénomenes toxiques. Elle permet aussi, secondairement, de réduire les concentrations en
Ni dans les sols par la phytoextraction. Sur les territoires ultramafiques, 1’agromine permet
de récupérer le Ni, comme cela a déja été démontré en vraie grandeur (Li et al., 2003 : Bani
et al.,, 2007). En tant qu’activité extractive, i.e. miniére, elle a une incidence minime
sur I’environnement en comparaison a I’activité miniere traditionnelle, qu’elle soit souterraine

ou a ciel ouvert (Brooks et al., 1998).

Le rendement de 1’agromine est étroitement dépendant de la biodisponibilité du Ni. Comme
nous I’avons vu précédemment, la solubilitté du Ni est dépendante du pH, du Eh
et de la concentration en C organique du sol (Chardot et al., 2007 ; Zan et al., 2013). A pH
faible, la forme Ni?* est favorisée et la biodisponibilité du Ni est élevée (Mellis et al., 2004).
A l'inverse, une CEC élevée entraine la liaison du Ni aux colloides organo-minéraux du sol
(e.g. argiles) et la disponibilité est plus réduite (Barillot, 2012). Des facteurs biologiques
peuvent agir sur la solubilitt du Ni. Par exemple, certaines bactéries synthétisent
des surfactants et/ou des acides organiques (malate, citrate) qui contribuent a augmenter

la biodisponibilité des métaux (Lipton et al., 1987 ; Pacwa-Plociniczak et al., 2011).
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Ainsi, pour une agromine efficiente, les caractéristiques du sol ou du substrat sont essentielles.
Le role de la microflore tellurique doit étre aussi considéré avec attention car
elle peut moduler la disponibilité du Ni pour la plante hyperaccumulatrice. En ce qui concerne
le choix de la plante, sa tolérance est un critére important et son potentiel d’accumulation doit
étre élevé. Elle doit aussi croitre rapidement et produire une biomasse abondante concentrée en
métaux. Son systéme racinaire doit aussi étre bien développé afin d’assurer
une prospection optimale du sol et puiser les métaux dans un vaste volume (Garbisu
et Alkorta, 2001 ; Lebeau et al., 2008).

3.3. Les plantes hyperaccumulatrices de Ni candidates pour I'agromine

Un grand nombre d'especes hyperaccumulatrices de Ni peut étre envisagé pour l'agromine.
Cependant, deux especes ont retenu l'attention des chercheurs du fait de leur forte capacité
a concentrer le Ni dans leurs parties aériennes. C'est le cas de Odontarrhena chalcidica,
originaire du territoire des Balkans (Baker et Brooks, 1989 ; Chaney et al., 1999 ; Baker et al.,
2000 ; Bani et al., 2007, 2009, 2015 ; Abou-Shanab et al., 2008 ; Cecchi et al., 2010, 2018 ;
Spaniel et al., 2015) et de Rinorea bengalensis retrouvée dans le Sud-Est asiatique (Brooks
et al., 1977b, Brooks et Wither, 1977 ; Wither et Brooks, 1977 ; van der Ent et Mulligan,
2015 ; van der Ent et al., 2017).

3.3.1. Odontarrhena chalcidica : hyperaccumulateur de milieu tempéré
Due a leur forte ressemblance, le genre Odontarrhena a presque toujours été considéré comme
une section du genre Alyssum dans la famille des Brassicacées (Cecchi et al., 2018). Grace
a leurs travaux basés sur des approches de biologie moléculaire, Warwick et al. (2008), Cecchi
et al. (2010), ResSetnik et al. (2013) et Li et al. (2015) ont démontré la monophylie

de Alyssum et Odontarrhena et leur statut générique distinct.

A ce jour, 97 especes ont eté recensees chez Odontarrhena, principalement dans les régions
euro-méditerranéennes et irano-touraniennes (Spaniel et al., 2015 ; Cecchi et al., 2018) ;
http://www.alysseae.sav.sk). La plupart est présente dans les Balkans, avec une fréquence
importante de I'espéce O. chalcidica (Janka) Spaniel & al. en Albanie, mais aussi au Kosovo,

en Serbie ou encore en Gréce (Spaniel et al., 2015 ; Cecchi et al., 2018).

La plante hyperaccumulatrice de Ni O. chalcidica (Photographie 1), du fait de ses facultés
a extraire et accumuler le Ni des sols a plus de 2% de sa masse seche, a fait 1’objet d’un fort
intérét (Baker et Brooks, 1989 ; Chaney et al., 1999 ; Baker et al., 2000 ; Abou-Shanab et al.,
2008 ; Cecchi et al., 2010).
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Photographie 1 : Odontarrhena chalcidica (Albanie)

Les fleurs et les feuilles sont les organes montrant les concentrations les plus élevées en Ni
(Xhaferri et al., 2017). Au niveau des feuilles, le Ni est particulierement concentré dans
les vacuoles des cellules épidermiques et les trichomes étoilés recouvrant les feuilles (Figure 3)

(Tappero et al., 2007 ; Broadhurst et Chaney, 2016). Cette plante peut également accumuler du

Mn lorsque celui-ci est présent dans le sol en méme temps que le Ni (Broadhurst et al., 2004,

|

2009).

Figure 3 : Répartition de Ni et Ca dans les feuilles de O. chalcidica par synchrotron
de fluorescence X (Tappero et al., 2007)

Selon McNear et al. (2005), O. chalcidica montre les teneurs en Ni les plus élevées dans
ses tissus épidermiques et vasculaires (jusqu'a environ 2700 pg g?). Cependant
des concentrations plus faibles au niveau du parenchyme lacuneux et palissadique sont
observées (< 680 pg g). Les tissus vasculaires, de par la présence des vaisseaux du xyléme qui
contribuent au transport du Ni vers les parties aériennes, présentent également

des concentrations élevées en ce métal (McNear et al., 2005).

Les premieres parcelles d'agromine de grande dimension (plusieurs ha) ont été établies
en Albanie avec O. chalcidica. Elles ont démontré qu’il était possible d’extraire plus
de 120 kg de Ni ha?l, avec une concentration dans la biomasse séche proche de 1 %
(Bani et al., 2007, 2009, 2015).
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3.3.2. Rinorea bengalensis : hyperaccumulateur de milieu tropical
Rinorea bengalensis (Wall.) Kuntze, de la famille des Violacées, est un arbre pouvant atteindre
25 m de hauteur, natif des foréts tropicales équatoriales semi-humides
(Photographie 2) (Brooks et Wither, 1977 ; van der Ent et al., 2017). Cette plante
hyperaccumulatrice de Ni est endémique de Malaisie (région de Sabah) et d'Indonésie
(Sulawesi) (Wither et Brooks, 1977 ; van der Ent et al., 2017).

I |

Photograpie2 : Jeune spécimen de Rinorea bengalensis (Malaisie)

Rinorea bengalensis montre des concentrations en Ni de 2,7% dans les feuilles et jusqu’a 5%
dans la seve (Figure 4) (van der Ent et Mulligan, 2015). Sur la base d’analyses en microscopie
a rayons X, le Ni apparait essentiellement localisé au niveau du parenchyme lacuneux mais
aussi au niveau de I'épiderme et du xyléme (van der Ent et al., 2017). Au niveau des racines
et du tronc, le phloeme de R. bengalensis présente aussi une exceptionnelle concentration
en ions Ni?*, pouvant atteindre 2,1%, placant le phloéme comme réserve de Ni (van der Ent
et al., 2017). Par ailleurs, Baker et al. (2000) ont montré que la spéciation chimique du Ni, une

fois entré dans le xyléme, ne change pas.

100

Figure 4 : Répartition du Ni dans les feuilles de R. bengalensis par synchrotron
de fluorescence X (van der Ent et al., 2017)
UE : épiderme supérieur, PM : parenchyme palissadique, P : phloeme, SM : parenchyme lacuneux,
LE : épiderme inférieur
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La forte capacité de R. bengalensis a accumuler le Ni fait de ce ligneux un candidat
de premier plan pour lI'agromine en sol ultramafique dans le Sud-Est asiatique. Des analyses
préliminaires ont permis d'estimer un rendement d'environ 900 kg de Ni ha™ tous les quatre ans
(Lopez et al.,, 2018). Bien sir, la récolte ne pourrait avoir lieu tous les ans, mais
le rendement annuel estimeé serait cependant deux fois plus important que celui obtenu par
O. chalcidica (Bani et al., 2007, 2009, 2015). De plus, cet arbre ligneux, une fois la taille
effectuée, a la capacité de recéper, régénérant des rameaux et facilitant ainsi la gestion

des parcelles d'agromine, sans avoir a planter de nouvelles pousses de cette espéce.

La microflore des environnements ultramafiques

1. Etude de la diversité bactérienne des sols

Le sol, environnement complexe et fortement hétérogéne, abrite une grande diversité
de microorganismes. Parmi ceux-ci, les bactéries sont les plus abondantes, tant en biomasse
ou nombre de génomes (Buckley et Schmidt, 2002 ; Torsvik et @vreas, 2002). Accéder
a la diversité bactérienne totale présente dans les sols est un des défis majeurs de ces derniéres
décennies en écologie microbienne, justifiant que les techniques dédiées a 1’étude
de la diversité des microorganismes telluriques soient de plus en plus performantes
(Fierer et Lennon, 2011).

L’étude de la diversité bactérienne du sol s’est longtemps limitée aux techniques dites culture-
dépendantes. L'identification et la classification taxonomique des microorganismes telluriques
nécessitaient leur mise en culture et leur caractérisation était fondée sur des critéres
morphologiques, métaboliques et biochimiques. Cependant, seul un faible pourcentage
de microorganismes préesents dans les sols (de 0,1 a 10%) peuvent étre cultivés sur milieu gélosé
(Amann et al., 1995 ; Janssen, 2006). Le développement de techniques moléculaires
a permis de s'affranchir de ce biais et d'accéder a la totalité des organismes présents dans
le sol. La taxonomie bactérienne s’est alors affinée et le nombre d'especes recensees

est maintenant considérable.

1.1. Approches culture-dépendantes

L'approche culture-dépendante se fait par étalement d’une suspension de sol sur un milieu
de culture solide. Les bactéries sont alors dénombrées par comptage des colonies visibles
a l'eeil nu, et leur nombre est exprimé en unités formant colonie (UFC) par g de sol sec,

qui refléte la taille de la communauté bactérienne cultivable.
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Les bactéries capables de croitre sur milieu gélosé ainsi que le nombre d'UFC dépendent
du milieu de culture, de la température et de la durée d'incubation. Certaines bactéries sont dites
a stratégie r (bactéries a stratégie rapide), avec une croissance inférieure a 2 j, et d'autres sont

a stratégie K (bactéries a stratégie lente), avec une croissance entre 2 et 10 j.

La tres difficile reproductibilité de la complexité et de I'hnétérogénéité du sol a partir
de milieux de culture synthétiques est I’une des principales limites de I'approche culture-
dépendante. Staley et Konopka (1985) ont démontré par des observations en microscopie
a fluorescence que toutes les bactéries n'étaient pas cultivables, ce qui confirme le biais induit
par les méthodes d’étalement sur milieux solides. Cependant, il est possible d'augmenter
le nombre de bactéries cultivables en modifiant la teneur en Oz et en CO> (Stevenson et al.,
2004) ou le temps d'incubation (Janssen et al., 2002).

Néanmoins, I'approche culture-dépendante demeure encore largement utilisée comme,
par exemple, pour 1’étude de I'impact des polluants sur les communautés bactériennes des sols
(Thorsen et al., 2013) et/ou le criblage de souches d’intérét (Zhuang et al., 2007 ; Lebeau
et al., 2008 ; Ma et al., 2009 ; Glick, 2010 ; Sessitsch et al., 2013 ; Cabello-Conejo et al.,
2014a ; Durand et al., 2015).

1.2. L'ADNTr 16S

Avec l'avénement des techniques de biologie moléculaire, les travaux de Carl Woese (1987)
ont révolutionné la taxonomie et plus largement I’écologie microbienne des sols. En analysant
les séquences des ADNSs ribosomaux (ADNr), il a mis en évidence les marqueurs évolutifs
qui peuvent déchiffrer I'évolution des populations microbiennes au cours du temps. Les ADNr
s'organisent en opérons et peuvent étre présents en multi-copies (de 1 a 15 copies par génome
bactérien) (Rainey et al., 1996). Ils sont considérés comme des horloges moléculaires car,
en évoluant plus lentement que le reste du génome, ils permettent de fournir des indications
sur I’évolution des populations (Woese, 1987). Les ADNr qui codent la petite sous-unité
du ribosome sont utilisés comme marqueurs, a savoir I'ARNr 18S chez les eucaryotes

et 'ARNr 16S pour les procaryotes.

L'ARNr 16S contient environ 1500 nucléotides et posséde neuf régions variables,
inter-espacées de régions hautement conservées (Figure 5, d'aprés Reller et al., 2007).
Les régions conservées ont permis la mise au point d'amorces dites "universelles™ qui sont
a la base de I’amplification de portions d'’ADN par polymérisation en chaine (PCR),

et permettent ensuite le séquencage de cette portion d'ADN (Reller et al., 2007).
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33;R 51)5H ?S)?R BL')I?H 1175R 14?2H
27F 355F 533F 806F 926F 1194F

Figure 5 : Représentation schématique du géne codant pour I'ARNr 16S
les régions foncées représentent les régions hautement conservées permettant la conception
d'amorces sens (F : forward) et anti-sens (R : reverse) nécessaires a I'amplification du fragment

L'affiliation taxonomique est alors possible grace aux bangues de données spécialisées dans les
séquences de I'ADNr 16S. Les plus utilisées sont les bases de données SILVA
(https://www.arb-silva.de), Greengenes (http://greengenes.secondgenome.com) et NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.3. Les techniques de séquencage nouvelle genération

A la suite des travaux de Sanger et al. (1992), une nouvelle génération de techniques
de séquencage a vu le jour il y une décennie, qui permettent d'amplifier I'ADN issu
d'environnements complexes tel le sol. Malgré leurs particularités, ces techniques suivent toutes
les grandes étapes suivantes: i) amplification par PCR, ii) séquencage avec l'analyse
des nucléotides correspondant a chaque cycle de séquencage et iii) analyse bioinformatique
des données. Ces méthodes sont plus rapides car elles s’appuient sur la lecture directe
des brins d’ADN synthétisés.

Ainsi, se sont développées les techniques de pyroséquencage (454 Life Sciences, Roche
Diagnostics, Béle, Suisse), de séquencage par ligation (SOLiD™, Life Technologies, Carlsbad,
USA) et de séquencage avec des terminateurs réversibles dit séquencage Illumina (HiSeq2000,
Illumina/Solexa, San Diego, USA) (Metzker, 2010 ; Woollard et al., 2011).

1.3.1. Pyroséquencage 454
Cette méthode a vu le jour en 2005. Dans un premier temps, I'ADN est fragmenté en subissant
des cassures mécaniques par nébulisation (méthode shotgun). La PCR est ensuite conduite
en émulsion ; les brins d'ADN sont fixés a des microbilles magnétiques réparties dans
des microtubes. Ceci permet une lecture simultanée de plusieurs millions de réactions
indépendantes de 400 pb. La lecture des nucléotides insérés se fait par une réaction chimio-
luminescente qui révéle ainsi la séquence amplifiée. Roche a cependant arrété la fabrication

de séquenceur en 2015 et l'assistance a cette technique mi-2016 (https://www.roche.com).
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1.3.2. Séquencage par ligation
Le séquencage par ligation a débuté en 2006. Les premiéres étapes sont semblables a celles
du pyroséquencage, mais les microbilles magnétiques sont fixées a une plaque de verre.
La réplication des brins d’/ADN s'appuie dans ce cas sur le principe de ligation, intervenant
de maniere naturelle dans la réparation de I'ADN. La ligase ajoute un bloc de huit bases
a la nouvelle séquence d'/ADN comprenant deux bases complémentaires au brin a séquencer
et six bases universelles reliées & un marqueur au fluor. Les six bases obsolétes
et le fluorochrome seront éliminées par clivage, permettant une lecture des seéquences
amplifiées par fluorescence. Il est possible de lire 1,5 milliards de séquences de 75 paires
de bases en simultané. De plus, cette technique permet une correction des erreurs en temps réel
rendant ce systtme dix fois plus performant que le  pyroséquencage

(https://www.thermofisher.com).

1.3.3. Séquencage Illlumina
Pour cette technique, qui date de 2007, I’amplification de I’échantillon se fait aprés fixation
des brins d’ADN sur un support solide (flowcell). Chaque base d’ADN incorporée est marquée
par un fluorochrome, permettant une lecture par laser & chaque cycle d'incorporation.
Le fluorochrome est ensuite clivé, permettant I'addition d'une nouvelle base marquée pouvant
étre lue. La lecture est donc effectuée cycle apres cycle, permettant I'acquisition en paralléle

de plus de 3 milliards de séquences de 300 paires de bases (https://www.illumina.com).

2. Les microorganismes en milieux ultramafiques

2.1. La spécificité de la microflore ultramafique

En raison de leurs propriétés géochimiques particulieres, les sols ultramafiques hébergent
des communautés microbiennes spécifiques car elles sont exposées a de fortes concentrations
de métaux (Schipper et Lee, 2004 ; Rajkumar et al., 2009b ; Branco, 2010). Par conséquent,
ces communautés microbiennes présentent des particularités évolutives et physiologiques
a leur environnement local, a l'instar des communautés végétales endémiques des régions
ultramafiques (Oline, 2006).
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La diversité microbienne dans les zones ultramafiques est surtout connue au travers
de la composante bactérienne du sol (Lipman, 1926 ; Mengoni et al., 2001, 2004 ; Idris et al.,
2004 ; Schipper et Lee, 2004 ; DeGrood et al., 2005 ; Oline, 2006 ; Lenczewski et al., 2009 ;
Becerra-Castro et al., 2013 ; Bordez et al., 2016 ; Lopez et al., 2017). Quelles que soient
les conditions environnementales, trois phyla dominent : les Proteobacteria,
les Acidobacteria et les Actinobacteria (Mengoni et al., 2001 ; Oline, 2006 ; Pal et al., 2007 ;
Roesch et al., 2007 ; Rajkumar et al., 2009b ; Delmont et al., 2012 ; Lopez et al., 2017).
Les communautés bactériennes présentes en sols ultramafiques, caractérisées par clonage
et séquencage du gene de I'ARNr 16S, n’apparaissent pas différentes de celles issues de sols
non ultramafiques, avec une prédominance des phyla Proteobacteria et Actinobacteria
(Oline, 2006). Le phylum Acidobacteria est aussi tres abondant dans ces milieux
(Pessoa-Filho et al., 2015). Ce résultat confirme celui d'une étude réalisée
en Nouvelle-Calédonie qui montre une prédominance des Acidobacteria dans les sites miniers
sans couvert végétal, a I'inverse de ceux revégétalisés par des plantes indigenes et possédant
une forte abondance de Proteobacteria (Herrera et al., 2007).

En ce qui concerne la diversité fongique en sols ultramafiques, seuls les champignons
symbiotiques, comme les mycorhizes a arbuscules (Schechter et Bruns, 2008 ; Fitzsimons
et Miller, 2010) ou les champignons ectomycorhiziens (Gongalves et al., 2007 ; Urban et al.,
2008 ; Branco, 2010) ont été étudiés. Pour les champignons telluriques saprophytes, il a été
montré en Nouvelle-Calédonie qu’ils sont dominés par les Ascomycota (Daghino et al., 2012)

et présentent une grande tolérance aux stress métalliques (Likar et Regvar, 2009).

Les fortes concentrations en métaux des sols ultramafiques réduisent la biomasse microbienne
(Wang et al., 2006), affectent certaines activités enzymatiques microbiennes (Kandeler et al.,
1996 ; Wang et al., 2006), en particulier celles impliquées dans les cycles biogéochimiques
(Kuperman et Carreiro, 1997 ; Kandeler et al., 2000a ; Alkorta et al., 2011), et induisent
le développement de résistances aux métaux chez les bactéries (Nannipieri et al., 2012).
La structure et la diversité des communautés microbienne sont alors modifiées (Sandaa et al.,
1999 ; Mengoni et al., 2001 ; Kamnev et al., 2005 ; Pessoa-Filho et al., 2015). Cependant,
il a été observé que l'augmentation des concentrations de métaux dans des sols ultramafiques
n'était pas corrélée aux propriétés biologiques, tels que le profil de réponse catabolique,
la biomasse et la respiration microbienne (Schipper et Lee, 2004). Ces données contradictoires
pourraient étre attribuées aux différences de sensibilité des microorganismes aux métaux

et a la forme sous laguelle les métaux sont présents dans le sol (spéciation).

20



Partie 1 — La microflore des environnements ultramafiques

2.2. La réponse des bactéries au Ni

Plusieurs processus peuvent conférer aux bactéries la résistance aux métaux, qui interviennent
en amont ou en aval de l'internalisation du métal au sein de la bactérie (Figure 6).
La biosorption du métal sur la structure cellulaire résulte de la synthese de biosorbants par
les bactéries (Chardot et al., 2005). Ceci peut entrainer une diffusion passive de I'élément dans
le cytoplasme bactérien. A l'inverse, une internalisation via une inclusion peut résulter
de la présence de protéines de transport spécialisées. Aprés internalisation, le métal est soit
pompe activement pour retourner dans lI'environnement par un processus d'efflux, soit séquestré
sous une forme inerte, ce qui limite sa toxicité. Il s’agit, dans ce dernier cas,
de la bioaccumulation. La bactérie synthétise des substances organiques (comme
les exopolymeéres) ou inorganiques (métabolites) qui interagissent avec les métaux qui prennent

des formes insolubles et limitent I’internalisation du Ni (Valls et De Lorenzo, 2002).
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Figure 6 : Principaux processus impliqués dans la résistance des bactéries aux métaux
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3. Les bactéries rhizosphériques

3.1. Influence des parametres environnementaux sur la diversité
des communautés rhizosphérigues

3.1.1. L'interface sol racine

La rhizosphere, décrite pour la premiere fois par Hiltner (1904), correspond au volume de sol
sous I’influence des racines vivantes, caractérisé par une intense activité microbienne. Elle se
limite a quelques millimétres d’épaisseur (en excluant les mycorhizes). Il s’agit
d’une interface particuliére en raison des différentes actions exercées par les racines sur
le milieu extérieur qui créent ainsi des conditions physico-chimiques différentes de celles
du sol non rhizosphérique (Morel et al., 1986 ; Hartmann et al., 2008). Divers processus sont
en cause tels que la rhizodéposition (exsudats, sécrétions et mucilages), la respiration racinaire,
l'excrétion de protons et le prélévement de ’eau et des solutés par les racines (Nguyen, 2003 ;
Chardot et al., 2005). Les propriétés abiotiques et biotiques particulieres de la rhizosphére sont
dues a la libération dans le sol de nombreux composés (diffusion de sucres, acides aminés
et organiques ; secrétion de mucilages, de phytosidérophores, de composeés allélopathiques ;
excrétion d’ions carbonate, de protons, d’éthyléne) qui stimulent les microorganismes du sol
(Benizri et al., 2001 ; Nguyen, 2003 ; Dennis et al., 2010).

Du fait de sa richesse en éléments nutritifs, la rhizosphére contient ainsi 10 a 100 fois plus
de microorganismes par g de sol que le sol non rhizosphérique (Hiltner, 1904 ; Riviére, 1960 ;
Cunningham et Ow, 1996 ; Nguyen, 2003). Cette interface est donc le siége d’interactions
multiples qui impliquent les métaux (Morel et al., 1986), plagant 1’é¢tude de la rhizosphere
et des interactions avec les microorganismes telluriques comme primordiale chez les plantes

hyperaccumulatrices.

3.1.2. Les facteurs influencant la diversité bactérienne rhizosphérique

Les communautés bactériennes rhizosphériques sont soumises a l'influence des plantes avec
lesquelles elles vivent en association. Les plantes sont a méme d'exercer une pression
de sélection sur les bactéries environnantes, permettant d'amener un cortege
de microorganismes spécifiques pouvant, par le biais de fonctions particulieres, dégrader
les sources de nutriments qu'elles produisent. En effet, la rhizodéposition favorise
le développement des microorganismes rhizosphériques, leur fournissant une source d'énergie
et de nutriments (Baudoin et al., 2002 ; Nguyen, 2003 ; Buée et al., 2009a).
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Par ailleurs, les rhizodépots jouent un réle structurant majeur des communautés microbiennes
a proximité des racines (Grayston et al., 1998 ; Marschner et al., 2011 ; Berendsen et al., 2012).
Apportés & une terre dans plante, les exsudats racinaires peuvent en modifier
le microbiome (Badri et al., 2013). De méme, I’amendement de terres non plantées avec
des mucilages collectés de racines de mais modifie la structure génétique des communautés
bactériennes du sol (Benizri et al., 2007). Ainsi, de nombreux auteurs aboutissent
au consensus général du role structurant des rhizodépdts sur les communautés bactériennes
telluriques. En effet, ’espéce végétale et son stade phénologique (Smalla et al., 2001 ; Lerner
et al., 2006), le cultivar d’une méme espéce (Andreote et al., 2009) voire la zone de la racine
(Baudoin et al., 2002 ; Lundberg et al., 2012), ou encore la diversité des plantes du couvert
végétal (Latour et al., 1996 ; Stephan et al., 2000 ; Kuske et al., 2002 ; Marschner et al., 2004)

ont une influence sur la diversité bactérienne tellurique.

Outre l'action des plantes sur la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques,
les conditions environnementales jouent un réle important dans le déterminisme de cette
diversité (Martiny et al., 2006), comme cela a été montré pour le type de sol et de ses paramétres
physico-chimiques sur la structure, les fonctions et la diversité des communautés

rhizosphériques (Berg et Smalla, 2009).

Un grand nombre de travaux a montré que le pH du sol était le principal facteur de controle
de la diversité bactérienne (Fierer et Jackson, 2006 ; Lauber et al., 2009 ; Philippot et al.,
2009 ; Rousk et al., 2010). Ainsi, les abondances relatives des Acidobacteria diminuent avec
l'augmentation du pH, tandis que celles des Actinobacteria et Bacteroidetes augmentent.
Toutefois, les abondances relatives des Alpha, Beta et Gamma-Proteobacteria ne varient pas
significativement avec le pH du sol. Il semblerait que 1’abondance des Alpha et Beta-
Proteobacteria soit plus étroitement liées a la disponibilité en C organique qu’au pH des sols
(Bowen et Rovira, 1999 ; Lugtenberg et Dekkers, 1999). D'autres facteurs déterminants ont été
avances tels que la disponibilité en nutriments (Broughton et Gross, 2000 ; Liu et al., 2010)

et la salinité du substrat (Lozupone et al., 2011).
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Les pratiques agricoles, telles que 1’apport d’une fertilisation minérale, influencent aussi
la composition de la communauté microbienne tellurique. C’est ainsi que sur la base
d'une approche de pyroséquencage, la fertilisation azotée exerce des effets significatifs sur
la composition des communautés microbiennes (Fierer et al., 2012). L’abondance relative
des phyla des Proteobacteria et des Bacteroidetes, connus pour étre copiotrophes, s’accroit
dans des parcelles a niveau d’engrais minéral élevé, alors que les taxons oligotrophes
(principalement les Acidobacteria) montrent un comportement opposé. Enfin, des pratiques
culturales telles les cultures intercalaires (Saad et al., 2018), le type de rotation (Cavagnaro
et Martin, 2011) ou le travail du sol (van Capelle et al., 2012), ont un impact sur la diversité

microbienne (Philippot et al., 2013).

Le sol a une influence profonde sur I'assemblage des communautés bactériennes mais aussi
fongiques dans la rhizosphere (Philippot et al., 2013). Les caractéristiques physico-chimiques
complexes des sols affectent la physiologie des plantes et, en conséquence, les profils
d'exsudation des racines, qui a leur tour influencent la composition du microbiote
de la rhizosphere. Ceci pourrait expliquer les conclusions contradictoires concernant 1’origine
du déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique, qui semble étre, au final,
la résultante de différents parameétres interagissant entre eux. Ainsi, cerner précisement
le déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique reste complexe et demeure encore
aujourd’hui un challenge, d’autant que la majorité des études sur la diversité microbienne est
limitée a des échelles spatiales réduites. Au niveau mondial, Martiny et al. (2006) ont mis
en avant que ce déterminisme, a grande échelle, reposait prioritairement sur les conditions

climatiques et non en lien directement avec les parametres physico-chimiques des sols.

Concernant les sols ultramafiques, il ressort que la diversité microbienne dépend de facteurs
tels que la température, I'humidité et la disponibilité du C organique (Sandaa et al., 1999 ;
Mengoni et al., 2001 ; Idris et al., 2004 ; Rajkumar et al., 2009a). Une étude précédente, basée
sur une approche de pyroséquencage, a aussi mis en évidence que le Ni est le facteur principal
gouvernant la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques de O. chalcidica
endémique du massif montagneux de Pinde en Gréce (Lopez et al., 2017). En effet, il est connu
que les métaux, tel le Ni, peuvent diminuer et moduler la diversité bactérienne (Stefanowicz
et al. ; Torsvik et al.,, 1998 ; Sandaa et al., 1999 ; Nwuche et Ugoji, 2010). Cependant,

ces différentes études n'ont eté effectuées qu'a des echelles spatiales restreintes.
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3.2. La diversité bactérienne rhizosphérique en sols ultramafiques

Malgré l'intérét accordé a I'étude des communautés microbiennes dans les sols ultramafiques,
peu d'études se sont intéressées a la caractérisation de la diversité genétique des communautés
bactériennes rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices de Ni (ldris et al., 2004 ;
Mengoni et al., 2004).

La plupart des études portant sur la diversité bactérienne se sont faites via des approches
culture-dépendantes. Ainsi, il ressort que les bactéries présentes au niveau de la rhizosphére des
plantes hyperaccumulatrices de métaux appartiennent principalement aux genres Arthrobacter,
Microbacterium, Bacillus, Curtobacterium, Leifsonia, Niocardioides, Paenibacillus (Gram
positif), Pseudomonas, Burkholderia, Sphingomonas et Variovorax, Acidovorax, Caulobacter,
Rhizobium, Sphingomonas, Stenotrophomonas (Gram négatif). Ces genres sont connus
pour étre fortement tolérants aux métaux, dont le Ni (Mengoni et al., 2001 ; Abou-Shanab
et al., 2003b, 2007 ; Oline, 2006 ; Pal et al., 2007, 2007 ; Rajkumar et Freitas, 2008 ;
Turgay et al., 2011).

Les effets bénéfiques induits par ces microorganismes résistants aux métaux ont attiré
I'attention de nombreux chercheurs en raison de leurs applications potentielles dans
des stratégies de dépollution et de réhabilitation des sols (Abou-Shanab et al., 2003b ; Chardot
et al., 2005). En effet, ces bactéries peuvent contribuer a diminuer le stress de la plante,
augmenter la longueur et la surface racinaire permettant une plus grande surface d’échange
et d’absorption, ou augmenter la disponibilité des éléments traces dans la rhizosphére et donc
potentiellement influencer leur transfert vers la plante (Glick et Stearns, 2011 ; Sessitsch et al.,
2013). Ainsi, I'utilisation de bactéries d’intérét associées aux plantes pourrait améliorer
l'efficacité de la phytoextraction. Il s’agit des bactéries qualifiées de PGPR (Plant Growth

Promoting Rhizobacteria).
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4. Les bactéries PGPR

Cet acronyme désigne les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes.
Elles représentent de 2 a 5% de la totalité des rhizobactéries et exercent un effet bénéfique
sur la croissance des plantes (Antoun et Kloepper, 2001). Parmi les PGPR, certaines sont
connues pour leur résistance a plusieurs polluants métalliques et peuvent ainsi étre présentes

dans la rhizosphere des plantes hyperaccumulatrices (Rajkumar et al., 2009b).

Les PGPR sont a méme de solubiliser les formes organiques du P des sols, de produire
des régulateurs de croissance (composes auxiniques, des cytokinines et des gibbérellines)
et de synthétiser des sidérophores, jouant un role dans le transport du fer présent dans le sol
vers les cellules racinaires (Rodriguez et Fraga, 1999 ; Whipps, 2001 ; Ma et al., 2009 ; Ahmed
et Holmstrém, 2014). Les sidérophores peuvent aussi former des complexes stables avec
d'autres métaux tels que Al, Ni, Cu, Zn, Ga, Cd, In et Pb (Glick et Bashan, 1997 ; Schalk et al.,
2011 ; Rajkumar et al., 2012). Les plantes récupérent le métal via divers mécanismes, comme,
par exemple, l'absorption de complexes sidérophore-métal, ou par une réaction d'échange
de ligands (Schmidt, 1999). Les effets de I’inoculation de plantes hyperaccumulatrices par
des bactéries productrices de sidérophores ont fait I'objet d'une attention particuliére
(Rajkumar et al., 2009a).

Les bactéries PGPR peuvent aussi réguler la synthése d’éthyléne et diminuent ainsi le stress
induit chez la plante par la présence de métaux (Whipps, 2001 ; Glick, 2014). L’éthyléne,
en tant que phytohormone, montre une grande diversité d’action en influengant la germination
des graines, la formation de fleurs, la maturation des fruits, la sénescence et 1’abscission
des feuilles, la nodulation chez les Légumineuses et le développement racinaire (Nultsch, 1998
; Glick, 2014). La biosynthése de 1’éthyléne a pour origine la méthionine. Cette phytohormone
provient de I’ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylate) qui est son précurseur chez
les plantes (Adams et Yang, 1979). L’activité ACC déaminase (ACCd) a été étudiée la premiére
fois par Honma et Shimomura (1978). Elle est retrouvée entre autres chez les PGPR
Pseudomonas, Variovorax, Ralstonia, Agrobacterium ou Rhizobium (Antoun et Prévost, 2006
; Duan, 2007 ; Nascimento et al., 2014 ; Durand et al., 2015). L’enzyme ACCd est le plus
souvent sous une forme multimérique, a savoir en dimére ou trimére de sous-unités de 35 a 42
kDa et son activité est localisée dans le cytoplasme bactérien (Jacobson et al., 1994 ; Glick,
2014). Les microorganismes possédant une activité ACCd peuvent synthétiser I’acide indole
3-acétique (AlA) en réponse a la présence de précurseurs contenus dans les exsudats racinaires

des plantes (Figure 7 ; dapres Glick et al., 1998). L’AIA absorbé par la plante, en plus
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de stimuler 1’¢longation et la prolifération cellulaire, va augmenter I’activit¢ ACC synthase
qui permet de convertir la S-adénosylmethionine (SAM) en ACC. Les bactéries a proximité
des racines peuvent absorber I’ACC, qui constitue une source de C et de N, apres transformation
en ammoniac et en a-kétobutyrate. L’hydrolyse de I’ACC par les bactéries résulte de I’activité
de I’ACCd, ce qui conduit a une diminution de sa concentration dans 1’environnement racinaire.
Ainsi, pour équilibrer la concentration en ACC, a la fois dans 1’ectorhizosphére mais aussi
dans les tissus racinaires, la plante va exsuder davantage d’ACC (Glick et al., 1998 ; Grichko
et Glick, 2001). Il en résulte au final une diminution de la concentration en éthyléne

dans les tissus vegétaux (Moénne-Loccoz et Défago, 2004 ; Stearns et al., 2005 ; Blaha et al.,

2006 ; Han et al., 2015).
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Figure 7 : Inhibition de la biosynthése d’éthyléne par I’ACC déaminase

Les bactéries PGPR peuvent également augmenter la résistance des plantes aux métaux.
En effet, le peptide EC20 synthétisé par la rhizobactérie PGPR Pseudomonas putida peut
se lier au Cd, et permet a la fois un prélévement accru du métal par les plantes tout en diminuant
sa toxicité pour les tissus vegétaux (Wu et al., 2006). Les bactéries PGPR, via une synthése
d'antifongiques ou d'antibiotiques, peuvent aussi jouer un role d’agents de biocontréle contre

des organismes phytopathogénes (Glick et al., 2007).

Ainsi, via leurs différentes actions, les PGPR pourraient favoriser le développement
des plantes cultivées sur des sols naturellement bien pourvus en metaux ou soumis

a une pollution métallique (Figure 8).
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ubiquistes

Figure 8 : Plante hyperaccumulatrice en sol ultramafique : Interface sol-racines-PGPR
AlA : auxines, ACCd : 1-aminocyclopropane-1-carboxylate déminasse, MO : matiére organique

Plusieurs travaux témoignent de I’intérét d’inoculer des plantes hyperaccumulatrices de Ni avec
des bactéries PGPR afin d’augmenter la disponibilité du Ni dans le sol et d’améliorer son
accumulation. L’inoculation de trois souches PGPR ont montré une augmentation de
la phytoextraction de Ni par A. murale de 17% (inoculé par Sphingomonas macrogoltaabidus),
24% (Micorbacterium liquefaciens) et 32% (Micorbacterium arabinogalactanolyticum)
(Abou-Shanab et al., 2003a). De méme, une augmentation des biomasses aériennes et racinaires
et de I'accumulation de Ni, Cu et Zn chez Ricinus communis, a été observée apres inoculation
par deux especes PGPR du genre Pseudomonas : PsM6 (Pseudomonas sp.) et PjM15
(Pseudomonas jessenii) (Rajkumar et Freitas, 2008). Un autre exemple est 1’inoculation
d'A. serpyllifolium ssp. malacitanum par deux souches d'Arthrobacter (SBA82 et LA44)
qui a induit une augmentation des biomasses végétales et des concentrations en Ni
des hyperaccumulateurs (Becerra-Castro et al., 2013). Enfin, la bactérie PGPR Variovorax
paradoxus isolées de la rhizosphére de deux associations de plantes hyperaccumulatrices
(B. tymphaea/N. tymphaea et B. tymphaea/A. murale) s’est révélée efficace a augmenter
les biomasses végétales et les quantités de Ni extraites (Durand et al., 2015).
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Objectifs de la these

La microflore rhizosphérique est étroitement dépendante des conditions de milieu
et de D’activité des racines. Les métaux influencent sa taille, sa diversité et ses activités
(Kandeler et al., 2000 ; Lorenz et al., 2006 ; Wang et al., 2007 ; Bourceret et al., 2016).
Mais peu de travaux ont étudié la caractérisation de la diversité des communautés bactériennes
rhizosphériques de plantes hyperaccumulatrices qui se développent dans des sols naturellement

bien pourvus en ETM.

Le sol est un milieu vivant composé de nombreux microorganismes, essentiellement
hétérotrophes, c'est-a-dire ayant besoin d’une source de C organique pour croitre. La libération
de C organique dans la rhizosphere (rhizodépdts) constitue une source importante de nutriments
pour la croissance de ces microorganismes (0,6 a 27% de la masse séche de la plante). Cette
interaction trophique est a la base de 1’effet rhizosphére, qui contient ainsi 10 a 100 fois plus
de microorganismes par g de sol que le sol non rhizosphérique (Hiltner, 1904 ; Riviere, 1960 ;
Cunningham et Ow, 1996 ; Nguyen, 2003).

Si le processus de rhizodéposition a été maintenu au cours de 1’évolution des végétaux,
c’est parce que les codts investis, qui semblent a priori ne bénéficier qu’aux microorganismes
hétérotrophes de la rhizosphére, sont compenses par des bénéfices (Morgan et al., 2005).
En effet, les plantes interagissent étroitement avec la microflore rhizosphérique qui peut,
d’une part, fournir des éléments minéraux nécessaires a la plante et, d’autre part, améliorer
leur résistance aux agents pathogenes telluriques et a des stress tels que ceux induits
par les métaux (Kloepper et al., 1989 ; Leyval et al.,, 1997 ; Lebeau et al., 2008).
Les microorganismes rhizosphériques peuvent également modifier la mobilité
et la disponibilité des métaux présents dans le sol, favorisant ou non leur transfert
de la rhizosphére a la plante et donc la phytoextraction (Tonin et al., 2001 ; Whiting et al.,
2001a ; Bani et al., 2007 ; Kidd et al., 2009 ; Sessitsch et al., 2013).
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A ce jour, le déterminisme de la diversité des communautés microbiennes associées
a la rhizosphére de plantes hyperaccumulatrices de métaux reste non élucidé. Les facteurs
qui participent a la structuration et a la diversité des communautés des sols ultramafiques
contenant des niveaux elevés de Ni sont inconnus. Outre I’intérét fondamental
de ces connaissances, appréhender le déterminisme de la microflore rhizosphérique
des hyperaccumulateurs pourrait contribuer a la mise en ceuvre d’une agromine plus
performante. Ainsi, l'inoculation de bactéries d’intérét capables, d’une part, de stimuler
la croissance des plantes et, d’autre part, d’améliorer 1’cfficience d’extraction du Ni par

les plantes, pourrait répondre aux besoins d’optimisation des cultures d’hyperaccumulateurs.

Le premier objectif de ce doctorat a été d'apporter une connaissance sur la structure
et sur la diversité des communautés bactériennes présentes dans la rhizosphére
des plantes hyperaccumulatrices de Ni.

Les questions scientifiques étudiées ont été :

- Quels sont les facteurs, abiotiques et/ou biotiques, qui contrélent la structuration
et la diversité des communautés bactériennes présentes dans les rhizospheres
de plantes hyperaccumulatrices de Ni ?

- Comment peut-on hiérarchiser les différents facteurs abiotiques et biotiques
qui influencent I'environnement rhizosphérique et déterminent la structuration
et la diversité des communautés bactériennes ?

- Quelle loi du déterminisme de la structuration et de la diversité de ces communautés
bactériennes peut étre dégagée en fonction du climat, des caractéristiques physico-
chimiques des sols considérés et des espéces hyperaccumulatrices ?

- Le déterminisme de la diversité bactérienne est-il le méme quelle que soit I'échelle prise

en compte, climatique ou planétaire ?

La démarche générale a reposé sur i) la sélection de sites ultramafiques dans deux régions
climatiques contrastées, meéditerranéenne (Grece et Albanie) et tropicale (Indonésie
et Malaisie), ii) la collecte de plantes et terres rhizosphériques associées, iii) la mise en ceuvre
du séquencage haut débit pour caractériser la diversité des communautés bactériennes
de la rhizosphére de hyperaccumulateurs, iv) la mesure des parametres physico-chimiques
des terres rhizosphériques, enfin v) I’analyse statistique couplant les différentes variables

de diversité bactérienne et des facteurs et parametres abiotiques.
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Le deuxieme objectif de ce doctorat a été d'étudier les applications potentielles de cette
connaissance a I’optimisaiton de I’agromine. La voie choisie a reposé sur 1’inoculation
de bactéries PGPR dans la rhizosphere de plantes hyperaccumulatrices de Ni. Elle s’est appuyée
sur des bactéries capables de bioaccumuler le Ni, isolées dans les rhizospheresdes plantes
étudiées.
Les questions étudiées ont été :

- L'inoculation d'une souche bactérienne PGPR bioaccumulatrice ou non de Ni

peut-elle modifier la phytoextraction d'une plante hyperaccumulatrice ?
- L'inoculation d'une souche bactérienne PGPR peut-elle, au méme titre

qu'un amendement chimique ou organique, modifier la microflore rhizosphérique ?

La démarche adoptée pour répondre a ce questionnement a €té i) I’isolement de bactéries
résistantes au Ni (NiR) de la rhizosphére d’hyperaccumulateurs, ii) le criblage des bactéries NiR
sur la base de leurs traits PGPR, iii) la mesure du potentiel de bioaccumulation du Ni
par ces bactéries enfin iv) la culture en conditions controlées de plantes hyperaccumulatrices
inoculées avec des bactéries PGPR capables de bioaccumuler plus ou moins le Ni.
Les interprétations ont fait appel a I’analyse des paramétres abiotiques (caractéristiques
physico-chimiques du sol), biotiques (dosage de métaux dans les plantes hyperaccumulatrices,
diversité bactérienne présente) ainsi qu’a une approche fonctionnelle (activités enzymatiques

microbiennes des sols rhizosphériques et prédiction des métagénomes fonctionnels).
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Partie 2 : La diversit¢ bactérienne
des environnements ultramafiques

Introduction

Les sols ultramafiques sont caractérisés par une forte toxicité metallique due a une forte
concentration en éléments sidérophiles (Fe, Cr, Ni, Co, Mn et Mg), ainsi que par une faible
teneur en éléments nutritifs tels que N, P, K et Ca. Les milieux ultramafiques exercent
une pression de sélection sur I’ensemble des organismes : plantes, faune, microflore. En effet,
ces particularités ont engendré une sélection de plantes adaptées a ces milieux, formant
des écosystemes spécifiques (Reeves et al., 2018). De nombreuses plantes hyperaccumulatrices
de Ni, capables de supporter de fortes teneurs en cet élément et de I’accumuler dans leurs parties

aeriennes, sont ainsi présentes dans ces milieux.

Mais qu'en est-il de la pression de sélection exercée sur les bactéries de ces environnements

ultramafiques ?

La majorité des études sur la diversité microbienne dans les sols ultramafiques sont limitées
a des échelles spatiales réduites (Lipman, 1926 ; Mengoni et al., 2001, 2004 ; Idris et al.,
2004 ; Schipper et Lee, 2004 ; DeGrood et al., 2005 ; Oline, 2006 ; Lenczewski et al., 2009 ;
Becerra-Castro et al., 2013 ; Bordez et al., 2016 ; Lopez et al., 2017). De maniére générale,
il ressort que la diversité microbienne dans ces sols dépend de facteurs tels que la température,
I'hnumidité, le type de métal et la disponibilité du C organique des sols. Une étude précédente,
basée sur une approche de pyroséquencage, a mis en évidence que le Ni des sols extractible
au DTPA est le facteur principal gouvernant la diversité des communautés bactériennes
Rhizosphériques de O. chalcidica endémique du massif montagneux de Pinde en Grece (Lopez
etal., 2017).
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Pour cerner le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques
de plantes hyperaccumulatrices de Ni dans les sols ultramafiques, nous avons choisi
de caractériser le microbiome endémique de deux régions contrastées du monde, d’un point
de vue climatique, riches en territoires ultramafiques. Ces zones ultramafiques couvrent environ
1% de la surface terrestre (Echevarria, 2018). Ainsi, ont été selectionnés le territoire
des Balkans, avec I’Albanie et la Grece, et celui du Sud-Est asiatique avec 1’Indonésie
et la Malaisie.

Les sols ultramafiques sont largement présents dans les Balkans, comme en Albanie
ou ils représentent environ 10% de la surface du territoire (Bani, 2009).
Les hyperaccumulateurs recensés sur ce territoire appartiennent essentiellement a la famille
des Brassicaceae tels O. chalcidica, O. smolikana, O. rigida, N. ochroleuca et B. subsp.
markgrafii (Bani et al., 2013 ; Cecchi et al., 2018 ; Reeves et al., 2018). Une plus grande
diversité d'hyperaccumulateurs de Ni a été recensée en Gréce, avec en plus les genres Leptoplax
(Brassicaceae) et Centaurea (Asteraceae).

Dans le Sud-Est asiatique, les sols ultramafiques de I'état de Sabah en Malaisie (ile
de Bornéo) sont étendus et occupent une superficie totale d'environ 3 500 km? (Proctor et al.,
1988). Le Parc Kinabalu a été créé en 1964 en tant que premiére zone totalement protégée
a Sabah. Il posséde une superficie de 754 km? autour du Mont Kinabalu, la plus haute montagne
de [Iile de Bornéo, incluant des territoires ultramafiques (Beaman, 2005).
Les hyperaccumulateurs de Ni de Sabah appartiennent principalement aux familles botaniques
des Phyllanthaceae, Rubiaceae, Salicaceae et Violaceae (Reeves, 2006 ; van der Ent et al.,
2015a). Les hyperaccumulateurs connus de cette région sont R. bengalensis et R. javanica
(Violaceae) (Brooks et Wither, 1977 ; Brooks et al.,, 1977b), Phyllanthus balgooyi
(Phyllanthaceae) (Baker et al., 1992 ; Hoffmann et al., 2003), Dichapetalum gelonioides
(Dichapetalaceae) (Baker et al., 1992), Psychotria sarmentosa (Rubiaceae) (Reeves, 2003)
et Shorea tenuiramulosa (Dipterocarpaceae) (Proctor et al.,, 1989). Une campagne
de prospection a été réalisée en 2011, dans le Parc Kinabalu, par van der Ent et al. (2015a)
pour un recensement de nouvelles espéces hyperaccumulatrices. Celle-ci a permis d’inventorier
de nouvelles plantes hyperaccumulatrices telles, Actephila alanbakeri (Phyllanthaceae)
(van der Ent et al., 2015a,b), Antidesma montisilam (Phyllanthaceae) (Nkrumah et al., 2018b)
et Pittosporum peridoticola (Pitosporaceae) (Sugau et van der Ent, 2015).
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Concernant I'Indonésie, elle posséde des sols ultramafiques riches en latérites de Ni,
représentant 70% des réserves de ce métal et contribuant actuellement a 40%
de son approvisionnement mondial (Berger et al., 2011 ; Butt et Cluzel, 2013). De grands
gisements de latérites de Ni sont retrouvés sur I'ile d'Halmahera, ou les sols ultramafiques
représentent une superficie de 8 000 km? (Mudd, 2009 ; van der Ent et al., 2013a ; Galey et al.,
2017). Un grand projet industriel minier, visant a valoriser le gisement de Ni présent
sur cette Tle, est le projet Weda Bay Nickel (WBN) porté par la compagnie ERAMET.
Ce projet, qui couvre une zone de 58 874 ha avec des ressources estimées en Ni
a 9,3 millions de t, cible une production de 65 000 tonnes de Ni par an
(http://lwww.eramet.com/projets/weda-bay-nickel-indonesie). La création de mines a ciel
ouvert, comme c’est le cas dans le projet WBN, entraine la destruction de la couverture
végétale. C’est ainsi qu ERAMET a envisagé, en partenariat avec des chercheurs, de réaliser
un inventaire des espéces végétales présentes sur leurs futurs sites d’exploitation de I7le
d'Halmahera. En effet, les plantes hyperaccumulatrices de Ni, connues pour leur capacité
d’une part, a se développer sur les sols ultramafiques et d’autre part, a accumuler ce métal
dans leur partie aérienne, constituent un choix idéal en vue d’une restauration des sites exploités
et d’une revégétalisation de ces zones minieres. Avant ce projet, aucun hyperaccumulateur
n'avait été recensé sur I7le d'Halmahera (Erskine et al., 2018). Cependant, I'analyse
de spécimens d'herbier d'Indonésie a conduit a la découverte des plantes hyperaccumulatrices
suivantes : R. bengalensis, R. javanica (Violaceae), Trichospermum Kjelbergii (Tiliaceae),
Planchonella oxyhedra (Sapotaceae), Myristica laurifolia var. bifurcata (Myristicaceae),
Brackenridgea palustris subsp. Kjellbergii (Ochnaceae), Psychotria sp. (Rubiaceae),
Phyllanthus insulae-japen et Glochidion aff. acustylum (Phyllanthaceae) (Wither et Brooks,
1977 ; Reeves, 2003). De plus, des travaux sur le terrain a Sulawesi ont mis en évidence
Sarcotheca celebica (Oxalidaceae) et Knema matanensis (Myristicaceae) comme

hyperaccumulateurs de Ni (van der Ent et al., 2013a).

Nous détaillerons, dans un premier temps, les résultats obtenus indépendamment en Albanie,
en Malaisie et en Indonésie. L'échantillonnage en Grece étant restreint (collecte uniquement
de 12 échantillons), ne sera pas étudié individuellement mais considéré dans I'analyse globale,

que nous aborderons dans un deuxieme temps.
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Les 48 hyperaccumulateurs d'Albanie ont été prélevés avec leur terre rhizosphérique
dans la région ultramafique de Shebenik. Les plantes échantillonnées sont des Brassicacees :
0. chalcidica (Janka) Spaniel & al. (anciennement Alyssum murale Waldst. & Kit), O. rigida
(Nyar.) L. Cecchi & Selvi (anciennement A. bertolonii), O. smolikana (Nyar.) Spaniel & al.
(anciennement A. smolikanum) et N. ochroleuca (Boiss. & Heldr.) F.K. Mey.

Du fait, de la grande diversité d'hyperaccumulateurs recensés dans le Parc Kinabalu, 60 plantes
appartenant a huit familles botaniques ont été prélevées dans I'état de Sabah en Malaisie avec
leur terre rhizosphérique.

Pour caractériser les hyperaccumulateurs de Ni natifs de 1’lle d’Halmahera, des échantillons
vegétaux (feuilles, tiges racines, bois, écorces, fruits) de 10 familles botaniques et leur terre
rhizosphérique ont été collectés. En effet, les prospections de terrain sur I'lle d'Halmahera ont
permis la collecte de plus de 800 échantillons de parties de végétaux ainsi que la collecte de 90
échantillons de terre (rhizosphériques ou non). Au total, 10 hyperaccumulateurs de Ni ont été
découverts in situ appartenant aux familles des Violaceae (Rinorea aff. bengalensis), Tiliaceae
(Trichospermum morotaiense), Sapotaceae (Planchonella roxburghioides), Phyllanthaceae
(Glochidion moluccanum), Moraceae (Ficus trachypison), Rosaceae (Prunus sp.),
Apocynaceae (Cerbera cf. floribunda), Lecythidaceae (Barringtonia sp.), Aristolochiaceae

(Aristolochia sp.) et Euphorbiaceae (Macaranga sp.) (Lopez et al., 2018).

Par la suite, un changement d'échelle sera effectué afin de passer d'études ciblées
géographiquement a une étude globale a échelle mondiale de la diversité des communautés
bactériennes rhizosphériques. Il s’agira ainsi de comprendre quel est, a 1’échelle planétaire,
le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques de plantes
hyperaccumulatrices de Ni dans les sols ultramafiques. La démonstration s’appuiera
sur un large échantillonnage de terres rhizosphériques de plantes hyperaccumulatrices de Ni
(33 especes) issues de deux régions ultramafiques contrastées d’un point de vue climatique
(Albanie et Grece d’une part, et Indonésie et Malaisie, d’autre part) et d’une analyse
bioinformatique approfondie des données de séquencgage couplée a des analyses statistiques
multivariées. Ceci constitue au total une collection de 165 terres rhizosphériques et plantes
hyperaccumulatrices associées. Dans ces analyses, seront pris en compte I'ensemble
des paramétres, a savoir les facteurs physico-chimiques des sols, les facteurs climatiques,
les données topographiques et également l'espece de plante échantillonnée, afin de cerner
le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques de plante

hyperaccumulatrices de Ni a une échelle mondiale.
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Materiel et méethodes

1. Sites et échantillonnages

Au total, 42 sites ont été sélectionnés sur lesquels ont été collectées 33 espéces de plantes
différentes appartenant a 17 familles botaniques (Tableau 1). Ainsi, 178 plantes

hyperaccumulatrices et leur terre rhizosphériqgue associée ont été échantillonnés,
dont 12 échantillons destinés a étudier la diversité bactérienne rhizosphérique suivant la taille

(age) des plantes.

Tableau 1 : Nombre d'échantillons récoltés par especes de plantes
dans les différents pays sélectionnés

Pays Famille Genre et espece Nombre d'échantillons
Albanie Brassicaceae Odontarrhena chalcidica 30
Brassicaceae Odontarrhena rigida 6
Brassicaceae Odontarrhena smolikana 6
Brassicaceae Noccaea ochroleuca 6
Grece Brassicaceae Odontarrhena muralis s.1 3
Brassicaceae Odontarrhena chalcidica 3
Brassicaceae Bornmuellera tymphaea 1
Asteraceae Centaurea thracica 1
Brassicaceae Leptoplax emarginata 3
Brassicaceae Noccaea sp. 1
Indonésie  Aristolchiaceae  Aristolchia sp. 1
Lecythidaceae Barringtonia sp. 1
Apocynaceae Cerbera floribunda 3
Moraceae Ficus trachypison 10
Phyllanthaceae ~ Glochidion moluccanum 2
Euphorbiaceae Macaranga sp. 1
Sapotaceae Planchonella roxburghioides 5
Rosaceae Prunus sp. 1
Violaceae Rinorea aff. bengalensis 8
Tiliaceae Trichospermum morotaiense 13
Malaisie Phyllanthaceae  Actephila alanbakeri 2
Salicaceae Flacourtia kinabaluensis 6
Euphorbiaceae Glochidion cf. rubrum 1
Euphorbiaceae Glochidion sp. 2
Euphorbiaceae Macaranga cf. lowii 1
Sapindaceae Mischocarpus sundaikus 6
Phyllanthaceae Phyllanthus balgooyi 13
Phyllanthaceae Phyllanthus securinegoides 12
Rubiaceae Psychotria sarmentosa 5
Violaceae Rinorea bengalensis 12
Violaceae Rinorea javanica 4
Violaceae Rinorea sp. 3
Rubiaceae Timonius sp. 1
Meliaceae Walsura pinnata 3
Flacourtiaceae Xylosma luzonensis 1
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Les sites ultramafiques sont localisés dans les Balkans, en Albanie et en Gréce,
et dans le Sud-Est asiatique, en Indonésie (ile d’Halmahera de 1’archipel des Moluques)
et en Malaisie (Etat de Sabah au Nord-Est de I'le de Bornéo) (Figure 9).

Indonésie
et Malaisie

v,

Figure 9 : Zones ultramafiques a climat tempéré et tropical étudiées

Albanie
et Gréce

Selon la classification des climats de Koppen, la Gréce et 1’Albanie possédent un climat
de type Csa, a savoir un climat tempéré avec des saisons bien définies et un été sec. Le climat
de I’ile de Bornéo est de type Am (climat tropical avec moussons) alors que celui d’Indonésie

de type Af (climat tropical humide) (Tableau 2, www.accuweather.com).

Tableau 2 : Données climatiques de I'année 2017

Mesures Albanie Grece Indonésie Malaisie
Type de climat Csa Csa Af Am
Températures (°C) 17,1 (-2-30) 17,7 (-1-34) 27,4 (23 -33) 27,6 (24-32)
Pluviométrie annuelle (mm) 567 793 6975 1132

Chute de neige annuelle (cm) 15 113 0 0

Station météo Prrenjas Trikala et Sofifi Kudat Limni

La moyenne et le rang sont donnés pour les températures ; la pluviométrie et les chutes de neige sont les valeurs
cumulées au cours de I'année 2017

Le criblage des espéces hyperaccumulatrices lors des prospections de terrain s'est fait grace
a l'utilisation de papiers filtres imprégnés de 1% de dimethylglyoxime (DMG). Cet indicateur
prend une coloration rose lorsqu'il est mis en présence de Ni (Photographie 3), ce qui permet

de détecter aisément sur le terrain qu’une plante est hyperaccumulatrice de Ni.

Photographie 3 : Réaction positive du papier filtre DMG
avec la seve de I'hyperaccumulateur Phyllanthus balgooyi
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1.1. Les sites d'Albanie

La mission relative a la collecte d'échantillons en Albanie a eu lieu en octobre 2015.
Les plantes hyperaccumulatrices de Ni, et leurs terres rhizosphériques associées, ont été
récoltées en triplicat. Au total, 48 échantillons de 4 especes hyperaccumulatrices de Ni
appartenant a la famille des Brassicacées ont été récoltés sur 11 sites (Tableau 3
et Photographie 4). Les espéces sont Noccaea ochroleuca, Odontarrhena chalcidica,

O. rigida et O. smolikana.

Tableau 3 : Sites en Albanie

Code Localisation Altitude Exposition  Plantes collectées
site (m)
01 Piskupat Agromine "bas" 715 Est 0. chalcidica (3)
02 Piskupat Agromine "haut" 720 Est 0. chalcidica (3)
03 Piskupat 735 Est 0. chalcidica (3)
04 Memélisht 950 Est N. ochroleuca (3)
05 Piskupat parcelle 735 Est 0. chalcidica (3)
06 Pishkash chemin 1500 Sud-Est 0. smolikana (3), O. chalcidica (3)
07 Pishkash haut 1525 Sud-Est 0. chalcidica (3), N. ochroleuca (3)
08 Pishkash route 1270 Sud 0. chalcidica (3), O. rigida (3),
0. smolikana (3)
09 Skénderbej 935 Sud-Ouest 0. chalcidica (3), O. rigida (3)
10 Rrajcé 670 Sud-Est 0. chalcidica (3)
11 Pérrenjas 590 Sud 0. chalcidica (3)

Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de plantes de chaque espece prélevée

§ & : : :-'"*}e'
Photograhe 4: chantillonnage en Albanie
(A) paysage albanais, (B) O. smolikana, (C) O. chalcidica et (D) N. ochroleuca
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1.2. Les sites de Grece

La mission en Grece a eu lieu en juillet 2016. Au total, 12 échantillons comprenant 6 espéeces
hyperaccumulatrices de Ni appartenant a 2 familles botaniques (Brassicacées et Astéracées) ont
été récoltés sur 5 sites différents (Tableau 4 et Photographie 5) ainsi que leurs terres
rhizosphériques associées. Ces espéces sont Bornmuellera tymphaea, Centaurea thracica,

Leptoplax emarginata, Noccaea sp., O. chalcidica et O. muralis s.1..

Tableau 4 : Sites en Gréce
Code site  Localisation  Altitude (m) Exposition  Plantes collectées

01 Koutsoufliani 1000 Ouest O. chalcidica (2)

02 Limni 5 Est O. muralis s.1 (3)

03 Malakasi 1680 Nord-Est B. tymphaea (1)

04 Ile d'Eubée 35 Sud O. chalcidica (1), L. emarginata (2),
Noccaea sp. (1)

05 Trigona 860 Nord-Est C. thracica (1), L. emarginata (1)

Les chiffres entre parentheses correspondent au nombre de plantes de chaque espéce prélevée

(A) et (B) Sites d'échantillonnages, (C) C. thracica, (D) L. emarginata et (E) A. murale s.l.
©Photographies : E. Benizri

40



1.3. Les sites de Malaisie

Partie 2 — Matériel et méthodes

Une mission a eu lieu en Malaisie en Juillet 2017. Au total, 72 échantillons de 15 especes

de plantes hyperaccumulatrices de Ni appartenant a 9 familles botaniques ont été récoltés sur

10 sites (Tableau 5 et Photographie 6) ainsi que leurs terres rhizosphériques associées.

Ces espéces sont Actephila alanbakeri, Flacourtia kinabaluensis, Glochidion sp., Glochidion

cf. rubrum, Macaranga cf. lowii, Mischocarpus sundaikus, Phyllanthus balgooyi, Phyllanthus

securinegoides, Psychotria sarmentosa, Rinorea sp., Rinorea bengalensis, Rinorea javanica,

Timonius sp., Walsura pinnata, Xylosma luzonensis.

Tableau 5 : Sites en Malaisie

Code Localisation  Altitude Exposition Nombre d'échantillons
site (m)
01 Bukit Kulung 1410 Sud-Ouest  P. balgooyi (3)
02 Pahu 340 Sud P. securinegoides (6), R. bengalensis (6)
03 Monggis 420 Nord M. sundaikus (1), R. bengalensis (3), R. javanica
(1)
04 Wuluh River 780 Nord F. kinabaluensis (1), G. cf. rubrum (1),
M. sundaikus (1), R. javanica (1)
05 Wuluh River 905 Nord-Ouest  P. balgooyi (3), P. sarmentosa (1), Timonius sp.
Km7 (1),
X. luzonensis (1)
06 Wuluh River 680 Sud-Est F. kinabaluensis (1), M. sundaikus (1),
Km 3 P. sarmentosa (1), R. bengalensis (3),
R. javanica (1), W. pinnata (1)
07 Lobou 385 Sud-Ouest  A. alanbakeri (1), F. kinabaluensis (1),
M. sundaikus (1), R. javanica (1), W. pinnata (1)
08 Panataran 470 Nord-Est Macaranga cf. lowii (1), M. sundaikus (1),
River P. balgooyi (2), P. sarmentosa (1), Rinorea sp. (1),
F. kinabaluensis (1)
09 Bukit 750 Sud-Ouest  F. kinabaluensis (1), Glochidion sp. (1),
Mongilan M. sundaikus (1), P. balgooyi (1), P. sarmentosa
(1), Rinorea sp. (1)
10 Bukit 700 Ouest A. alanbakeri (1), F. kinabaluensis (1),
Lompouyu Glochidion sp. (1), P. balgooyi (4),

P. securinegoides (6), P. sarmentosa (1),
Rinorea sp. (1), W. pinnata (1)

Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de plantes de chaque espece prélevée
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-~

< s

Photographie 6 : Echantillonnage en Malaisie (Sabah, ile de Borno)
(A) Wuluh River, (B) Panataran River, (C) Forét malaisienne, (D) R. javanica, (E) P. balgooyi,
(F) R. bengalensis, (G) P. securinegoides et (H) M. cf. lowii

1.4. Les sites d'Indonésie

Une mission en Indonésie avait eu lieu en Mars 2015 avant le commencement de la thése. Cette
mission a permis la collaboration entre des chercheurs du LSE, de I'Université de Queensland
et le groupe PT Weda Bay Nickel (ERAMET). Il s’agissait d’étudier les hyperaccumulateurs
de Ni endémiques de I'ile d'Halmahera dans la région de Weda Bay. Ainsi, 45 échantillons
comprenant 10 espéces de plantes hyperaccumulatrices de Ni, et leurs terres rhizosphériques
associées, ont été récoltés sur 15 sites (Tableau 6 et Photographie 7). Ces espéces sont
Aristolchia sp., Barringtonia sp., Cerbera floribunda, Ficus trachypison, Glochidion
moluccanum, Macaranga sp., Planchonella roxburghioides, Prunus sp., Rinorea aff.

bengalensis et Trichospermum morotaiense.
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Tableau 6 : Sites en Indonésie

Code Localisation Altitude Exposition Plantes collectées

site (m)

01 Casuarina site 1 209 Nord-Ouest P. roxburghioides (1), R. aff. bengalensis (1),
T. morotaiense (1)

02 Casuarina site 2 210 Nord-Ouest R. aff. bengalensis (1)

03 Casuarina 208 Nord-Ouest F. trachypison (1), T. morotaiense (1)

04 Before Casuarina 204 Nord-Ouest  F. trachypison (3), G. moluccanum (1),
P. roxburghioides (1), Prunus sp. (1),
T. morotaiense (1)

05 Doro Mesmesan 157 Nord T. morotaiense (1)

06 Woi Mioseng 45 Ouest R. aff. bengalensis (1), T. morotaiense (1)

07 Bukit Limber areal 981 Sud-Ouest  T. morotaiense (1)

08 Bukit Limber km3 183 Sud-Est F. trachypison (2), P. roxburghioides (1),
T. morotaiense (1)

09 Sake River 80 Est C. floribunda (1), F. trachypison (1),
Macaranga sp. (1), T. morotaiense (2)

10 Sake South 100 Sud Avristolchia sp. (1), C. floribunda (2),
R. aff. bengalensis (2), T. morotaiense (1)

11 Sake West 191 Sud F. trachypison (1)

12 Uni Uni 239 Sud-Est G. moluccanum (1)

13 Tanjung Ulie 18 Sud Barringtonia sp. (1), C. floribunda (1),
F. trachypison (2), P. roxburghioides (1),
R. aff. bengalensis (2), T. morotaiense (2)

14 Location 2A 179 Sud R. aff. bengalensis (1)

15 Location 2C 89 Sud-Ouest  T. morotaiense (1)

Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de plantes de chaque espece prélevée

o - - -
Photographie 7 : Echantillonnage en Indonésie (ile d"Halmahera)
(A) Casuarina, (B) Sake River, (C) Uni Uni, (D) F. trachypison, (E) R. aff. bengalensis,

(F) T. morotaiense et (G) G. moluccanum, ©Photographies : A. van der Ent
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2. Caractérisation des échantillons végétaux et des terres

2.1. Concentrations élémentaires dans les plantes

Apres leur acheminement au laboratoire, les différentes parties des plantes (feuilles, tiges, bois
et racines) sont rincées a I'eau distillée, séparées et sechées 72 h a 70°C en étuve avant d'étre
finement broyées (< 500 pm). Cing-cents mg de broyat végétal sont mis en solution durant 16
h dans 2,5 mL de HNOz 65% et 5 mL de H>O> 30%. La minéralisation a lieu durant 2 h a 95°C.
Apreés refroidissement, les solutions sont complétées a 20 mL avec de I'eau distillée puis filtrées
a 0,45 um. Elles sont ensuite réajustées a 25 mL et stockées a 4°C avant analyse. Une méthode
miniaturisée est appliquée pour les échantillons en faible quantité (< 500 mg). La mise
en solution se fait a partir de 50 mg de broyat mis dans 1 mL de HNOz 65% et 2 mL de H20>

30% pour un ajustement final a 10 mL.

Les éléments en traces (Al, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Cd et Pb) et les éléments majeurs
(N, Mg P, K et Ca) en solution sont doses par ICP-AES (Inductively Coupled Plasma-Atomic

Emission Spectrometer, Liberty 11, Varian).
Les résultats sont exprimés en mg kg™ de matiére séche, selon I'équation :

valeur ICP (mg L™!) X volume solution (L)

tité mét kg™) =
Quantité métaux (mg kg™) masse prise d’essai (g) x 1073

2.2. Caractérisation physico-chimique des terres

2.2.1. Préparation des échantillons de terre
Les échantillons de terre rhizosphériques sont prétraités selon la norme 1ISO NF 11464.
La terre est séchée en étuve a 40°C durant 48 h et est tamisée a 2 mm. Pour les analyses

nécessitant la pesée de petites quantités (< 2 g), la terre est broyée et tamisée a 150 pm.

2.2.2. Mesure du pH des terres
Cing mL de terre sont ajoutes a 25 mL d'eau distillée (rapport sol:eau de 1:5) d'aprés la norme
NF ISO 10390. La solution est mise en agitation durant 1 h puis laissée au repos durant 1 h.
La mesure du pH est effectuée avec un pH-métre (HACH modéle HQ440d multi)

dans un délai de 2 h au maximum, soit 3 h apres la fin de I'agitation.
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2.2.3. Mesure de la capacité d'échange cationique des terres
La mesure de la capacité d’échange cationique (CEC) est réalisée d’aprés la norme
NF X31-130. Cinq g de terre séche sont melangés & 50 mL de solution de chlorure
de cobaltinexamine a 0,0166 mol L, puis mis en rotation orbitale (17 rpm) durant 1 h.
Le surnageant est filtré a 0,45 pum. Une gamme étalon est préparée avec des solutions diluées
de chlorure de cobaltihexamine. L’analyse au spectrophotometre (SmartSpec Plus
Spectrophotometer, BIO-RAD) est faite a 380 et 475 nm pour prendre en compte 1’influence
de la matiére organique soluble. Les éléments en traces et les majeurs échangeables

sont dosés par ICP-AES. Les résultats sont exprimés en cmol* kg* de terre séche.

2.2.4. Mesure de la fraction des élements des terres extractibles au DTPA
La solution d'extraction d'acide diéthylene tri-amine penta-acétique (DTPA) est préparée
d'aprés la norme NF X31-121 : 0,005 M DTPA, 0,01 M CaClz, 0,1 M triéthanolamine
et le pH est ajusté a 7,3. Cing g de terre sont mis a agiter durant 2 h dans 10 mL de solution
d'extraction. Aprés centrifugation 10 min a 3000 rpm, le surnageant est filtré a 0,45 um.
Le filtrat est dilué au 10°™ avec de I'eau distillée pour le dosage des éléments-traces

et majeurs par ICP-AES. Les résultats obtenus sont exprimés en mg kg de terre séche.

2.2.5. Mesure de la fraction extractible a I'eau régale des éléments des terres
La méthode effectuée en laboratoire utilise la norme ISO NF 11446 d'extraction
des éléments-traces solubles dans I'eau régale. Cing-cents mg de terre sont mis en solution
durant 16 h dans 6 mL de HCI 37% et 2 mL de HNO3 65%. La minéralisation a ensuite lieu
durant 2 h a 105°C. Aprés refroidissement, les solutions sont complétées a 45 mL
avec de l'eau distillée puis filtrées a 0,45 pm. Une fois la filtration effectuée,
elles sont ajustées a 50 mL et stockées a 4°C avant analyse par ICP-AES. Les résultats obtenus

sont exprimés en mg kg™ de terre séche.

2.2.6. Mesure de I'azote total et du carbone total et organique des terres
Soixante-quinze mg de terre sont placés dans des capsules en étain afin de subir
une combustion a 900°C pour une mesure du C et N total. Pour la mesure du C organique,
75 mg de terre sont placés dans des capsules en argent avec un ajout d'un exceés d'HCI (4 M).
Apres 4 h a température ambiante, les échantillons sont sechés 16 h en étuve a 60°C avant
combustion a 900°C. Les mesures sont effectuées par un Analyseur CN (Vario MICRO cube,
Elementar Analysensystem GmbH) pour obtenir le pourcentage de ces éléments. Le taux

de matiere organique est calculé par la formule C organique (%) x 1,72.
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2.3. Facteurs de bioconcentration et de transfert chez les hyperaccumulateurs

Le facteur de bioconcentration (BCF) donne l'information sur l'accumulation d'ETM chez
les hyperaccumulateurs, en comparant les concentrations dans les différentes parties
de plantes (parties aériennes ou feuilles dans notre étude) et les concentrations dans les sols
de P’ETM extractible au DTPA (Zayed et al., 1998). Il est donné par la formule :

Nipa

BCF = —
Niprpa

Avec Nipa : Ni dans les parties aériennes ou feuilles et Niprea : Ni extractible au DTPA.

Le facteur de transfert (TF) donne l'information de la capacité de I'nyperaccumulateur a

transférer les ETM des racines aux parties aériennes (Stoltz et Greger, 2002). Sa formule est :

Nipa

TF =

Avec Nipa : Ni dans les paries aériennes ou feuilles et Nipr : Ni dans les parties racinaires.

3. Caractérisation de la diversité genétiqgue des communautés
bactériennes

3.1. Séquencage haut débit IHlumina
3.1.1. Extraction de I'’ADN des terres

L'extraction de I'ADN des terres est effectuée a partir de 0,5 g de terre, conservé a -80°C apres
prélévement, en accordance avec le protocole d'utilisation du kit FastDNA® SPIN Kit for Soil
(MP BioMedicals). L'efficacité de I'extraction est vérifiée par une migration des acides
nucléiques extraits sur gel dagarose 1% dans du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) 1X.
La quantification des ADNs extraits est effectuée en triplicat par une lecture
au spectrophotomeétre a la longueur d'onde 260 nm. Le rapport des lectures 260/280

est également évalué pour obtenir une indication sur la pureté de I’ADN des échantillons.

3.1.2. Préparation de la banque d'amplicons d'’ARNr 16S
Les concentrations des solutions d’ADN sont ajustées a 1,66 ng ul! avec de I’eau ultrapure
stérile a 1’aide d’un robot (epMotion P5073, Eppendorf) dans des microplaques de 96 puits
(MicroAmp® Optical 96-Well Reaction plate). La paire d'amorces B4Ft (SD-Bact-0909-aS-18,
5’-ACTCAAAKGAATWGACGG-3’) et B4Rt (S-*-Univ-1392-a-A-15, 5’-ACGGGC
GGTGTGTRC-3") qui cible environ 484 paires de base de la région V6-V8 de I'ARNr 16S

bactérien a été utilisée (Goux et al., 2016).
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Les amplicons sont genérés en utilisant la Q5 ADN-polymérase (High-Fidelity Hot Start, New
England Biolabs Inc., Ipswich, USA). La premiére PCR, réalisée en triplicat sur chaque
échantillon, comporte les phases suivantes : 30 s a 98°C, 22 cycles de 5 s a 98°C, 30 s a 58°C
et 30 s a 72°C, et une derniere phase de 2 min a 72°C. La composition du melange
(25 uL final) de la PCR est présentée dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Composition du mix de la premiere PCR

Réactif Volume (uL)
Q5 polymérase (2X) 12,5
BSA 2,5

Amorce F (10 pM) 1
Amorce R (10 uM) 1
ADN (1,66 ng ) 1
H,O ultra-pure stérile 7

Pour chaque réaction, la qualité d'’ADN est évaluée par une électrophorese avec migration
sur un gel d'agarose a 3%. Les produits des trois PCR sont mélangés et I'ADN purifié
avec des billes magnétiques AMpure (Agencourt, Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA).
La quantification des ADNs purifiés est effectuée en triplicat par une lecture au NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA).

Comme pour la premiere PCR, les amplicons quantifiés sont dilués & la concentration
de 1,66 ng pl™ et les index Nextera XT® (Nextera XT Index Kit v2 Set A et Nextera XT Index
Kit v2 Set B, Illlumina Inc., San Diego, USA) nécessaires pour la deuxieme PCR
sont ajoutés a chaque amplicon afin d'augmenter la diversité nucléotidique et de codifier

les échantillons.

Cette nouvelle PCR est réalisée avec le kit Nextera XT Index (lllumina Inc., San Diego, USA)
selon les phases suivantes : 30 s a 98°C, 8 cycles de 10 s a 98°C, 30 s a 55°C et 30 s a 72°C,
puis une derniére phase de 2 min a 72°C. La composition du mélange (50 pL final)

de la deuxiéme PCR est présentée dans le Tableau 8.

Tableau 8: Composition du mix de la deuxiéme PCR

Réactif Volume (uL)
Q5 polymérase (2X) 25

Index 1 5

Index 2 5

ADN (1,66 ng pl?) 1

H,O ultra-pure stérile 14

Comme précédemment, les amplicons sont purifiés et un mix final de la totalité des amplicons

codés est effectué.
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3.1.3. Vérification de la banque de clones
La concentration finale du mix d'amplicons est déterminée avec le KAPA SYBR® FAST
Universal gPCR Kit (Kapa Biosystems, Wilmington, USA). La gPCR comporte les phases
suivantes : 5 min a 95°C et 35 cycles de 30 s a 95°C et 45 s a 60°C. La composition
du mélange de la qPCR (20 L final) est présentée dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Composition du mix de qPCR

Réactif Volume (uL)
Low rox 0,4
Kapa mix 12

ADN (1.66 ng ) 4
H0 ultra-pure stérile 3,6

3.1.4. Lancement du run de séquencage
Cing pL du mix d'amplicons obtenu sont dénaturés avec ajout de 5 uL de NaOH 0,2 M suivi
d’une phase d'incubation de 5 min a température ambiante. En parall¢le, le controle d'ADN
génomique PhiX est également dénaturé dans les mémes conditions. Un mix final entre
ces deux échantillons dénaturés a lieu par ajout de 5% du contréle PhiX, suivi du séquencage
sur le systeme MiSeq d'lllumina avec le kit MiSeq Reagent Kit VV3-600 cycles (lllumina Inc.,
San Diego, USA).

3.2. Analyses bioinformatiques

3.2.1. Création de la table d'OTU
Le logiciel CLC Genomics Workbench 7 et le pipeline Usearch (v7.0.1090 win64) (Edgar,
2010) ont été utilisés. Les séquences bactériennes obtenues sont soumises a des étapes
de "demultiplexing" et de "trimming" afin d'éliminer les séquences inférieures a 400 pb,
possédant des bases ambigies et de mauvaise qualité. Seules les séquences présentes
au moins deux fois sont conservées pour construire la table d'OTU (Operational Taxonomic
Units ou Unités Taxonomiques Opérationnelles) a 97% d’homologie. L'affiliation taxonomique
est réalisée a partir de la base de données SILVA (Silva.nr_v128, https://www.arb-silva.de/)

a un seuil de confiance de 80%.

3.2.2. Analyses bioinformatiques de la table d'OTU
L’analyse de la table d'OTU est effectuée a partir des logiciels QIIME (Quantitative Insights
Into Microbial Ecology, version 1.8.0) (Caporaso et al., 2010), XLSTAT (XLSTAT Ecology,
version 18.07) et R (version 3.3.1).
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3.2.3. Les indices de diversité
La diversité alpha (a-diversité) est la composante locale de la diversité. Elle est une mesure
des especes présentes sur un site & un moment donné. Elle est représentée par :
- L'indice de Chaol (diversité taxonomique théorique) (Chao, 1984)
rl2

Avec nops le nombre d'especes observées, ni le hombre de singletons (séquences amplifiées

Chaol = ngps

une seule fois) et n, le nombre de doubletons (sequences amplifiées deux fois).

- L'indice de Shannon (hétérogénéité de la diversité) (Shannon et Weaver, 1964)

S
H' = Zpi log, p;
i=1

Avec H' l'indice de biodiversité de Shannon, i une espece du milieu étudié, S le nombre total
d'especes du milieu (richesse spécifique) et pi la proportion d'une espéce par rapport au nombre
total d'espéeces (S) dans le milieu.

La diversité béta (B-diversité) permet de comparer plusieurs sites entre eux a un moment donne.
Elle consiste ainsi a mesurer la diversité des especes entre les échantillons.
Elle est présente dans ce manuscrit sous la construction de graphiques basés sur les données
phylogénétiques des différents échantillons avec la construction de nmds (non-metric
multidimensional scaling), PCoA (principal coordinates analysis) et dUPGMA (unweighted

pair group method with arithmetic mean).

3.2.4. La prediction de la diversité fonctionnelle
Afin de prédire la diversité fonctionnelle sur la base des données de diversité taxonomique,
le pipeline Tax4Fun (ABhauer et al., 2015) a été utilisé grace au package R themetagenomics
(version 0.1.0). Le profil taxonomique 16S basé sur la base de données Silva 123
est transformé en profil taxonomique des organismes procaryotes KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes ; https://www.genome.jp/kegg). Les KEGG sont regroupés en 6 voies
lieces i) au métabolisme, ii) au traitement de l'information génétique, iii) au traitement
de [linformation environnementale, iv) aux processus cellulaires, v) aux systemes
des organismes et vi) aux maladies humaines. Chacune de ces voies KEGG recense
un ensemble de KO (KEGG Orthology) qui représentent des fonctions moléculaires. Parmi
les 41 KO recenseés, 11 sont liés au métabolisme, 4 au traitement de I'information génétique,
3 au traitement de I'information environnementale, 5 aux processus cellulaires, 10 aux systemes

des organismes et 8 aux maladies humaines.
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3.3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques des données de sequencgage ont été effectuées avec les logiciels
XLSTAT et R. Des analyses de variances (ANOVA) a un ou deux facteurs ont été conduites
apres verification de la normalité du jeu de données avec le test de Shapiro Wilk
et ’homogénéité des variances avec le test de Bartlett. Les moyennes ont ensuite ét¢ comparées
a 1’aide du test de comparaison multiple HSD (Honest Significant Difference) de Tukey.
Les analyses multivariées ont consisté en des analyses en composantes principales (ACP)
et des analyses de redondance (RDA). Pour cette derniere anlayse, la fonction envfit du package
vegan (version 2.5-2) a été utilisée afin de ne conserver que les variables corrélées

significativement (p < 0,10) avec I'abondance relative des phyla bactériens majoritaires.

Pour mieux cerner le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes étudiées,
des analyses du type MRT (arbre de régression multivariée) et VPA (analyse de partition
de variance) ont été conduites, respectivement avec les packages mvpart (version 1.6-2)

et vegan (version 2.5-2).

50



Resultats

Partie 2 — Résultats

1. La diversité des communautés bactériennes en climat temperé
(Albanie)

1.1. La caractérisation des échantillons

1.1.1. Les sites sélectionnés

Les 48 plantes hyperaccumulatrices et leur terre rhizosphérique (Tableau 10) ont eté

échantillonnées sur les 11 sites retenus (Figure 10).

Tableau 10 : Sites, espéces et codes des plantes hyperaccumulatrices prélevées

Site

Appellation Altitude (m) Plante

Code des échantillons

01
02
03
04
05
06

07

08

09

10
11

Piskupat
Piskupat
Piskupat
Memélisht
Piskupat
Pishkash

Pishkash

Pishkash

Skénderbej

Rrajcé
Pérrenjas

715
721
737
950
735
1500

1524

1269

934

0.

00000000 Z000OZ200

Flgure 10 Carte geographlque des 11 sites de prelevements
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Le pH, I’azote et le carbone totaux, le carbone organique, les éléments totaux et métaux
extractibles au DTPA ainsi que la CEC totale et les éléments échangeables des terres
rhizosphériques ont été caractérisés (Tableau 11 a Tableau 15).

Le pH est de 6,75 en moyenne (de 5,78 a 7,93 ; Tableau 11). Alors que O. chalcidica
se développe sur des sols présentant une large gamme de valeurs de pH, N. ochroleuca
et O. smolikana sont retrouvées sur des sols & pH plut6t acide (6,13 et 6,61, respectivement).
Ces terres sont bien pourvues en C avec un rapport C/N de I'ordre de 7,1 a 18 ; le C organique

correspond en moyenne a 97% du C total.

Tableau 11 : pH, N et C totaux et C organique des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement

différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante pH %N %C %Corg
01 Oc 6,35+ 0,57abc  0,33+0,04 bcde 3,60+ 0,35cdef 3,51+ 0,34 cdef
02 Oc 6,62+0,82abc 0,25+0,01cde 2,80+0,13def 2,72 £0,13 def
03 Oc 5,78+0,18c 0,28 £0,03 bcde 3,33 +0,33 cdef 3,21 + 0,31 def
04 No 5,84 +0,66cC 0,51+£0,22b 6,46 + 3,17 bc 6,26 £ 2,91 bc
05 Oc 6,25+ 0,81 bc 0,30 £0,01 bcde 3,37 £ 0,15 cdef 3,28 £ 0,13 def
06 Oc 6,33+0,11abc 0,31 +0,14 bcde 5,10+ 2,17 bcde 4,85 + 2,06 bcde
Os 6,24+ 0,11 bc 0,41+ 0,03 bc 7,07+0,53b 6,62+0,06 b
07 No 6,42+0,09abc 0,79+0,07a 13,0+ 1,67 a 11,7+0,61a
Oc 6,51+1,12abc 0,38+0,07bcd 5,67+0,80bcd 5,54 +0,81 bcd
08 Os 6,98+ 0,28abc 0,20 £0,03cde 2,26 + 0,25 ef 2,26 £ 0,26 ef
Oc 7,38+0,04abc 0,17 £ 0,01 de 2,10+ 0,11 ef 2,02 £ 0,20 ef
Or 726 +0,08abc  0,19+0,03cde 2,34+0,37def 2,36 £ 0,34 ef
09 Or 6,63+0,89abc  0,09+0,01e 1,01+0,12 f 0,95+0,15f
Oc 7,70+ 0,34 ab 0,20+ 0,05cde 2,24 +£0,55 ef 2,21+0,51 ef
10 Oc 7,74+ 0,40 ab 0,32+£0,10 bcde 2,83 +0,44def 2,72 £ 0,46 def
11 Oc 793+0,53a 0,19+0,07cde 2,28 +0,78 ef 2,20+ 0,79 ef

Concernant les éléments totaux (Tableau 12), ces terres sont caractérisées par de faibles
concentrations en Ca (2,9 mg g?), K (1,8 mg g*) et P (420 pg g*) avec un rapport Ca/Mg
inférieur a 1. A l'inverse, elles présentent de fortes teneurs en Fe (101 mg g%), Mg (75 mg g})
et Al (17 mg g1). La concentration élevée en Ni (> 1,6 mg g*) confirme l'origine ultramafique

de ces terres (0).
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Tableau 12 : Eléments totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante Al(mgg®) Ca(mgg’) Fe(mgg?) K(mgg’) Mg(mggh) P(ugg")
01 Oc 19+0,2 cde 2,4+08bcde 110+1,7abc 2,4+0,1ab 67 £ 3,5 efg 706 +46 ab
02 Oc 19+05 cde 1,7+0,0de 115+0,4 ab 26+0,1a 77 +5,3 def 641 +40 abc
03 Oc 18+£08 cd 21+02cde 113+11labc 24+02ab 52+48 fghi 421 +42 cdef
04 No 11+11 ghi 38+19abc 99+39 abcde 2,1+0,4abcd 78+ 11 def 569 + 128 abcd
05 Oc 18+0,7 cde 2,0+0,1cde 96+0,7 bcde 2,3+0,1ab 56 + 4,7 efgh 504 +32 bcde
06 Oc 28+15 a 28+08bcde 111+11 abc 15+0,2cdef 20+23 i 381+ 75 def
Os 27+11 ab 33+06bcde 110+84abc 1,7+0,1bcde 20+2,2 i 440 + 27 cdef
07 No 22+04 bcd 3,7+03bcd 64+72 f 22+02abc 29+6,4 hi 755+31 a
Oc 18+58 cd 24+05bcde 98+10 abcd 1,7+0,2bcde 62+25 efgh 404 +97 def
08 Os 12+45 defg 21+0,3cde 88+16 de 1,4+03def 134+25 ab 247 +16 fg
Oc 17+0,8 cdef 1,7+0,2¢ 111+20abc 1,3+01lef 106+3,8bcd 285+23 efg
Or 14+0,2 efgh 1,9+£03cde 94+17 cde 1,7+03bcde 123+25abc 281+44 efg
09 Or 90+£0,1hi 28+0,1bcde 113+16abc 08+00f 103+3,4bcd 94+19 ¢
Oc 16 +2,6 cdef 3,7+0,3bcde 118+46a 15+£03cdef 89+£9,0 cde 271+80 fg
10 Oc 70+15i 58+09a 76+£7,0 ef 2,1+0,7abcd 147+17 a 538 + 184 abcd
11 Oc 24+11 abc 42+05ab 94+53 cde 15+01cdef 42+76 ghi 228+68 fg
Tableau 13 : Eléments traces métalliques totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
Site Plante Mn(ugg")  Co(uggh)  Cr(ugg?)  Ni(mgg™) Zn (ug g?)
01 Oc 22+01labc 217+5,6abcd 505+ 3,4bcde 3,7+0,1ab 124+ 34 a
02 Oc 22+01abc 216+54abcd 534 +8,2bcde 3,6+0,1ab 128+ 3,3 a
03 Oc 2,4+0,0ab 252+45a 611+12 b 40+0,1ab 123+1,1a
04 No 2,1+0,1labcd 229+15 abc 570x37 bc 3,6+0,2ab 118 + 6,7 ab
05 Oc 1,7+0,2 cd 195+ 13 bcd 547 +10 becd 3,3+0,1abc 123+1.8a
06 Oc 24+0,2ab 233+27 ab  469+59 cde 2,4+0,4cde 130+ 3,8a
Os 24+03ab 225+19 abc 453+48 de 2,4+0,4de 128+ 3,5a
07 No 25+0,3a 122+12 f 240+ 34 f 2,1+05e 97+7,0 bcd
Oc 2,1+02abc 212+37 abcd 426+97 e 3,1+09bcde 105+3,4bc
08 Os 1,5+0,3de 169+ 27 def 446+25 de 3,3+0,2abc 83115 ef
Oc 2,1+0,1abcd 208 +4,7abcd 538 £45 bcde 3,0+0,1bcde 101 + 3,8 bede
Or 1,7+£0,0cd 180+3,6cde 442+79de 3,1+0,2abcde 8719 cde
09 Or 1,9+0,0bcd 219+94abc 90025 a 43+0,1a 91+0,8 cdef
Oc 2,4+0,2ab 251+12 a 860 +28 a 36+0,3ab 103 £ 5,2 bed
10 Oc 12+01e 141+9,4ef 268+ 17 f 32+03abcd 83+9,1 f
11  Oc 2,4+0,0ab 242+92ab 604+37 b 30+02bcde 91+32 cdef

Le Fe (Fe total) est I'élément le plus présent dans les rhizospheres (Tableau 12), mais le Ni

est le plus disponible avec des concentrations allant de 1,0 a 15 mg g* (Tableau 14).
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Tableau 14 : Métaux extractibles au DTPA des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes & p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante Fe (mgg™) Mn (uggh) Zn(ugg?) Co(ugg?) Ni(mgg™)
01 Oc 0,7+0,1cdef 53+14 cd 100+1,4 bcde 3,1+53bc 10+0,8 bc
02 Oc 3,0 £ 0,7 def 106 £19cd 102+9,0 bedef 12+15 ¢ 10+ 1,2 bede
03 Oc 1,4+05abcde 41+15 cd 117 +17 bedef <LQ ¢ 11+2,0 bcd
04 No 0,7+0,1abcd 73+12 bc 593+253b 18+7,4 bc 13+36 b
05 Oc 1,0+03abcd 43+8,4 cd 153+25 bedef 7,2+6,3¢c 15+ 3,4 bcde
06 Oc 0,8+08abcd 59+26 a 119456 bcde <LQ ab 54+0,9de
Os 25+20a 154+60a 204+87 bc 25+16 a 12+1,7 cde
07 No 1,3+1,0ab 86+35 cd 638+211la 30+53bc 9,7+3,7a
Oc 0,4+0,1abc 24+4,0 ab 107+22 bed <LQ bc 58+1,4bcd
08 Os 3,0 £ 0,9 def 118+ 14cd 88+36 «cdef 14+44 ¢ 11+7,7 bede
Oc 1,4 +0,8 abcdef 54 +22 cd <LQ def <LQ ¢ 1,0+0,1de
Or 2,3+ 0,3 def 75+20 cd 38+34 def 35+6,0c 4,8+2,6hbcde
09 Or 79+34cdef 152+58d 92+39 f 21+68 c 13+50 e
Oc 6,2+25bcdef 183+19cd 114+25 ef 20+£0,7 bc 12+ 3,3 cde
10 Oc 2,9+05¢f 85+19 d 53+47 cdef 99+86¢c 48+32e
11 Oc 33+1,1f 83+26 d 89+93 f 10£89c 10+19 e

LLa CEC est comprise entre 16 et 58 cmol* kg (Tableau 15). Les valeurs des différents éléments

échangeables sont relativement basses, a I’exception du Mg et Ca. Le Mg échangeable est en

moyenne de 21 cmol®

kg,

les valeurs

les

plus faibles étant

notées

pour

les terres rhizosphériques de O. smolikana. Les teneurs moyennes en Ca échangeable sont

de 7,0 cmol* kg,

(3,1 cmol* kg™) et de N. ochroleuca (11,4 cmol* kg?).

avec des valeurs extrémes pour les terres rhizosphériques de O. rigida

Tableau 15 : CEC totale et éléments échangeables des terres rhizosphériques

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement

dlfferentes a p 0,05 (TukeyHSD test)
Mg

Site Plante CEC Mn Ni
(cmol* kg (cmol+ kg™) (cmol+ kg™) (cmol+ kgh) (cmol*kg?') (cmol* kg?h)
01 Oc 28+12def 73+29abc 040+0,07a 18+39c 0,04+x0,03b 0,14+0,10b
02 Oc 28+10def 44+02bc 0,39+£002a 20+03c 0,02+0,00b 0,06+0,00b
03 Oc 44 +5,3 bc 70+£08abc 0,74+0,10a 34+25ab 004+£001b 015+0,05b
04 No 35+7,6cd 13+76 a 068+038a 17+18 cd 0,08+0,02b 0,16+0,09b
05 Oc 47+ 17 ab 6,2+03abc 049+005a 3614 ab 0,01+000b 0,08+0,02b
06 Oc 17 +53fg 75+39abc 0,26+0,07a 6,6+03f 0,21+0,09a 0,11+0,04b
Os 21+35efg 10£25 abc 0,32+0,056a 73x12f 0,28+0,13a 0,13+0,08b
07 No 49 +6,5ab 10+1,7 abc 045+006a 31+44 b 025%+001la 0,34%+0,10a
Oc 33+0,5de 70+01abc 052+0,12a 21+11c 0,09+£0,04b 0,11+0,02b
08 Os 17+ 3,4 1fg 46+£07bc 055+020a 10+x43 ef 0,01+£001b 0,09+£0,01b
Oc 24+30defg 3,1+£05¢c 0,26 +0,02a 17+3,1 cde 0,01+0,00b 0,03+0,01b
Or 16+0,79 34+08¢c 0,62+0,28a 10+0,6 def 0,02+0,01b 0,07+0,01b
09 Or 3b+21cd 28+03c 0,36+0,01a 30%x33b 001+£000b 0,06+£0,00b
Oc 32+ 3,3de 50+10abc 0,35+0,02a 23x19c¢ 0,02+0,01b 011+0,02b
10 Oc 18+28fg 97+18abc 069+032a 69+12f 0,010£0,00b 0,02+0,02b
11 Oc 58+ 35a 12+29ab 056+003a 40+12a 0,01+£002b 0,02+0,02b
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1.1.2. L'hyperaccumulation de Ni par les plantes échantillonnées

Les concentrations du Mg dans les parties aériennes sont élevées (de 1,7 & 12 mg g!) avec

un rapport Ca/Mg de 0,9 a 8,2 (Tableau 16). Quels que soient les sites, c’est le Ni qui est le plus

concentré dans les parties aériennes, selon l'ordre : O. smolikana (11,5 mg g*) > N. ochroleuca

(11,4 mg g) > O. rigida (8,6 mg g*) > O. chalcidica (8,5 mg g*) (Tableau 17). En moyenne,

O. chalcidica est I'espéce hyperaccumulatrice qui présente les plus faibles concentrations

en Ni, mais c'est elle qui posséde la concentration la plus élevée (15 mg g?).

Tableau 16 : Macronutriments des parties aériennes des plantes hyperaccumulatrices

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante Ca(mgg’) K(mgg®) Mg(mgg?) P (uggh) S (Mg g™
01 Oc 17+2,1 abcde 13+0,7 bcde 6,2+ 3,1abcde 2596 + 139 abcd 2770 +555 bcde
02 Oc 13+1,4 bcde 15+1,2 abcde 9,4+1,1abc 3079+306 abc 3791 +219 abcde
03 Oc 15+ 2,3 abcde 13+4,6 bcde 6,0+ 1,2abcde 1563 + 244 bcde 3673 + 1380 abcde
04 No 12+19 cde 31+14 a 4,4+08bcde 1920 +338 bcde 4920 + 2229 abc
05 Oc 19+1,8 abcd 23+28 abc 9,5+3,7abc 4019+671 a 4486 + 683 abcd
06 Oc 70+20cde 6,1+1,7de 1,7+03e 541 +109 e 2257 £ 493 cde
Os 29+44 a 12+0,5 bcde 3,6+05cde 1406+47 cde 6748+708 a
07 No 6,3+0,2de 25+11 ab 7,8 +23abcde 1834 +876 bcde 5750 + 1271 ab
Oc 44 +0,5de 3,4+0,3de 1,3+03e 454 +£179 e 1539 + 314 de
08 Os 15+4,6 abcde 6,9+09cde 87+29abcd 1113+524 de 5873+741 ab
Oc 35+06¢e 05+04e 2,7+0,0de 255 + 38 e 850+229 e
Or 79+25cde 3,8+0,9de 5,8+ 13abcde 718 +146 e 2376 £ 719 cde
09 Or 13+3,8 bcde 79+34cde 12+57 a 1046 +395 de 3762 + 1164 abcde
Oc 16 +1,8 abcde 12+2,8 bcde 11+1,3 ab 1694 + 303 bcde 3321 +704 bcde
10 Oc 27+16 ab 16 £9,7 abcde 7,2+ 0,7 abcde 3135+ 1640ab 3859 + 1798 abcde
11 Oc 21+39 abc 18+3,1 abcd 5,7+1,1bcde 3680+506 a 3278 + 787 bcde

Tableau 17 : Micronutriments des parties aériennes des plantes hyperaccumulatrices

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante  Mn (ugg") Co(ugg") Ni(mgg") Zn(ugg?)
01 Oc 53+14 cd 3,1+53bc 10+08 abc 100+14 b
02 Oc 106 +19abcd 12+ 15 abc 10+1,2 abc 102+9,0 b
03 Oc 41+15 cd <LQ ¢ 11+20ab 117+17 b
04 No 73+12 becd 18+7,4 abc 13+3,6 ab 593 +253a
05 Oc 43+84 cd 7,2%x6,3abc 1534 a 153+25 b
06 Oc 59+26 cd <LQ ¢ 54+09abc 119+56 b
Os 154+60ab 25+16 a 12+1,7 ab 204+87 b
07 No 86+35 bcd 3,0x53bc 9,7+37abc 638+211a
Oc 24+40 d <LQ ¢ 58+14abc 107+22 b
08 Os 118+ 14 abc 14+4,4 abc 11+7,7 abc 88+36 b
Oc 54+22 cd <LQ ¢ 10%£01c <LQ b
Or 75+20 bed 35+60bc 48+26bc 38+34 b
09 Or 152+58 ab 21+6,8 ab 13+50ab 92+39 b
Oc 183+19 a 20£0,7 ab 12+33 ab 114+25 b
10 Oc 85+19 bcd 99%86abc 48+32bc 53+47 b
11 Oc 83+26 bcd 10+89 abc 10+1,9 abc 89+93 b
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Les facteurs de bioconcentration ont été calculés pour les échantillons prélevés (Tableau 18).
O. chalcidica prelevé sur site 11 possede la plus grande capacité a prélever le Ni du sol (facteur
de 507) et se distingue statistiquement des autres plantes étudiées hormis O. rigida, prélevé sur
site 09 dont le facteur est également élevé (facteur de 277). Les autres échantillons présentent
des aptitudes plus faibles (facteurs de 11 a 135).

Tableau 18 : Facteur de bioconcentration (BCF) des hyperaccumulateurs
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
Site  Plante BCF

01 Oc 3621 b
02 Oc 57£53 b
03 Oc 46+19 b
04 No 48+31 b
05 Oc 7817 b
06 Oc 65+25 b
Os 113+£27 b
07 No 18+25 b
Oc 24+78 b
08 Os 49+22 b
Oc 11+20 b
Or 35+22 b
09 Or 277 +134 ab
Oc 109+£57 b
10 Oc 135+ 153 b
11 Oc 507 +343 a

Les racines des plantes hyperaccumulatrices n’ayant pas été conservées lors
de D’échantillonnage, il n’est pas possible de calculer le facteur de translocation pour

ces échantillons.

1.2. La diversité bactérienne rhizosphérique

A T’issue de I’analyse bioinformatique des données obtenues par séquencage a haut débit
des 48 échantillons d’ADNs rhizosphériques, 6 241 304 séquences ont été obtenues
et regroupées sous 8 646 OTUs différentes appartenant a 40 phyla. Les abondances relatives
de chaque phylum ont été calculées et les phyla représentés a moins de 1% dans les différents
échantillons ont été regroupés sous la dénomination "Autres (<1%)" (BJ-169, BRC1,
Candidatus_Berkelbacteria, Chlamydiae, Chlorobi, Deinococcus-Thermus, Elusimicriobia,
FBP, FCPU426, Fibrobacteres, GAL15, Gracilibacteria, Hydrogenedentes, Ignavibacteriae,
Microgenomates, Omnitrophica, Peregrinibacteria, RBG-1, Saccharibacteria, Spirochaetae,
Tectomicrobia, Tenericutes, TM6, WS2, WS6 et WWE3). Enfin, 0,50% des séquences n'ont

pu étre affiliees taxonomiquement.
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Les sept phyla les mieux représentés suivent l'ordre : Proteobacteria (32%) > Acidobacteria
(19%) > Actinobacteria (16%) > Gemmatimonadetes (10%) > Chloroflexi (7,8%) >
Bacteroidetes (7,4%) > Nitrospirae (2,4%) (Figure 11). C'est pour les rhizosphéres

de O. chalcidica prélevées sur les sites 03 et 05 que le phylum des Acidobacteria est le plus

abondant, alors qu'il est le moins représenté dans la rhizosphere de O. smolikana prélevee

sur le site 08. C'est sur le site 11 que le phylum des Chloroflexi est le plus abondant

dans

la rhizosphere de O. chalcidica alors qu'inversement c'est sur ce site que celui

des Planctomycetes est le moins abondant. Aucune différence significative n'est observée entre

les différents échantillons pour les phyla des Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes,

Parcubacteria et Proteobacteria.
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Figure 11 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres rhizosphériques

moyennes pour les 3 répétitions, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement

différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
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Les indices d'a-diversité (OTUs observées, Chaol et Shannon) ont été calculés pour les terres
rhizosphériques (Tableau 19). Les échantillons comprennent entre 1888 et 4 759 OTUs
sur les 8646 OTUs observées. Le Chaol est compris entre 2 401 et 5 402. C'est pour
les échantillons de O. chalcidica prélevés sur le site 07 que les indices sont les plus élevés alors
qu'ils sont les plus faibles pour les échantillons de terre rhizosphérique de O. chalcidica prélevés

sur le site 11. Ainsi, au minimum, 78,6% de la diversité réelle de nos échantillons

OTUs observées

haol x 100 ). Aucune différence significative n'est notable

est représentée (
pour l'indice de Shannon, compris entre 8,32 et 9,83.

Tableau 19 : Indices d'a-diversité
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, No : N. ochroleuca, Oc : O. chalcidica,
Or : O. rigida, Os : O. smolikana, les lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site Plante OTUs Chaol Shannon
01 Oc 3069 +210bc 3631+201bcd 9,18+0,06a
02 Oc 3297 +£108b 3819+ 176 bc 9,49+0,06a
03 Oc 3458 £+ 439 bc 3993 + 488 cd 9,41+0,26a
04 No 3714 +303ab 4395+235ab 9,55+0,12a
05 Oc 3327 +£166bc 3954 +121bcd 9,46+0,18a
06 Oc 3349+176b 3837 £ 248 bc 9,44 +0,22 a
Os 3424 £+ 555 bc 4021 +565bcd 9,43+0,48a
07 No 3431+202b 4090 + 139 be 8,78+0,25a
Oc 4086 + 374 a 4763 + 346 a 941+0,21a
08 Os 3860+ 377ab 4364 +290abc 9,80+0,40a
Oc 4052 +220ab 4659 +185abc 9,10+ 0.41a
Or 3743 +136ab 4228 +135bc 9,59+0,19a
09 Or 3449+291b 4091 + 268 bc 9,54 +0,06 a
Oc 3699 +422b 4140 + 350 be 9,43+0,60a
10 Oc 4052 +306ab 4568 +369abc 9,69+0,15a
11 Oc 1888 + 458 ¢ 2401 +471d 9,19+0,11a

Pour mettre en évidence les liens entre la diversité bactérienne et les paramétres abiotiques
des différents sites, une Analyse de Redondance (RDA) a été conduite en se basant, d’une part,
sur l'abondance relative des 14 phyla majoritaires et, d’autre part, sur les parametres
physico-chimiques des terres rhizosphériques (Tableau 11, Tableau 14 et Tableau 15).
La fonction envfit du package Vegan a été utilisée pour ne conserver que les variables abiotiques
corrélées significativement avec I'abondance relative des phyla bactériens majoritaires. Ainsi,
parmi 1’ensemble des paramétres abiotiques mesurés, seuls seront conservés: le pH,
les pourcentages d'azote total, de carbone total et de C organique, les teneurs en Al, Co, Fe, Mn,
Ni, Pb et Zn extractibles au DTPA, les concentrations en Ca, Mg, Mn et Ni échangeables
et la CEC totale.
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Le plan F1-F2 explique 81,7% de la variabilité totale (Figure 12). L'axe F1, qui explique 61,6%
de la variabilité, discrimine les échantillons issus des rhizospheres de N. ochroleuca (en vert)
de ceux de O. smolikana (en violet). Cette discrimination repose sur les valeurs de la CEC totale
(Total-CEC), Mg échangeable (Mg-CEC) et Ni et Mg extractibles au DTPA. Les échantillons
de N. ochroleuca se distinguent également de ceux de O. rigida (en orange) suivant I'axe F2,
qui explique 20,1% de la variabilité totale. A l'inverse de N. ochroleuca, O. rigida est
caractérisé par des altitudes basses, de faibles teneurs en Zn, Mn, Co et Fe extractibles au DTPA
(Zn-DTPA, Mn-DTPA, Co-DTPA et Fe-DTPA), de plus faibles proportions en N total
et C total et organique, et un pH basique. Les échantillons qui proviennent des rhizospheres
de O. chalcidica (en bleu) sont répartis sur I'ensemble du plan principal, ne permettant pas

de mettre en évidence une discrimination précise.
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Figure 12 : Analyse de redondance entre les abondances relatives des 14 phyla majoritaires
et les variables abiotiques des sites
%N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique, xx-DTPA : éléments
biodisponibles, XX-CEC : éléments échangeables, Total-CEC : capacité d'échange cationique totale,
les vecteurs des variables abiotiques ont été multipliés par un facteur 5
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1.3. Les facteurs influencant la diversité bactérienne

Des corrélations de Spearman ont été calculées entre I'abondance relative des sept phyla
majoritaires et les paramétres abiotiques des terres rhizosphériques (Figure 13). Seules
les corrélations significatives (p < 0,1) ont été retenues. Le phylum des Proteobacteria montre
des corrélations négatives avec Mg-DTPA (p < 0,001), Ni-DTPA (p = 0,038), Total-CEC
(p <0,001) et Mg-CEC (p < 0,001). Inversement, il présente des corrélations positives avec
K-DTPA (0,073) et laltitude (p = 0,001). Le phylum des Acidobacteria est corrélé
négativement avec le pH (p = 0,024) et l'altitude (p = 0,059). Le phylum des Actinobacteria
est corrélé positivement avec Ni-DTPA (p = 0,016), Zn-DTPA (p = 0,061) et %N (p = 0,062).
Le phylum des Gemmatimonadetes est corrélé négativement avec pratiquement toutes
les variables abiotiques, alors qu'il est corrélé positivement avec Mg-DTPA (p < 0,001)
et Mg-CEC (p = 0,047). Le phylum des Chloroflexi est corrélé positivement avec Mg-DTPA
(p <0,001), Total-CEC (p < 0,001) et Mg-CEC (p < 0,001), alors qu'il est négativement corrélé
avec AlI-DTPA (p = 0,012), CO-DTPA (p = 0,013), Mn-DTPA (p = 0,008) et l'altitude
(p = 0,011). Le phylum des Bacteroidetes présente des corrélations négatives avec Mg-DTPA
(p = 0,030), Pb-DTPA (p = 0,043), Pb-DTPA (p = 0,043), Total CEC (p = 0,001), Mg-CEC
(p = 0,003) et Ni-CEC (p = 0,084), et des corrélations positives avec le pH (p = 0,063)
et K-DTPA (p = 0,097). Le phylum des Nitrospirae présente des corrélations négatives avec
le pH (p = 0,036), AI-DTPA (p = 0,001), Co-DTPA (p < 0,001) et K-DTPA (p = 0,020), alors

qu'il est corrélé positivement a pratiquement tous les autres parameétres abiotiques.
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Figure 13 : Matrice de corrélations entre les parametres abiotiques et les sept phyla bactériens
majoritaires
basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs correspondent a un coefficient non
significatif (p>0,1) ; %N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique,
xx-DTPA : éléments extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables
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Pour cerner le déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique de plantes collectées,
une analyse de partition de variance (VPA) a été effectuée entre le jeu de données des OTUs
et les données abiotiques (pH, éléments échangeables, métaux extractibles au DTPA,
Corg - 13 variables), les données topographiques (altitude et exposition - 2 variables)
et les différentes espéces de plantes (4 espéces). Les variables colinéaires entres-elles ont été
éliminées pour n'en conserver qu'une seule (conservation du Corg colinéaire avec C total
et N total). Il ressort que 55% de la variabilité de la diversité bactérienne de nos échantillons
est expliquée par I’ensemble de ces 3 types de données, avec 45% de cette variabilité non
expliquée (résidus) (Figure 14). Ce sont les données abiotiques des terres rhizosphériques
qui expliquent au mieux la diversité bactérienne des échantillons prélevés en Albanie, avec 16%
d'explication spécifiquement liée a ces variables et au total 46% d'explication en considérant
I’influence des parameétres abiotiques en association avec les autres variables. Ainsi, la diversité
bactérienne rhizosphérique est expliquée a 83% par les données physico-chimiques des terres,
en association avec les deux autres types de variables. La topographie participe également,
en association avec les autres variables, a I'explication de la diversité bactérienne, avec 35%
d'explication. Par contre, le pourcentage d’explication relatif & I'espéce de plante considéré seul
(2,0%) ou en association avec les autres variables (11%) est faible, ce qui souligne sa faible

influence dans le déterminisme de la diversité bactérienne.

Données
abiotiques

Espéces
de plante

16,19%
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Figure 14 : Analyse de partition de la variance bactérienne au niveau OTUs en fonction
des données abiotiques, topographiques et de I'espéce de plante
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2. La diversité des communautés bactériennes en climat
de mousson (Malaisie)

2.1. Caracteérisation des échantillons

2.1.1. Les sites selectionnés
Soixante plantes hyperaccumulatrices de Ni et leur terre rhizosphérique ont été échantillonnées

(Tableau 20) sur les dix sites retenus (Figure 15).

Tableau 20 : Sites, especes et codes des plantes hyperaccumulatrices prélevées
Site  Appellation Altitude Plantes et codes

(m)
01  Bukit Kulung 1410 P. balgooyi (Phyb-01a, Phyb-01b, Phyb-01c)
02  Pahu 340 P. securinegoides (Phys-02a, Phys-02b, Phys-02c),
R. bengalensis (Rinb-02a, Rinb-02b, Rinb-02c)
03  Monggis 420 M. sundaikus (Mis-03), R. javanica (Rinj-03),
R. bengalensis (Rinb-03a, Rinb-03b, Rinb-03c)
04  Wuluh River 780 F. kinabaluensis (Fla-04), G. cf. rubrum (Glor-04),
M. sundaikus (Mis-04), R. javanica (Rinj-04)
05  Wuluh River 905 P. balgooyi (Phyb-05a, Phyb-05b, Phyb-05c), P. sarmentosa (Psy-05),
Km 7 Timonius sp. (Tim-05), X. luzonensis (Xyl-05)
06  Wuluh River 680 F. kinabaluensis (Fla-06), M. sundaikus (Mis-06),
Km 3 P. sarmentosa (Psy-06), R. javanica (Rinj-06), W. pinnata (Wal-06),
R. bengalensis (Rinb-06a, Rinb-06b, Rinb-06c)
07  Lobou 385 A. alanbakeri (Act-07), F. kinabaluensis (Fla-07),
M. sundaikus (Mis-07), R. javanica (Rinj-07), W. pinnata (Wal-07)
08  Panataran 470 Macaranga cf. lowii (Mac-08), M. sundaikus (Mis-08),
River P. balgooyi (Phyb-08a, Phyb-08b), Rinorea sp. (Rin-08),
P. sarmentosa (Psy-08), F. kinabaluensis (Fla-08)
09  Bukit 750 F. kinabaluensis (Fla-09), Glochidion sp. (Glo-09), Rinorea sp. (Rin-
Mongilan 09),
M. sundaikus (Mis-09), P. balgooyi (Phyb-09), P. sarmentosa (Psy-09)
10  Bukit 700 A. alanbakeri (Act-10), F. kinabaluensis (Fla-10), P. balgooyi (Phyb-
Lompouyu 10), P. securinegoides (Phys-10a, Phys-10b, Phys-10c), Rinorea sp.
(Rin-10), P. sarmentosa (Psy-10), Glochidion sp. (Glo-10), W. pinnata
(Wal-10)
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Figure 15 : Carte géographique des 10 sites de préléevement

62



Partie 2 — Résultats

Les paramétres abiotiques des terres ont été mesurés (Tableau 21 a Tableau 25).

La gamme de pH varie de 6,0 & 7,4 avec un pH moyen de 6,6 (Tableau 21). Les terres

rhizosphériques sont bien pourvues en C avec un rapport Corg/N qui montre des différences

importantes selon le site (10 a 23) ; le C organique correspond en moyenne a 96% du C total.

Tableau 21 : pH, N et C totaux et C organique des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site n pH %N %C %Corg

01 3 60+x04d 04x02a 74+30ab 63x4,3ab
02 6 68+02abc 05+0,1a 66+22ab 64+22ab
03 5 70+02ab 05+01la 59+10b 57+10ab
04 4 69+03ab 05+02a 72+x39ab 72+35ab
05 6 62+*05cd 08+02a 17+68 a 15+6,1 a
06 8 64+03bcd 06+02a 80+41ab 78+41ab
07 5 74+04a 06+03a 81+41ab 79+4,0ab
08 7 64+02bcd 08+06a 13+13 ab 13+12 ab
09 6 61+03d 05+01la 71+x25ab 68+24ab
10 10 6,7+0,2bc 04+0,1a 60+27b 58+27b

Les métaux sont présents a forte concentration (Fe : 133 mg g™,

Al :18 mgg*

,Cr:28mgg?

et Ni : 2,2 mg g1) (Tableau 22 et Tableau 23). La concentration du Mg est trés élevée et le

rapport Ca/Mg est inférieur a 1, quel que soit le site, montrant la nature ultramafique des sites.

Tableau 22 : Eléments totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site._ n Al(mgg") Ca(mgg?) Fe(mggh) K(ugg" Mg (mgg™h) P (ugg?h)
01 3 34+71a 18+15bc 145+19bc 114+37 bc 50+10 bed 76+ 14 ¢
02 6 18+20bc 74+16ab 136+15b 204+59 bc 61+7,21bcd 257+25 be
03 5 34+£05e 40+22bc 154+42b 143 +17 bc 71+14 bc 262+34 bc
04 4 46+35de 42+76bc 94+54 bc 192+158bc 168+85a 222 +181bc
05 6 51+34de 3,8+13bc 120+19hc 304+81 abc 74+29 bc 489+138a
06 8 83+40cde 1,6+13c 129+33b 341+222ab 45+22 cd 325+114ab
07 5 55+23de 34+10bc 90+40 bc 352+138abc 108+53ab 305+94 abc
08 7 11+57 cde 10+3,6a 50+27 ¢ 508+299a 28+11 cd 503+190a
09 6 25+52ab 15+23c 268+60a 112+44 bc 95+93d 246+37 be
10 10 14+11 cd 3,2+2,7bc 140+67b 102+41 c 13+11 d 157+52 ¢

Tableau 23 : Eléments traces métalliques totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site._ n Mn(mgg') Co(ugg"h) Cr(mgg") Cu(uggh) Ni(mgg"') Zn(ugg"h
01 3 29+01bcd 250+34 de 29+05bc 148+43a 1,7+0,1cde 136%15 ab
02 6 72+14a 563+76ab 51+04ab 28+36 cd 35+02a 141+44a
03 5 28+08cd 298+76d 20+04c 64+09d 20+03bcd 68+15 c
04 4 18+lcd 170+94 de 1,4+07c 87+52d 20x03bcd 50+20 c
05 6 23+1lcd 216+48 de 16+03c 12+51d 17+05de 60+19 c
06 8 36+12bc 299+80 d 15+04c 14+40d 20+06cd 6311 c
07 5 32+18cd 305+195cd 20+1,1c 22+74 cd 2,7+09abcd 75+25 hc
08 7 1+06d 90+52 e 10+06c 29+72cd 09+04e  49+88 ¢
09 6 59+14ab 696+125a 4,0+10ab 65+13 b 3,1+04ab 178+27 a
10 10 6,1+2a 488+137hc 51+19a 45+23 bc 27+07abc 163+54 a
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Les élements les plus extractibles au DTPA dans les terres rhizosphériques sont le Ni
(193 pg g, le Fe (140 pg g?) et le Mn (102 pg g?) (Tableau 24). Bien que le Cr soit bien
présent dans les rhizosphéres (Cr total), il est par contre faiblement disponible (< 1 ug g™2).

Tableau 24 : Métaux extractibles au DTPA des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site n Mn(ugg') Fe(ugg?)  Co(ugg") Ni(ugg') Cu(ugg®) Zn(ugg’) Pb(ugg?
01 3 68+75cd 152+103ab 87+39b 110+33 a 14+73 a 61+29a 58+38a
02 6 140+26abc 67+12 b 45+12b 295+71 a 16+02b 33+06a 01+01b
03 5 6831 cd 96+42 b 29+16b 206+53 a 06+02b 29+1,0a 03+01b
04 4 33+28 d 84+52 b 21+25b 198+96 a 06+05b 20+1,0a 02+00b
05 6 94+61 bcd 443+310a 10+57 b 209+77 a 15+03b 36+15a 02+01b
06 8 101+33bcd 122+48 b 50+22b 228+79 a 11+04b 38%29a 03+01b
07 5 39+31 d 76+29 b 19+23b 164+125a 1,1+04b 27+17a 02+01b
08 7 47+11 d  246+256ab 2,8+08b 159+84 a 20+05b 64+80a 12+10b
09 6 166+5lab 104+102b 31+16 a 180+166a 14+02b 32+1,7a 01+00b
10 10 173+6la  39+99 b 75+39b 158+53 a 14+07b 20+05a 02+01b

La CEC totale moyenne est de 27 cmol* kg™ avec les plus fortes valeurs pour les sites 05
(43 cmol* kg) et 08 (39 cmol* kg™), en comparaison des sites 09 (11 cmol* kg?) et 10

(18 cmol* kg?') (Tableau 25). Les valeurs des différents éléments échangeables sont

relativement basses, a I’exception du Mg (15 cmol* kg?) et du Ca (6,9 cmol* kg™?). Le site 05

présente les plus fortes concentrations en éléments échangeables, alors que les sites 09 et 10

offrent les plus faibles.

Tableau 25 : CEC totale et éléments échangeables des terres rhizosphériques

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Site n CEC totale Ca K Mg Mn Ni
(cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol*kg?)  (cmol* kg?) (cmol*kg?) (cmol* kg?)

01 3 17x12ab 57+75a 015+010ab 79+33bc 040+020a 019+010a
02 6 27x53ab 11+66a 028+010ab 12+22 bc 0,18+0,06a 0,20+0,15a
03 5 25+28ab 36+17a 025+004ab 18+19 bc 0,11+0,06a 0,07+0,04a
04 4 28x15ab 80+14a 021+018ab 17+50 bc 0,10+0,15a 0,06+0,07a
05 6 43+92a 27+x41a 050+x021a 33+£86a 029+0,14a 013+0,10a
06 8 30x90 ab 58+6,0a 037+017ab 19+49b 031+0,23a 0,16+0,06a
07 5 33x10 ab 66+40a 035+022ab 22+65ab 0,07+009a 0,05+0,06a
08 7 39+x25 a 12+11 a 032+0,35ab 18+15 b 0,07+0,04a 0,05+0,02a
09 6 11+66b 23x20a 014+008b 46+42c 029+£050a 0,20+0,13a
10 10 18+78b 87+61a 015+008b 58+27c 005+004a 012+0,07a

2.1.2. L'hyperaccumulation de Ni par les plantes échantillonnées

Toutes espéces de plantes confondues, les concentrations les plus élevées observées dans

les feuilles et tiges concernent le Ca (13 et 9,5 mg g%, respectivement), le K (11 et 6,6 mg g2,

respectivement) et le Mg (5,3 et 1,7 mg g%, respectivement) (Tableau 26).
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Tableau 26 : Macronutriments des différentes parties des plantes hyperaccumulatrices

la moyenne est suivie par le rang pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,

Act : A. alanbakeri, Fla : F. kinabaluensis, Glor : G. cf. rubrum, Glo : Glochidion sp.,
Mac : M. cf. lowii, Mis : M. sundaikus, Phyb : P. balgooyi, Phys : P. securinegoides,
Psy : P. sarmentosa, Rinb : R. bengalensis, Rinj : R. javanica, Rin : Rinorea sp., Tim : Timonius sp.,
Wal : W. pinnata, Xyl : X. luzonensis

Plante. n Partie Ca(mgg") K(mgg’) Mg(mgg') P (ugg") S (ug g?)
Act 2 Feuilles 11[7,8-15] 31[29-32] 2,9[1,2-4,7] 832 [766-899] 1408 [1159-1656]
Tiges 3,6[3,2-4,1] 9,6[8,6-11] 1,6 [1,3-1,9] 854 [413-1296] 454 [387-522]
Racines 1,8[1,5-2,0] 8,9[8,7-9,0] 1,2 [0,9-1,6] 622 [400-843] 391 [383-398]
Fla 6  Feuilles 14[4,4-30] 15 [12-19] 4,72,7-6,4] 560 [364-635] 1382 [1030-1607]
Tiges 6,7 [1,4-13] 6,7[2,7-9,3] 1,5[0,7-2,1] 284 [185-434] 442 [364-506]
Racines 2,1[1,5-3,7] 4,0[1,2-6,5] 1,5[0,9-1,9] 196 [117-293] 347 [290-498]
Glor 1  Feuilles 2,0 2,1 10 354 <LQ
Tiges 1,1 1,3 3,8 124 299
Racines 0,9 1,1 4,2 118 329
Glo 2 Feuilles 8,6[6,7-10] 8,8[7,9-9,7] 5,1[3,5-6,8] 370 [351-390] 1210 [1045-1375]
Tiges 6,9[5,3-8,4] 5,6[3,9-7,4] 2,21,8-2,7] 218 [218-218] 610 [545-675]
Racines 5,4[3,8-7,0] 2,5[1,6-3,3] 1,6 [1,5-1,7] 136 [127-145] 460 [351-570]
Mac 1  Feuilles 6,2 3,3 2,3 350 720
Tiges 9,0 6,7 2,1 260 558
Racines 2,4 1,9 14 199 <LQ
Mis 6 Feuilles 14[8,3-18] 5,4[2,5-7,6] 4,412,6-8,1] 597 [428-764] 1073 [674-1 393]
Tiges 9,9[5,3-15] 3,1[1,1-5,6] 1,0 [0,4-1,8] 330 [197-557] 411 [<LQ-701]
Racines 5,1[2,7-7,6] 1,9[0,6-2,9] 1,5[0,8-1,8] 206 [110-316] 424 [264-660]
Phyb 10 Feuilles 11[4,6-17] 5,5[1,7-8,3] 7,2 [3,5-12] 457 [308-762] 1293 [805-1735]
Tiges 2,3[1,4-3,7] 3,8[2,5-5,3] 1,5[0,9-2,4] 241 [119-417] 558 [<LQ-991]
Racines 1,1[0,6-19] 2,2[1,1-3,1] 1,7[0,9-4,8] 161 [61-304] 571 [413-873]
Phys 6  Feuilles 23[13-33] 11 [6,0-15] 3,1[1,9-4,6] 661 [479-775] 1704 [1502-1822]
Tiges 23[9,7-36] 7,2[5,0-9,1] 0,7 [0,4-1,0] 324 [217-492] 436 [<LQ-862]
Racines 8,0[7,0-9,6] 4,6[2,9-6,3] 1,5[0,8-2,4] 175 [<LQ-327] 353 [<LQ-729]
Psy 5 Feuilles 11[7,0-16] 8,0[4,8-9,1] 9,6 [5,7-13] 622 [330-852] 1915 [1598-2422]
Tiges 7,0[4,1-12] 13][9,4-19] 4,6 [2,0-7,3] 320 [<LQ-567] 647 [<LQ-1075]
Racines 5,2[3,2-6,5] 7,5[5,1-14] 3,4 [1,3-4,8] 240 [202-267] 873 [557-1472]
Rinb 9  Feuilles 12[8,9-17] 13 [9,4-18] 5,4 [2,3-7,4] 835 [703-1055] 1988 [1675-2337]
Tiges 11[4,7-18] 7,8[5,4-13] 1,8 [0,8-4,1] 456 [184-696] 714 [552-858]
Racines 3,4[0,7-8,4] 5,6 [3,5-7,2] 2,0 [1,2-3,6] 311 [134-474] 631 [438-942]
Rinj 4  Feuilles 12 [10-17] 12 [10-15] 4,4 12,0-6,1] 834 [758-880] 1532 [975-1978]
Tiges 14 [11-17] 8,2 [5,7-10] 1,8 [0,8-3,2] 591 [431-684] 885 [590-1175]
Racines 5,1[3,1-8,8] 3,9[3,3-4,6] 1,8 [1,4-2,0] 396 [218-535] 802 [437-1163]
Rin. 3 Feuilles 18[13-24] 11 [8,0-13] 3,9 [3,8-4,0] 612 [496-745] 1532 [1311-1958]
Tiges 19 [13-25] 5,1[2,9-7,0] 1,3[0,9-1,6] 389 [253-544] 959 [782-1205]
Racines 12[5,3-16] 2,9 [1,9-4,6] 1,7 [1,1-2,4] 272 [184-435] 1332 [1087-1814]
Tim 1 Feuilless 25 9,0 5,3 556 1104
Tiges 0,7 7,7 15 333 368
Racines 0,5 2,6 0,6 137 182
Wal 3 Feuilles 9,9[9,4-11] 18[15-19] 2,7[0,7-3,7] 712 [582-787] 1577 [1408-1682]
Tiges 9,3[6,4-14] 5,8[4,7-6,6] 0,8 [0,4-1,5] 298 [250-359] 521 [424-662]
Racines 4,2[3,0-54] 4,7[3,9-60] 1,4[0,7-2,4] 220[191-271] 331 [255-414]
Xyl 1  Feuilles 13 15 5,7 720 1926
Tiges 5,8 8,6 1,5 684 565
Racines 1,8 6,0 1,7 280 <LQ
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Le caractére d’hyperaccumulation du Ni est présent chez la plupart des plantes échantillonnées,
avec toutefois une forte variabilité pour une méme espece (Tableau 27). C’est le cas de M.
sundaikus pouvant accumuler dans ses feuilles de 600 a 3 600 pg de Ni g*. De la méme fagon,
chez P. sarmentosa, I’accumulation de Ni varie de 42 a 20 800 pg g*. Les plus fortes
concentrations moyennes en Ni dans les feuilles sont retrouvées pour P. securinegoides
(19 000 pg g?), R. bengalensis (16 100 pg g) et R. javanica (15 200 pg g?). Les espéces
M. cf. lowii et Timonius sp., bien qu’ayant montré une réaction positive lors du test avec
le papier imprégné de DMG durant la campagne de prélevement sur le terrain, possedent
des concentrations trop faibles en Ni pour étre considérées comme hyperaccumulatrices (9,0
et 42 pg gt dans leurs feuilles, respectivement). De plus, la liane P. Sarmentosa, prélevée
sur le site 10, posséde de fortes concentrations en Al (1 700 ug g* dans les feuilles, 800 ug g

dans les tiges et 1 500 pg g dans les racines).

66



Partie 2 — Résultats

Tableau 27 : Micronutriments des différentes parties des plantes hyperaccumulatrices
la moyenne est suivie par le rang pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
Act : A. alanbakeri, Fla : F. kinabaluensis, Glor : G. cf. rubrum, Glo : Glochidion sp.,
Mac : M. cf. lowii, Mis : M. sundaikus, Phyb : P. balgooyi, Phys : P. securinegoides,

Psy : P. sarmentosa, Rinb : R. bengalensis, Rinj : R. javanica, Rin : Rinorea sp., Tim : Timonius sp.,
Wal : W. pinnata, Xyl : X. luzonensis
Plante n Partie Al (ugg™) Cr(ugg™) Co (ug g Ni (mg g*) Cu (ug g™
Act 2 Feuilles <LQ 1,2 [<LQ-2,4] 31[21-40] 30[21-39] 47[4647]
Tiges <LQ <LQ 4,0 [2,0-5,9] 1,0[0,7-1,2]  2,3[1,9-2,6]
Racines 33 [31-34] 9,1[7,86-10]  4,2[2,5-59] 0,5[0,3-0,6] 4,8[4,0-56]
Fla 6  Feuilles 6,1 [<LQ-19] 35[<LQ-8,0] 11[3,6-21] 52[2,2-81]  3,3[2,2-4,6]
Tiges 6,6 [<LQ-14] 1,3[<LQ-2,9] 2,2[<LQ-45] 12[0,2-2,8] 2,3[1,6-3,1]
Racines 48 [<LQ-129] 11 [3,1-21] 41[<LQ-9,3] 0,7[0,2-1,3] 14[<LQ-32]
Glor 1 Feuilles <LQ 8,4 <LQ 1,1 <LQ
Tiges <LQ <LQ 2,2 0,3 2,7
Racines <LQ 6,7 2,3 0,2 2,6
Glo 2 Feuilles 35 [12-58] 22 [21-22] 42 [28-56] 41[3,9-4,3] 2,8[2,5-3,0]
Tiges <LQ 1,5[<LQ-3,0] 28[8,0-48] 0,8[0,6-1,0] 4,2 [<LQ-8,5]
Racines 69 [37-102] 14 [13-15] 19 [6,8-32] 0,3[0,2-0,3] 1,0 [<LQ-2,1]
Mac 1 Feuilles 15 <LQ <LQ 0,009 4,6
Tiges <LQ <LQ <LQ 0,02 6,2
Racines <LQ 57 <LQ 0,03 6,7
Mis 6  Feuilles 5,8 [<LQ-20] 32[<LQ-7,7] 12[<LQ-37]  2.2[0,6-36] 4,8[<LQ-7,2]
Tiges 8,3 [<LQ-50] 1,1[<LQ-2,3] <LQ 0,3[0,06-0,5] 2,5[<LQ-4,5]
Racines 84 [<LQ-222] 20 [5,1-33] 40[<LQ-9,4] 0,2[0,08-0,4] 4,2[3,4-6,6]
Phyb 10 Feuilles 51 [<LQ-165] 8,8 [1,9-15] 113[12-554]  5,0[1,8-11] 3,0 [<LQ-5,1]
Tiges 77 [<LQ-228] 9,0 [<LQ-19] 67 [7,2-295] 2,2[0,8-4,2]  4,6[<LQ-7,0]
Racines 173 [38-437] 21 [5,6-60] 123[6,8-797] 2,8[0,6-6,3] 5,9 [2,3-10]
Phys 6  Feuilles 33 [<LQ-98] 14 [5,3-25] 37[9,1-72] 19 [6,9-34] 2,7 [<LQ-4,2]
Tiges 32 [<LQ-137] 10 [3,6-27] 8,8 [<LQ-21] 3,8[1,0-6,1] 4,6 [<LQ-8,1]
Racines 357 [151-718] 98 [46-163] 17 [6,4-33] 49[2,8-64] 7,4[2,9-18]
Psy 5  Feuilles 691 [102-1721] 68 [<LQ-213] 37 [<LQ-73] 12[0,04-21] 8,4 [4,2-11]
Tiges 251 [<LQ-827]  31[<LQ-112] 40 [6,6-101] 4,910,03-8,0] 4,1[<LQ-8,6]
Racines 456 [<LQ-1518] 36 [<LQ-83] 65 [13-128] 3,8[0,2-6,8] 4,0 [<LQ-7,1]
Rinb 9  Feuilles 36 [<LQ-137] 17 [<LQ-41] 19 [8,9-34] 16 [6,1-30] 4,5 [<LQ-6,4]
Tiges 5,1 [<LQ—46] 49[<LQ-16] 39[<LQ-7,7] 4,4[08-7,2] 3,7 [<LQ-7,7]
Racines 112 [<LQ-561]  41[6,9-189]  7,5[2,5-21] 51[25-7,6] 7,9[<LQ-49]
Rinj 4 Feuilles 48[<LQ-123] 15 [5,1-36] 48 [18-100] 15 [10-21] 5,0 [3,7-7,3]
Tiges 11 [<LQ-32] 3,7 [<LQ-9,6] 5,7 [2,9-7,5] 40[2,9-54] 3,6[3,2-39]
Racines 64 [40,9-110] 22 [9,1-43] 7,5 [5,5-9,0] 31[1,4-51] 3,6[21-4,4]
Rin. 3 Feuilles 14 [<LQ-26] 45[3,0-54]  68[8,5-181] 75[3,9-14]  4,9[4,2-6,1]
Tiges 15 [<LQ-27] 2,7[1,6-38] 62[<LQ-16] 15[0,7-2,5] 3,7[3,0-4,8]
Racines 212 [116-394] 33 [11-69] 15 [3,3-22] 1,9[1,1-2,6] 3,8[2,9-4,3]
Tim 1 Feuilles 143 19 3,0 0,04 13
Tiges 26 4.4 <LQ 0,01 8,0
Racines <LQ 2,2 <LQ 0,01 3,2
Wal 3  Feuilles 50 [<LQ-135] 10 [<LQ-23]  14,5[4,4-24,6] 3,1[1,8-41] 4,3[3,7-4,9]
Tiges 6,3 [<LQ-19] 17[<LQ-3,7] 21[<LQ-3,4] 04][0,1-06] 28[26-31]
Racines 48 [13-66] 28 [8,4-39] 3,0[<LQ-6,1] 0,3[0,1-0,5] 2,5[2,2-2,7]
Xyl 1  Feuilles <LQ 4,5 3,5 1,9 35
Tiges <LQ <LQ <LQ 0,3 <LQ
Racines <LQ 8,6 <LQ 0,2 <LQ
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Les facteurs de bioconcentrations et de transfert ont été calculés pour les échantillons prélevés
(Tableau 28). Les plantes A. alanbakeri, G. cf. rubrum, Glochidion sp., M. cf. lowii, Timonius
sp. et X. luzionensis n'ont pas été conservées pour les calculs de BCF, le nombre d'échantillons

(inférieur a 3) étant trop faible pour les retenir dans 1’analyse statistique.

Phyllanthus securinegoides possede le meilleur BCF (facteur de 95) et statistiquement plus
élevé que celui de M. sundaikus (facteur de 16). Cependant, c'est M. sundaikus qui posséde
un des meilleurs TF (facteur de 9,6), tout comme F. kinabaluensis (facteur de 9,3)
et W. pinnata (facteur de 11). Les différentes espéces de Rinorea et de Phyllanthus montrent

des valeurs de BCF et TF intermédiaires.
Tableau 28 : Facteur de bioconcentration (BCF) et de transfert (TF) des hyperaccumulateurs

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Plante n BCF TF

F. kinabaluensis 6 27+15 ab 93+48a
M. sundaikus 6 16+11 b 96+25a
P. balgooyi 10 44 + 38 ab 20+08Db
P. securinegoides 6 95+74 a 3,7+x16D
P. sarmentosa 5 62 +39 ab 28+18Db
Rinorea sp. 3 79 +53 ab 37+17b
R. bengalensis 9 63+27 ab 3,1+£09b
R. javanica 4 66 £ 28 ab 55+x21ab
W. pinnata 3 18+26ab 11+51 a

2.2. La diversité bactérienne rhizosphérique

A TDissue de I’analyse bioinformatique des données obtenues par séquencage a haut débit
des 60 échantillons d’ADNs rhizosphériques, 2 660 788 séquences ont ¢été¢ obtenues
et regroupées sous 2 477 OTUs différentes appartenant a 23 phyla. Les abondances relatives
de chaque phylum ont été calculées (Figure 16) et les phyla représentés a moins de 1%
dans les différents échantillons ont été regroupés sous la dénomination "Autres (<1%)"
(Armatimonadetes, BRC1, Cyanobacteria, Dependentiae, Elusimicrobia, Entotheonellaeota,
GAL15, Nitrospirae, Patescibacteria, Spirochaetes, Verrucomicrobia, WPS-2 et Zixibacteria).

Enfin, 1,2% des séquences n'ont pu étre affiliées taxonomiquement.
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Sur les dix phyla les plus abondants, les Proteobacteria (46%) et les Acidobacteria (21%) sont,
en moyennne, les mieux représentés, tous sites confondus et quelles que soient les plantes
présentes. Viennent ensuite, en proportions globalement équivalentes, les Actinobacteria
(6,3%), les Rokubacteria (5,5%) et les Bacteroidetes (4,3%). Les Firmicutes sont
significativement plus abondants sur le site 07 (17%) que sur les autres sites (1,8%). A I'inverse,
ce site posseéde les plus faibles proportions en Acidobacteria (12% pour une moyenne de 22%
pour les autres sites), Chloroflexi (2,5% contre 3,3%) et Planctomycetes (1,9% contre 4,0%).
Aucune différence significative n'est observee entre les différents sites pour les phyla

des Actinobacteria, Bacteroidetes et Latescibacteria.
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Figure 16 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres rhizosphériques
en fonction des sites
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
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Lors d'un regroupement des différentes abondances relatives des phyla majoritaires
en fonction non pas du site d'échantillonnage mais de I'espéce de plante, il ressort que, quelle
que soit la plante considérée, les Proteobacteria est le phylum le mieux représenté, suivi
des Acidobacteria et des Actinobacteria (Figure 17). En outre, des différences significatives
ont eété mises en évidence pour le phylum des Bacteroidetes avec une abondance relative
supérieure pour M. sundaikus (7,8%) en comparaison de P. securinegoides (3,1%)
et P. sarmentosa (2,5%). De plus, les phyla des Rokubacteria et Gemmatimonadetes possedent
des abondances relatives supérieures pour R. bengalensis (8,6 pour Rokubacteria
et 3,6% pour Gemmatimonadetes) en comparaison de P. balgooyi (3,6 et 1,2%)
et P. sarmentosa (3,3 et 1,0%). Les échantillons rhizosphériques issus de A. alanbakeri,
Glochidion sp., G. cf. rubrum, M. cf. lowii, Timonius sp. et X. luzoniensis n'ont pas été

conserveés pour ces analyses statistiques, le nombre d'échantillons étant inférieur a 3.
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Figure 17 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres rhizosphériques en fonction
des plantes
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
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Les indices d'a-diversité (OTUs observées, Chaol et Shannon) pour les terres rhizosphériques
ne montrent aucune différence significative entre les différentes espéces échantillonnées.
Par contre, des différences sont notables si l'on considére l'a-diversité de chaque site
(Tableau 29). Les sites comprennent entre 853 (Site 01) et 1748 (Site 06) OTUs sur les 2 477

OTUs observées. Au minimum, 82,6% de la diversité reelle de nos échantillons est représentée

(OTUs observées

Thaol x 100). L'indice de Shannon est compris entre 7.34 (Site 07) et 9.40 (Site 06).

Tableau 29 : Indices d'o-diversité
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
Site n OTUs Chaol Shannon

01 3 853+123 d 930+137 ¢ 8,25+0,19 ab
02 6 1574+128 ab 1709 £90 ab 8,82+0,85 a
03 5 1682+136 ab 1806 + 126 ab 9,34+0,31 a
04 4 1328 £304 abcd 1452 +320 abc 8,76+ 0,67 ab
05 6 1459+195 abc 1611 %179 ab 8,80+0,60 a
06 8 1748+140 a 1867 + 128 a 9,40+0,32 a
07 5 1247 +225 bcd 1437 £ 233 bc 734104 b
08 7 1527 +£146 ab 1680 + 106 ab 8,76 +1,13 a
09 6 1128 +361 cd 1201+ 394 ¢ 8,38+ 0,52 ab
10 10 1526 +209 ab 1643 £ 230 ab 9,01+0,33 a
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Pour mettre en évidence les liens entre la diversité bactérienne et les paramétres abiotiques
des différents sites, une analyse de redondance (RDA) a été conduite en se fondant, d’une part,
sur l'abondance relative des dix phyla majoritaires et, d’autre part, sur les parameétres
physico-chimiques des terres rhizosphériques (Tableau 21, Tableau 24 et Tableau 25).
La fonction envfit du package Vegan a éte utilisée pour ne conserver que les variables abiotiques
corrélées significativement (p < 0,10) avec l'abondance relative des phyla bactériens
majoritaires. Ainsi, parmi ’ensemble des paramétres abiotiques mesurés, seuls seront
conserveés : les pourcentages d'azote total, de carbone total et de C organique, les teneurs en Cu,
Mn, Co, Pb, Fe et Zn extractibles au DTPA, les concentrations en Ni, K et Mg échangeables,
la CEC totale et enfin le pH.

Le plan principal F1-F2 explique 89% de la variabilité totale (Figure 18). La plupart
des échantillons correspondant aux terres rhizosphériques de R. bengalensis (Rinb) présentent
a la fois des abscisses et ordonnées négatives. Leur discrimination repose sur des pH basiques,
un fort Ni échangeable et a I'inverse de faibles concentrations en Cu, Co et Pb extractibles
au DTPA. De plus, ces échantillons possedent de plus faibles abondances relatives
en Proteobacteria et Firmicutes. Par contre, aucune discrimination claire ne peut étre établie
pour les échantillons rhizosphériques des autres especes de Rinorea (R. javanica: Rinj
et Rinorea sp.: Rin). Les échantillons issus des rhizosphéres de P. securinegoides (Phys)
sont corrélés négativement avec les pourcentages en N, C, C organique, la CEC totale,
les teneurs en Mg et K échangeables. De plus, ces échantillons présentent de fortes abondances
en Proteobacteria et Acidobacteria. Enfin, pour les échantillons issus des rhizospheres
de P. balgooyi, comme ceux des autres plantes hyperaccumulatrices, il n’est pas possible
de les corréler avec des parametres physico-chimiques des sols, dans la mesure ou ils sont

répartis sur I'ensemble du plan F1-F2.
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Figure 18 : Analyse de redondance entre les abondances relatives des 10 phyla majoritaires

et les variables abiotiques des sites

%N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique, xx-DTPA : éléments

extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables, CEC-T :

capacité d'échange cationique

totale, Act : A. alanbakeri, Fla : F. kinabaluensis, Glor : G. cf. rubrum, Glo : Glochidion sp.,
Mac : M. cf. lowii, Mis : M. sundaikus, Phyb : P. balgooyi, Phys : P. securinegoides,
Psy : P. sarmentosa, Rinb : R. bengalensis, Rinj : R. javanica, Rin : Rinorea sp., Tim : Timonius sp.,

Wal : W. pinnata, Xyl : X. luzonensis, de 01 & 10 : les différents sites,

deaac: les différents réplicats,

les vecteurs des variables abiotiques ont été multipliés par un facteur 3
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Les échantillons rhizosphériques ont eété comparés entre eux (R-diversité) avec la méthode
"Unweighted Unifrac”. Elle permet de dessiner un arbre phylogénétique UPGMA basé
sur les séquences des OTUs (Figure 19). Il ressort que les échantillons des terres
rhizosphériques de R. bengalensis (en rose foncé) sont regroupés ensemble (hormis
I’échantillon Rinb-02b). Ils possédent donc une diversité bactérienne proche, quel que soit
le site d'échantillonnage (sites 02, 03, 06). Pour les échantillons provenant des autres especes
de plantes, il semble que les rhizospheres prélevées sur un méme site présentent une diversité
bactérienne proche. En effet, si nous prenons comme exemple I'échantillon rhizosphérique
de W. pinnata prélevé sur le site 06, la diversité bactérienne retrouvée est plus proche de celle
de I'échantillon de F. kinabaluensis prélevé sur le méme site que de celle de I'échantillon
de terre rhizosphérique de W. pinnata prélevé sur le site 07. De méme, il existe une proximité
entre les échantillons Phys-10, Rin-10, Phyb-10, Wal-10, Phy-10b, Phys-10c et Glo-10.
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Figure 19 : Arbre phylogénétique UPGMA des terres rhizosphériques basé sur la métrique

de phylogénie Unweighted UniFrac

Act : A. alanbakeri, Fla : F. kinabaluensis, Glor : G. cf. rubrum, Glo : Glochidion sp.,
Mac : M. cf. lowii, Mis : M. sundaikus, Phyb : P. balgooyi, Phys : P. securinegoides,
Psy : P. sarmentosa, Rinb : R. bengalensis, Rinj : R. javanica, Rin : Rinorea sp., Tim : Timonius sp.,

Wal : W. pinnata, Xyl : X. luzonensis
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2.3. L'impact de I'age de la plante sur la diversité des communautés bactériennes

Afin de cerner si la taille de la plante et donc son age pouvait induire un biais lors de I'analyse

de la diversité des communautés bactériennes de la rhizosphére des hyperaccumulateurs

de Ni, des plantes d'age différents de 2 especes différentes ont été récoltées sur 2 sites :
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R. bengalensis et P. securinegoides sur le site 02 (Tableau 30)

Tableau 30 : Echantillons de tailles différentes prélevés sur le site 02 (Pahu)

Code Plante Taille arbre  Ni-DTPA  Ni feuilles
échantillon (cm) (mg kg?)  (ug mg?h)
Rinb-500 Rinorea bengalensis 500 166 20949
Rinb-200 Rinorea bengalensis 200 515 17640
Rinb-100 Rinorea bengalensis 100 411 10587
Rinb-30a Rinorea bengalensis 30 297 24575
Rinb-30b Rinorea bengalensis 30 267 29629
Rinb-30c Rinorea bengalensis 30 266 23150
Phys-500 Phyllanthus securinegoides 500 253 27751
Phys-300 Phyllanthus securinegoides 300 255 24106
Phys-120 Phyllanthus securinegoides 120 329 24644
Phys-30a Phyllanthus securinegoides 30 243 12548
Phys-30b Phyllanthus securinegoides 30 261 7598
Phys-30c Phyllanthus securinegoides 30 436 6894

P. securinegoides et P. balooyi sur le site 10 (Tableau 31)

Tableau 31 : Echantillons de tailles différentes prélevés sur le site 10 (Bukit Lompouyu)

Code Plante Taillearbre Ni-DTPA  Ni feuilles
échantillon (cm) (mg kg™) (ug mg™)
Phys-400 Phyllanthus securinegoides 400 383 20731
Phys-300 Phyllanthus securinegoides 300 249 24805
Phys-100 Phyllanthus securinegoides 100 270 22968
Phys-30d Phyllanthus securinegoides 30 239 26975
Phys-30e Phyllanthus securinegoides 30 161 26280
Phys-30f Phyllanthus securinegoides 30 172 33595
Phyb-600 Phyllanthus balgooyi 600 165 14082
Phyb-400 Phyllanthus balgooyi 400 280 13479
Phyb-200 Phyllanthus balgooyi 200 175 5732
Phyb-30 Phyllanthus balgooyi 30 150 7344
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Sur la base des informations phylogénétiques, une analyse en coordonnées principales (PCoA)
a été établie pour comparer les échantillons entre eux via la méthode "Unweighted Unifrac".
Cette méthode utilise les informations phylogénétiques pour comparer des échantillons
et expliquer les différences entre les communautés bactériennes (Lozupone et al., 2011).
Dans cette analyse (Figure 20), les grandes ellipses indiquent une communauté bactérienne plus
diverse et les chevauchements entre les ellipses représentent une communauté partagée entre
les différents échantillons (Schloss, 2008). Cette analyse permet de mettre en évidence un effet
du site de prélevemennt, quelles que soient les especes végétales collectées et leur age,
supérieur a un eventuel effet age, pour une méme espece d'un site donné. En effet, en prenant
pour exemple P. balgooyi sur le site 02 (en vert), I'arbre le plus grand échantillonné (Phyb-600)
possede une diversité bactérienne proche de I'arbre le plus petit (Phyb-30), les deux échantillons
étant proches sur I'analyse PCoA. La méme proximité peut se visualiser pour les échantillons
de R. bengalensis prélevés sur le site 10 (en rose), avec un regroupement sur le plan principal
du plus grand spécimen prélevé (Rinb-500) avec un des plus petits et donc plus jeunes
(Rinb-30a). L'dge des plantes échantillonnées semble donc avoir une faible influence
sur les communautés bactériennes en comparaison des parametres physico-chimiques

et topographiques propres a chaque site.
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Figure 20 : Analyse en coordonnées principales (PCoA) en 3D fondée sur la métrique
de phylogénie Unweighted UniFrac des terres rhizosphériques de plantes d'ages différents
prélevées sur le site 02 (en vert) et le site 10 (en rose)
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2.4. Les facteurs influencant la diversité bactérienne

Des corrélations de Spearman ont été calculées entre I'abondance relative des dix phyla
majoritaires et les paramétres abiotiques des terres rhizosphériques (Figure 21). Seules
les corrélations significatives (p < 0,1) ont été retenues. Le Ni extractible au DTPA est corrélé
positivement avec les phyla des Firmicutes (p = 0,003), Gemmatimonadetes (p = 0,012),
Latescibacteria (p = 0,007), Planctomycetes (p = 0,003), Rokubacteria (p = 0,002)
mais négativement avec les Chloroflexi (p = 0,046) et Proteobacteria (p = 0,009).

Il est intéressant de constater que lorsque ces différents phyla sont corrélés positivement avec
le Ni-DTPA, leur corrélation est par contre négative avec l'altitude, et inversement. En plus
de leur corrélation positive avec le Ni extractible au DTPA, les Gemmatimonadetes
et Rokubacteria, phyla dont les abondances relatives sont les plus élevées dans les rhizosphéres
de R. bengalensis en comparaison a celles des autres espéces, montrent le méme type
de corrélations avec les autres parameétres physico-chimiques. Ces deux phyla sont, en effet,
corrélés positivement avec le pH (p < 0,001 et p = 0,013) et le Mg échangeable (p = 0,038
et p = 0,021), mais sont corrélés négativement avec le Co (p < 0,001 et p = 0,023) et Cu
(p < 0,001 et p = 0,010) extractibles au DTPA et l'altitude (p = 0,019 et p = 0,019). Le C
et C organique sont corrélés positivement avec les Bacteroidetes (p = 0,015 et p = 0,007),
Firmicutes (p < 0,001 et p < 0,001) et Proteobacteria (p = 0,069 et p = 0,069) alors
que les autres phyla sont globalement corrélés négativement avec ces parametres.
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Figure 21 : Matrice de corrélations entre les parametres abiotiques et les dix phyla bactériens
majoritaires
basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs correspondent a un coefficient non
significatif (p>0,1), %N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique,
xX-DTPA : éléments extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables
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Pour cerner quel est le déterminisme de la diversite bactérienne rhizosphérique de plantes
collectées en Malaise, une analyse de partition de variance (VPA) a été effectuée entre le jeu
de données des OTUs et les données abiotiques (pH, éléments échangeables, métaux
extractibles au DTPA, Corg - 13 variables), les données topographiques des sites
de prélevements (altitude et exposition - 2 variables) et les différentes especes de plantes
(15 espéces différentes). Suite a cette analyse (Figure 22), il ressort que 49% de la variabilité
de la diversité bactérienne de nos échantillons est expliquée par I’ensemble de ces 3 types
de données, avec 51% de cette variabilit¢ non expliquée (résidus). Ce sont les données
abiotiques des terres rhizosphériques qui permettent d'expliquer au mieux la diversité
bactérienne des ¢échantillons, avec d’une part, 15% d'explication spécifiquement liée
a ces variables physico-chimiques et d’autre part, 38% d'explication si I’on considére
I’influence des parameétres abiotiques en association avec les autres variables. Ainsi, la diversité
bactérienne rhizosphérique des plantes hyperacumulatrices de Ni prélevées en Malaisie
est expliquée a 76% par les données physico-chimiques des terres, en association avec les deux
autres types de variables. Les données topographiques expliquent seules 10% de la diversité
bactérienne et 28%, associées aux autres variables. Enfin, I'espece de plante n'a qu'une faible

influence : 1,5% considérée seule contre 11% en association avec les autres parametres.
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Données
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Figure 22 : Analyse de partition de la variance bactérienne au niveau OTUs en fonction
des données abiotiques, topographiques et de I'espéce de plante
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3. La diversité des communautés bactériennes en climat tropical

humide (Indonésie)

3.1. Caracteérisation des échantillons

3.1.1. Les sites sélectionnés

Quarante-cing plantes hyperaccumulatrices et leur terre rhizosphérique ont été échantillonnées

(Tableau 32) sur les 15 sites retenus (Figure 23).

Tableau 32 : Sites, especes et codes des plantes hyperaccumulatrices prélevées

Site  Appellation Altitude (m) Plantes et codes
01  Casuarinasitel 209 Macaranga sp. (Mac-01), P. roxburghioides (Pla-01),
R. aff. bengalensis (Rin-01)
02  Casuarinasite2 0 R. aff. bengalensis (Rin-02)
03  Casuarina 205 F. trachypison (Fic-03), T. morotaiense (Tri-03)
04  Before 204 F. trachypison (Fic-04a, Fic-04b, Fic-04c),
Casuarina G. moluccanum (Glo-04), P. roxburghioides (Pla-04),
Prunus sp. (Pru-04), T. morotaiense (Tri-04)
05  Doro Mesmesan 157 T. morotaiense (Tri-05)
06  Woi Mioseng 45 R. aff. bengalensis (Rin-06), T. morotaiense (Tri-06)
07  Bukit Limber 981 T. morotaiense (Tri-07)
area
08  Bukit Limber 183 F. trachypison (Fic-08), P. roxburghioides (Pla-08a, Pla-08b),
KM3 T. morotaiense (Tri-08)
09  Sake River 80 F. trachypison (Fic-09a, Fic-09b), Macaranga sp. (Mac-09),
T. morotaiense (Tri-09a, Tri-09b)
10  Sake South 100 Aristolchia sp. (Ari-10), C. floribunda (Cer-10a, Cer-10b),
Macaranga sp. (Mac-10), R. aff. bengalensis (Rin-10a, Rin-10b)
11 Sake West 191 F. trachypison (Fic-11)
12 Uni Uni 239 G. moluccanum (Glo-12)
13 Tanjung Ulie 18 Barringtonia sp. (Bar-13), C. floribunda (Cer-13),
F. trachypison (Fic-13a, Fic-13b), P. roxburghioides (Pla-13),
R. aff. bengalensis (Rin-13a, Rin-13Db),
T. morotaiense (Tri-13a, Tri-13b)
14  Location 2A 179 R. aff. bengalensis (Rin-14)
15  Location 2C 89 T. morotaiense (Tri-15)
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Les parametres abiotiques des terres rhizosphériques ont été mesurés (Tableau 33

a Tableau 37). Pour I’ensemble de ces tableaux, il n’a pas été possible de réaliser de tests

statistiques afin de comparer les moyennes des valeurs car pour de nombreux sites,

nous n’avions réalisé qu’un seul prélévement.

La gamme de pH des terres collectées varie de 57 a 8,2 avec un pH moyen

de 6,7 (Tableau 33). Les terres rhizosphériques sont bien pourvues en C avec un rapport Corg/N

de 12 en moyenne ; le C organique correspond en moyenne a 89% du C total, hormis
sur le site 05 (10,3% du C total).

Tableau 33 : pH, N et C totaux et C organique des terres rhizosphériques

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Site n pH %N %C %Corg

01 3 6,39+0,33 0,43+0,11 6,02+1,49 542 +1,06
02 1 7554 0,57 8,37 7,98

03 2 687+0,03 0,21+0,14 2,79+1,89 2,62+1,65
04 7 669+0,68 0,25+0,28 3,82 +4,23 3,57 +3,98
05 1 6,66 0,62 8,79 8,69

06 2 6,74+0,17 0,46 +£0,07 6,21+0,73 5,54 £ 0,37
07 1 6,66 0,65 10,24 79

08 4 6,42+0,26 0,53+0,08 7,22+1,26 6,44 +0,97
09 5 643+0,39 055+0,09 7,75+1,55 6,74 +1,38
10 6 6,72+0,61 046+0,1 6,06+0,91 5,23+0,58
11 1 6,63 0,39 4,8 4,51

12 1 6,36 0,52 8,17 6,99

13 9 6,97+0,64 030+0,2 4,86+3,16 3,53+2,28
14 1 6,81 0,12 1,53 1,42

15 1 791 0,16 3,51 2,75
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Concernant les eléments totaux (Tableau 34 et Tableau 35), ces terres sont caractérisées
en moyenne par de fortes teneurs en Fe (233 mg g?), Mg (32 mg g?) et Al (18 mg g?)
et en ETM, tels le Ni (7,0 mg g?) et le Cr (1,7 mg g?). Le rapport Ca/Mg est inférieur
a 1 a lI'exception des sites 05 (rapport de 34) et 11 (rapport de 1,1).

Tableau 34 : Eléments totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Site n Al(mgg") Ca(mgg") Fe(mgg") K(ugg") Mg(mgg") Mn(ugg") P(mgg?)

01 3 14+0,00 2,52+1,28 156+ 126 425+529 35+ 38 161 +35 34+3,0
02 1 22 14 45 218 26 107 0,8

03 2 12+0,00 18+081 310+84 430+298 76+248 96 + 34 3,8+0,49
04 7 27+000 031+0,20 313+21 73+43 4,7+31 116 + 38 40+28
05 1 14 395 19 91 12 174 0,28

06 2 85+000 51+0,17 73+11 178 +15 124+3,1 156 + 14 1,0+£0,05
07 1 53 0,22 305 48 12 374 1,6

08 4 11+000 45+28 155+27 114+86 46+21 141 +51 3,4+0,59
09 5 15+0,00 0,78+0,32 259+35 141+79 57+50 115+ 54 50%20
10 6 16+0,00 1,1+056 260+37 118+42 14=*10 337 +26 6,9+2,0
11 1 52 1,5 244 101 1,4 168 2,8

12 1 10 8,7 216 184 27 111 4,3

13 9 18+0,00 18+1.2 284+55 6538 18+13 248 + 67 3,3+0,92
14 1 58 2,7 109 151 22 128 8,9

15 1 20 35 77 860 87 137 14

Tableau 35 : Eléments traces métalliques totaux des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Site n Co(ugg") Cr(mgg") Cu(ugg™ Ni(mgg?’) Zn(ugg?

01 3 397+170 13+0,16 21+12 40+33 107+59
02 1 387 1,9 30 0,49 32

03 2 543+145 21+038 24+6,6 105+19 265*45
04 7 315+217 21+088 32+12 7,1+10 259%22
05 1 486 14 20 0,33 18

06 2 523+x64 1910 22+15 22+0,07 61%+15
07 1 463 1,8 16 4,3 182

08 4 540+188 19+064 31%11 52+019 103+74
09 5 519+157 16+048 28+16 13+38 269 + 36
10 6 413+363 11+040 22%74 10+2,2 262 + 44
11 1 402 2,5 41 4,9 171

12 1 157 4,2 27 53 144

13 9 446+295 12+056 21+12 7017 23045
14 1 368 3,7 11 2,9 67

15 1 89 0,44 32 1,8 80
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Les éléments les plus disponibles (extractibles au DTPA) (Tableau 36) dans les terres
rhizosphériques sont le Ni (232 pg g2), le Fe (63 pg g2) et le Mn (54 pg g ). Bien que le Cr
soit présent dans les rhizosphéres, il est par contre faiblement disponible (< 1 ug g™2).

Tableau 36 : Métaux extractibles au DTPA des terres rhizosphériques
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Site n Al (ugg™) Co(uggh) Fe(uggh Mn(ugg?) Ni(ugg?h Zn (ugg?)
01 3 32+33 49463 93+36 60+70 288+243 28+12
02 1 15 1,1 199 24 92 1,8

03 2 011+0,01 1,3+0,11 23+0,17 12+003 128+13 2,2+0,01
04 7 56+23 16+17 41+32 83+63 91+95 25422
05 1 0,07 0,04 8,2 2,8 3,9 0,25

06 2 023+0,03 1,1+0,16 95+0,02 17+22  138+22 1,7+0,38
07 1 10 1,1 51 8,2 27 0,49

08 4 051+0,60 27+1,9 84+12 44+27 266 + 107 2,4+0,81
09 5 16+25 18+24 64+15 56+72 271+ 134 3,2+0,64
10 6 1,6+26 13+11 46+19 76+80 469+242 49+17
11 1 14 17 89 147 69 1,6

12 1 052 1,8 85 14 404 3,9

13 9 35+34 14+11 47+14 53+40 259+ 128 4,0+ 0,82
14 1 0,67 1,7 242 25 215 2,2

15 1 <LQ 0,34 18 8,8 25 1,1

La CEC totale moyenne est de 19 cmol* kg* avec de plus fortes valeurs pour les sites 05 et 08

(43 et 39 cmol* kg?, respectivement) en comparaison des sites 15 (41 cmol* kg?) et 08

(37 cmol* kg') (Tableau 37). Les valeurs des différents éléments échangeables sont

relativement basses, a 1’exception du Ca (5,7 cmol* kgt) et du Mg (1,2 cmol* kg?). Le site 05

posséde une forte quantité de Ca échangeable (25 cmol* kg™).

la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Tableau 37 : CEC totale et éléments échangeables des terres rhizosphériques

Site n CECtotale Ca K Mg Mn Ni

(cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?)
01 3 21+43 28+17 0,02+0,01 15+050 0,02+0,01 0,02+0,02
02 1 29 4,8 0,03 2,1 0,02 0,01
03 2 12+£0,29 5941 0,01+0,00 059x+0,25 0,00+£0,00 0,01+0,00
04 7 78+90 053+0,33 0,01+0,01 0,23+0,17 0,03+£0,04 0,02+0,02
05 1 24 25 0,01 0,09 0,00 0,00
06 2 22+19 15+0,74 001+£000 20+030 0,00+0,00 0,00+£0,00
07 1 17 0,30 0,01 0,47 0,00 0,00
08 4 3710 2072 0,02+001 26+045 0,01+£0,01 0,02x0,02
09 5 23+£15 24+0,70 0,03x£0,02 14+11 0,05+0,08 0,05x0,02
10 6 15%+6,3 34+£22 0,02+0,01 13+0,88 0,03+0,02 0,05+0,04
11 1 19 2,7 0,02 0,12 0,02 0,01
12 1 19 6,3 0,03 3,9 0,01 0,04
13 9 18822 54+38 0,02+0,01 098058 0,02+0,03 0,03+0,02
14 1 29 54 0,03 2,1 0,01 0,01
15 1 41 26 0,02 2,2 0,00 0,00
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3.1.2. L'hyperaccumulation du Ni par les plantes échantillonnées
Toutes especes de plantes confondues, les concentrations les plus élevées observées
dans les feuilles et tiges concernent le Ca (17 et 15 mg g1), le K (9,8 et 8,1 mg g) et le Mg
(5,9 et 2,8 mg g1) (0). Le Ca est fortement concentré dans les écorces de P. roxburgioides (41

mg g}), R. aff. bengalensis (52 mg g) et Macacaranga sp. (58 mg g2).
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Tableau 38 : Macronutriments des différentes parties des plantes hyperaccumulatrices
la moyenne est suivie par le rang pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
Ari : Aristolchia sp., Bar : Barringtonia sp., Cer : C. floribunda, Fic : F. trachypison,
Glo : G. moluccanum, Mac : Macaranga sp., Pla : P. roxburgioides, Pru : Prunus sp.,
Rin : R. aff. bengalensis, Tri : T. morotaiense

Plante Partie n Ca(mgg’) K(mgg") Mg(mgg"') P (ugg" S (ugg™h)
Ari Feuilles 3 17 [16-19] 20 [18-22] 10 [9,6-11] 622 [499-763] 6561 [4918-7802]
Tiges 1 12 20 37 430 767
Racines 1 6,7 28 5,9 461 676
Bar Feuilles 1 22 9,7 4,1 568 1431
Tiges 1 21 16 2,6 615 762
Ecorce 1 35 5,0 2,7 283 755
Bois 1 1 2,0 1.4 214 363
Racines 1 9,6 2,3 1,7 175 459
Cer Feuilless 4  13[10-17] 14 [11-20] 58[4,4-8,1]  783[536-894] 1557 [1218-1845]
Tiges 3 6,1[5565] 15[9,6-19] 51[2,9-6,2] 533 [415-725] 833 [549-1026]
Ecorce 2 10[7,0-14]  8,2[3,0-13] 39[25-54] 297 [267-327] 406 [314-499]
Bois 3 23[15-32] 29[18-35] 1,7[1,2-2,1] 104[100-111] 172 [<LQ-327]
Racines 3 2,1[1,6-28] 2,3[1,2-3,0] 3,7[1,7-5,6] 181 [165-208] 382 [268-603]
Fic Feuilles 11 17 [8,2-26] 4,7[1,3-10] 8,5[1,3-18] 429 [283-598] 1843 [932-3 962]
Fruits 6 7,9[29-11] 8,7[3,1-14] 50[2,2-7,9] 1275[646-1695] 1115 [459-2 111]
Tiges 10 15[2,9-32] 50[1,4-9,9] 28[1,4-39] 735[210-2253] 1327 [676-2065]
Ecorce 5 26 [15-44] 41[0,8-11] 1,9[0,8-3,1] 242 [223-290] 487 [448-556]
Bois 7 87[45-19] 1,4[05-38] 10[0,8-1,3] 130 [84-201] 372 [203-528]
Racines 8 13[3,8-29]  2,2[1,6-4,3] 1,7[05-4,7] 161 [100-282] 290 [<LQ-439]
Glo Feuilless 2  11[9,5-12] 11 [10-12] 56[2,0-9,3] 351[272-430] 1682 [1419-1945]
Tiges 2 6,0[45-75] 12[11-12] 39[3,1-4,7] 380 [287-474] 1237 [897-1576]
Bois 2 65[4,9-80] 31[2,7-34] 2,0[11-3,0] 107 [68-146] 539 [473-605]
Racines 2 4,5[3555] 20[15-25] 1,7[1,5-1,9] 110[102-118] 567 [469-665]
Mac  Feuilles 2  24[12-37] 6,1[4,7-75] 4,7[2,6-6,9] 315 [265-366] 1688 [1458-1919]
Tiges 1 28 2,2 1,7 86 428
Ecorce 1 58 6,5 0,8 163 778
Racines 1 17 1,6 0,9 97 520
Pla Feuilles 4  28[16-36] 9,0[4,9-11] 4,6[3,6-6,2] 437 [405-512] 2311 [2027-2859]
Fruits 2  11[6,7-14] 9,9[6,2-13] 1,5[0,9-2,0] 666 [496-836] 1235 [945-1525]
Tiges 4 20[2,3-29] 9,1[39-19] 16[0,6-3,8] 305[114-518] 1152 [769-1401]
Ecorce 3 41 [35-46] 57[2,1-9,9] 09[0,8-1,1] 219 [163-324] 1295 [1173-1513]
Bois 4 56[1,0-89] 1,7[12-2,7] 03[0,2-0,4] 115 [36-303] 386 [216-553]
Racines 4 11 [6,2-19] 2,7[0,7-4,4] 13[1,0-1,7] 177 [67-406] 706 [455-929]
Pru Feuilles 1 12 12 54 355 1854
Bois 1 85 2,6 2.3 104 376
Racines 1 7,4 33 4.6 119 657
Rin Feuilles 8 20 [17-24] 12 [7,0-17] 3,6[1,4-6,01 750 [582-907] 4021 [3266-4758]
Tiges 7 24[16-37] 8,3[3,1-11] 1,6[1,2-2,4] 482 [361-635] 1323 [937-1615]
Ecorce 6 52 [42-61] 7,7[59-9,3] 1,4[0,7-2,8] 304 [241-460] 815 [636-976]
Bois 8 13[4,4-17] 3,6[1,963] 07[05-10] 158[75-235] 579 [257-738]
Racines 8 11[4,3-17]  3,9[2,9-50] 25[0,9-84] 214 [119-326] 809 [666-1302]
Tri Feuilles 14 14[8,7-29]  9,6[4,9-18] 5,0[3,0-7,1] 482 [265-750] 2125 [1633-2949]
Fruits 5 6,3[3,0-11] 11[8,1-16] 2,3[1,4-3,2] 263 [64-925] 544 [374-922]
Tiges 14 11[5,2-23] 70[14-16] 3,1[1,1-51]  348[154-890] 719 [522-1032]
Ecorce 12 8,6[4,2-18] 4,3[15-74] 1,7[0,9-2,8] 105[57-161] 336 [275-386]
Bois 14 40[0,7-95] 26[04-98] 15[08-24] 92[<LQ-263] 249 [<LQ-499]
Racines 14 75[1,7-20] 2,8[0,8-7,5] 4,5[1,5-14] 224 [67-714] 440 [183-601]
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Les especes de plantes telles Barringtonia sp., C. cf. floribunda et Prunus sp. possédent
des concentrations en Ni, retrouvées dans leurs feuilles, inférieures a 1 000 ug g* (0). A
I’inverse, Aristolchia sp., G. moluccanum, P. roxburghioides et R. aff. bengalensis présentent
des teneurs en Ni trés élevées dans leurs feuilles, quel que soit le site d'échantillonnage.
Les concentrations en Ni dans ces plantes hyperaccumulatrices suivent I'ordre : feuilles >
écorce > tiges > fruits > racines > bois. Certains spécimens de F. trachypison, Macaranga sp.
et T. morotaiense pourraient étre considérés comme hyperaccumulateurs de Ni,
mais ce caractere semble tres variable chez ces espéces selon les individus avec parfois
des concentrations inférieures a 1 000 pug g mesurées dans leurs feuilles (11 pg g* pour
F. trachypison, 414 pg g pour Macaranga sp. et 8 pug g pour T. morotaiense). Enfin, R. aff.
bengalensis pourrait étre considéré comme hyperaccumulateur de Co du fait

d’une concentration de 575 pg g* mesurée dans ses feuilles.
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Tableau 39 : Micronutriments des différentes parties des plantes hyperaccumulatrices
la moyenne est suivie par le rang pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
Ari : Aristolchia sp., Bar : Barringtonia sp., Cer : C. floribunda, Fic : F. trachypison,
Glo : G. moluccanum, Mac : Macaranga sp., Pla : P. roxburgioides, Pru : Prunus sp.,
Rin : R. aff. bengalensis, Tri : T. morotaiense

Plante Partie n Fe(ugg") Mn (ug g™) Zn (ug g™ Co (ug g™) Ni (g g™
Ari Feuilles 3 44 [42-48] 189 [145-232] 83 [62-94] <LQ 1989 [1212-2853]
Tiges 1 992 148 264 7,4 824
Racines 1 <LQ 29 77 <LQ 354
Bar Feuilles 1 44 27 15 61 229
Tiges 1 224 53 28 20 136
Ecorce 1 259 25 14 13 79
Bois 1 63 57 5,9 5,6 83
Racines 1 4561 55 13 23 294
Cer Feuilles 4 46 [38-61] 602 [234-1320] 12 [10-15] 0,5[<LQ-1,9] 67[25-104]
Tiges 3 137 [41-320] 948 [197-2141] 46 [42-50] 1,2 [<LQ-3,5] 35 [29-41]
Ecorce 2  810[99-1521] 188 [134-243] 31 [18-44] 52 [<LQ-10] 52[18-87]
Bois 3 19[<LQ-37] 104 [21-238] 14 [11-16] <LQ 11 [9,4-14]
Racines 3 13896 [6948-18183] 306 [202—406] 28 [13-39] 42 [15-64] 583 [128-944]
Fic Feuilles 11 81[23-140] 158 [17-495] 38 [11-105] 6,8 [<LQ-29] 260 [11-156]
Fruits 6  6885[21-40761] 162 [19-406] 31 [21-46] 15 [<LQ-58] 276 [41-793]
Tiges 10 55 [<LQ-115] 45 [3,8-177] 22 [6,8-59] 7,1[<LQ-30] 156 [16-534]
Ecorce 5 134 [23-485] 64 [13-142] 24 [10-39] 9,1[<LQ-30] 38[10-90]
Bois 7 78 [<LQ-235] 28 [3,3-91] 6,7 [<LQ-24] 3,7 [<LQ-14] 43[3,9-158]
Racines 8 9106 [2219-29568] 150 [50-422] 19 [7,8-36] 32 [4,8-87] 370 [135-943]
Glo Feuilles 2  35[30-40] 556 [56-1056] 79 [67-90] 21 [20-21] 3203 [1 392-5014]
Tiges 2  51[33-69] 268 [56-481] 154 [144-165] 15 [14-16] 1204 [429-1979]
Bois 2 19[<LQ-38] 110 [11-209] 103 [71-136] 3,9[2,4-5,4] 335 [187-483]
Racines 2 24122 [1711-46532] 1042 [58-2025] 57 [25-89] 211[6,9-415] 814 [370-1259]
Mac  Feuilles 2  49[27-71] 2373 [664-4082] 22 [16-29] 48 [2,7-93] 737 [414-1060]
Tiges 1 <LQ 2 466 48 20 435
Ecorce 1 42 2 268 8,7 6,2 91
Racines 1 2138 655 15 30 198
Pla Feuilles 4  48[33-84] 272 [120-424] 102 [58-127] 53 [20-139] 15020 [8310-18760]
Fruits 2  <LQ 104 [38-169] 22 [15-30] 1,4 [<LQ-2,9] 2722[1685-3759]
Tiges 4 34 [<LQ-52] 44 [16-95] 34 [19-50] 7,5[2,9-18] 3889 [1654-5918]
Ecorce 3  91[29-190] 58 [23-125] 49 [36-71] 3,2 [<LQ-6,1] 3989 [1920-6058]
Bois 4 30 [<LQ-74] 18 [6,1-30] 13 [<LQ-28] 0,6 [<LQ-2,3] 882[186-1829]
Racines 4 3253 [855-7870] 227 [35-661] 31 [23-49] 26 [3-60] 1798 [584-2292]
Pru Feuilles 1 36 402 73 <LQ 636
Bois 1 29 153 87 2,3 168
Racines 1 1716 238 202 17 384
Rin Feuilles 8  58[39-99] 217 [70-400] 141 [94-217] 120[12-575] 14980 [10728-22178]
Tiges 7  62[23-149] 59 [19-108] 126 [87-196] 30 [5,5-93] 8254 [3649-12045]
Ecorce 6  312[28-939] 141 [30-441] 335 [163-434] 33[10-74] 9065 [2685-13944]
Bois 8  41[<LQ-128] 31[6,9-48] 80 [12-199] 7,8 [<LQ-23] 2571[911-5043]
Racines 8 4335 [1572-8565] 141 [91-249] 183 [98-252]  30[7,9-94] 3744 [2320-6679]
Tri Feuilles 14 86 [32-346] 278 [25-1443] 34 [16-60] 39 [1,2-132] 1684 [8,1-5179]
Fruits 5 29[21-41] 96 [8,4-269] 17 [12-28] 59 [<LQ-17] 213[8,1-371]
Tiges 14 49 [<LQ-133] 95 [5,3-509] 33 [10-69] 4,3[<LQ-17] 334 [8,5-940]
Ecorce 12 148 [<LQ-670] 42 [2,9-104] 70[<LQ-14] 15[<LQ-8,2] 91[6,8-174]
Bois 14 62 [<LQ-467] 39 [<LQ-198] 6,1 [<LQ-19] 0,5[<LQ-3,9] 72[<LQ-183]
Racines 14 6333 [180-17509] 142 [5,8-302] 15 [<LQ-25] 22 [<LQ-77] 309 [7,0-726]
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Les facteurs de bioconcentrations (Tableau 40) et de transfert (Tableau 41) ont été calculés pour
les échantillons prélevés. Seules les plantes, pour lesquelles au moins 3 prélevements avaient
éteé effectués, ont été conservées pour le calcul de ces indices, permettant de réaliser des tests

statistiques.

C. floribunda possede le meilleur BCF (facteur de 128), statistiquement plus élevé que ceux
de T. morotaiense (facteur de 21), R. aff. bengalensis (facteur de 10) et P. roxburghoides
(facteur de 21). Néanmoins, c'est P. roxburghioides qui possede le meilleur TF (facteur
de 9,5), statistiquement plus élevé que ceux de C. floribunda (facteur de 0,2) et F. trachypison
(facteur de 0,7).

Tableau 40 : Facteur de bioconcentration (BCF) des hyperaccumulateurs
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiguent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Plante n BCF
C. floribunda 3 128 + 133 a
F. trachypison 10 42+67 ab

P. roxburghioides 5 10+80 b
R. aff. bengalensis 8 10£11 b
T. morotaiense 11 2125 b

Tableau 41 : Facteur de transfert (TF) des hyperaccumulateurs
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons,
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
Plante n TF
C. floribunda 3 0,2%0,2 bc
F. trachypison 8 0,7+x05¢c
P. roxburghioides 4 95+34a
8
1

R. aff. bengalensis 4,3+ 1,7 abc
T. morotaiense 3 61+50ab

3.2. La diversité bactérienne rhizosphérique

A TDissue de I’analyse bioinformatique des données obtenues par séquencage a haut débit
des 45 échantillons d’ADNs rhizosphériques, 2 881 580 séquences ont été obtenues
et regroupées sous 6 645 OTUs différentes appartenant a 36 phyla. Les abondances relatives
de chaque phylum ont été calculées et les phyla représentés a moins de 1% dans les différents
échantillons ont été regroupés sous la dénomination "Autres (<1%)" (Candidate division OP3,
Candidate division WS6, Chlamydiae, Chlorobi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,
Elusimicrobia, Fibrobacteres, Firmicutes, GOUTA4, Gracilibacteria, Hydrogenedentes,
JL-ETNP-Z39, Omnitrophica, Parcubacteria, Saccharibacteria, SHA-109, SMZ2F11,
Spirochaetae, TA06, TM6, WCHB1-60, WD272). Enfin, 1,30% des séquences n'ont pu étre

affiliées taxonomiquement.
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Sur les 13 phyla les plus abondants, quelles que soient les especes végétales,

les Proteobacteria (34%), les Acidobacteria (21%) et les Actinobacteria (19%) sont,

en moyenne, les mieux représentés (Figure 24). Viennent ensuite, les Chloroflexi (8,4%),

les Nitrospirae (4,2%) et les Planctomycetes (3,3%).
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Figure 24 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres rhizosphériques

Ari : Aristolchia sp., Bar : Barringtonia sp., Cer : C. floribunda, Fic : F. trachypison,

Glo : G. moluccanum, Mac : Macaranga sp., Pla : P. roxburgioides, Pru : Prunus sp.,
Rin : R. aff. bengalensis, Tri : T. morotaiense
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Les indices d'a-diversité (OTUs observées, Chaol et Shannon) ont été calculés pour les terres
rhizosphériques, par espéce végétale, tous sites confondus (Tableau 42). Le nombre d'OTUs
observées est compris entre 431 (T. morotaiense site 03) et 3 105 (T. morotaiense site 05)

sur les 6 645 OTUs observées. Au minimum, 74% de la diversité réelle de nos échantillons

OTUs observées

est représentée ( Chaol

%X 100). En moyenne, l'indice de Shannon est le plus élevé

pour Prunus sp. (9,26) alors qu'il est le plus faible pour Barringtonia sp. (8,42).

Tableau 42 : Indices d'a-diversité par plante
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les répétitions, n correspond au nombre d'échantillons

Plante n OTUs Chaol Shannon
Aristolchia sp. 1 2806 3216 9,29
Barringtonia sp. 1 2005 2310 8,42
Cerbera floribunda 3 1338+756 1692 +847 8,47 +0,71
Ficus trachypison 10 1841 +538 2195+ 602 8,66 + 0,57
Glochidion moluccanum 2 2385+48 2716+32 8,82+0,22
Macaranga sp. 3 2218 £658 2625+616 9,23 +0,22
Planchonella roxburghioides 5 2016 +560 2336 + 621 8,55+ 0,84
Prunus sp. 1 2748 3048 9,26
Rinorea bengalensis 8 2307751 2673 +827 8,92+0,51
Trichospermum morotaiense 11 1993 + 849 2378 £ 941 8,72 +0,79

Pour mettre en évidence les liens entre la diversité bactérienne et les parameétres abiotiques
des différents sites, une analyse de redondance (RDA) a été réalisée en se basant, d’une part,
sur I'abondance relative des 13 phyla majoritaires et, d’autre part, sur les paramétres physico-
chimiques des terres rhizosphériques (Tableau 33, Tableau 36 et Tableau 37). La fonction envfit
du package Vegan a été utilisée pour ne conserver que les variables abiotiques corrélées
significativement (p < 0,10) avec I'abondance relative des phyla bactériens majoritaires. Ainsi,
parmi I’ensemble des paramétres abiotiques mesurés, seuls seront conservés : les pourcentages
d'azote et carbone total, de carbone organique, les teneurs en Mn, Co, Ni, Fe et Zn extractibles

au DTPA, les concentrations en Mn et K échangeables, et enfin la CEC totale.
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Le plan principal F1-F2 explique 82,89% de la variabilité totale (Figure 25). Les échantillons
issus des rhizosphéres de F. trachypison (Fic) présentent des ordonnées négatives et sont
corrélés positivement avec une CEC totale élevée mais par contre inversement corrélés
aux fortes concentrations en Mn échangeable et en Mn, Co et Fe extractibles au DTPA
et aux teneurs en N, C et C organique des terres. Ils se caractérisent par une forte abondance
relative en Chloroflexi. Les échantillons issus des rhizospheres de R. aff. bengalensis (Rin)
se discriminent selon l'axe F1. Ils suivent le gradient en Ni extractible au DTPA,
avec les terres issues des sites 01, 02 et 06, présentant des teneurs en Ni plus faibles que celles
issues des sites 10, 13 et 14. Ce gradient va de pair avec l'abondance relative
des Actinobacteria : cette derniére est plus éleveée pour les terres possédant les fortes
concentrations en Ni extractible au DTPA. La discrimination, sur le plant principal F1-F2,
des échantillons issus des autres espéces végetales, comme en particulier ceux issues

de T. morotaiense (Tri), apparait moins évidente.
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Figure 25 : Analyse de redondance entre les abondances relatives des dix phyla majoritaires
et les variables abiotiques des sites
%N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique, xx-DTPA : éléments
extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables, Ari : Aristolchia sp., Bar : Barringtonia sp.,
Cer : C. floribunda, Fic : F. trachypison, Glo : G. moluccanum, Mac : Macaranga sp.,
Pla : P. roxburgioides, Pru : Prunus sp., Rin : R. aff. bengalensis, Tri : T. morotaiense,
de 01 a 15 : les différents sites, de a a c : les différents réplicats, les vecteurs des variables abiotiques
ont été multipliés par un facteur 0,75, n = 45
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3.3. Focus sur F. trachypison, R. aff. bengalensis et T. morotaiense

Lors de notre échantillonnage, trois espéces ont été rencontrées fréquemment sur les différents
sites visités. 1l s’agit de F. trachypison, R. aff. bengalensis et T. morotaiense. Nous avons
donc décidé, afin de mieux caractériser la diversité bactérienne des environnements

rhizosphériques, de faire un focus sur ces trois especes.

A partir des 6 461 OTUs identifiées pour les 3 espéces de plante, un diagramme de Venn a été
construit pour déterminer les OTUs spécifiques ou communes a ces espéces (Figure 26).

Les dix terres rhizosphériques de F. trachypison, retrouvées sur six sites différents (sites 03,
04, 08, 09, 11 et 13), possédent 4 896 OTUs, dont 399 qui leur sont spécifiques. Les huit terres
rhizosphériques de R. aff. bengalensis provenant de six sites différents (sites 01, 02, 06, 10, 13
et 14) possedent au total 4 363 OTUs et 300 OTUs leurs sont spécifiques. Quant aux onze terres
rhizosphériques de T. morotaiense échantillonnées sur neuf sites (sites 03, 04, 05, 06, 07, 08,
09, 13 et 15), 769 OTUs leurs sont spécifiques sur les 5 605 OTUs recensees. Au total, 3 410
OTUs sont communes aux rhizosphéres des trois espéces de plantes. Les terres rhizosphériques
de F. trachypison et T. morotaiense possédent un grand nombre d'OTUs partagées (930)
contrairement a celles de R. aff. bengalensis qui n'en partagent que 496 avec celles

de T. morotaiense et 157 avec celle de F. trachypison.

R. bengalensis

F. trachypison T. morotaiense

Figure 26 : Diagramme de Venn basé sur la présence des OTUs dans les terres rhizosphériques
de F. trachypison, R. aff. bengalensis et T. morotaiense
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Pour permettre de comparer les échantillons environnementaux entre eux (B-diversite),
la méthode "Unweighted Unifrac” a été utilisee, basée sur les séquences des OTUs.
Sur la représentation UPGMA (Figure 27), il ressort que les échantillons des terres
rhizosphériques de R. aff. bengalensis sont clairement regroupés ensembles et nettement
séparés de ceux de F. trachypison et T. morotaiense, excepté un échantillon rhizosphérique
de T. morotaiense collecté au site 13 (Tri-13b). Ceci indique que la diversité des communautés
bactériennes des rhizosphéeres de R. aff. bengalensis sont proches, quel que soit le site
d'échantillonnage, alors qu'elles divergent davantage entre les différents échantillons de terre
rhizosphériques issues de F. trachypison et T. morotaiense, selon le site de collecte.
La proximité, d’un point de vue phylogénétique, de la communauté bactérienne présente dans
I'échantillon Tri-13b avec les communautés rhizosphériques présentes dans les échantillons
de R. aff. bengalensis, peut s'expliquer par le fait que dans cet échantillon, tout comme dans
les rhizospheres de R. aff. bengalensis, le nombre d'OTUs appartenant aux phyla

des Armatimonadetes, Chloroflexi et Nitrospirae est plus elevé.
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Figure 27 : Arbre phylogénétique UPGMA des terres rhizosphériques basé sur la métrique
de phylogénie Unweighted UniFrac
Fic : F. trachypison, Rin : R. aff. bengalensis, Tri : T. morotaiense ; 01 & 15 : les différents sites,
aac: les différents réplicats
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Une analyse de redondance (RDA) a été réalisée afin de mieux cerner la répartition
de ces échantillons en fonction des parametres abiotiques et des phyla majoritaires. La fonction
envfit du package Vegan a été utilisée et les parameétres abiotiques conservés sont

les pourcentages de N et C totaux et de C organique, les teneurs en Mn, Co, Ni, Fe et Zn

extractibles au DTPA, les concentrations en Mn et K échangeables, la CEC totale et le pH.

Le plan principal F1-F2 explique 81,6% de la variabilité totale (Figure 28). Les échantillons
issus des rhizospheres de R. aff. bengalensis sont corrélés négativement avec l'abondance
relative des Chloroflexi, Thermogotae et Acidobacteria. Comme pour la RDA réalisée
précédemment sur I'ensemble des échantillons de terres rhizosphériques (Figure 25),
les échantillons issus des terres rhizosphériques de R. aff. bengalensis peuvent étre divisés
en deux groupes : les échantillons provenant des sites 01, 02 et 06 corrélés avec des valeurs
de pH basiques et ceux des sites 10 et 13 correlés avec les plus fortes concentrations de Ni
extractible au DTPA, les valeurs de pH faibles et avec les pourcentages en N, C et C organique
élevés. Par contre, aucune discrimination claire ne peut étre mise en évidence pour

les échantillons issus des terres rhizosphériques de F. trachypison et T. morotaiense.
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Figure 28 : Analyse de redondance entre les abondances relatives des 13 phyla majoritaires
et les variables abiotiques des sites pour F. trachypison, R. aff. bengalensis et T. morotaiense
%N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique, xx-DTPA : éléments
extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables, Fic : F. trachypison, Rin : R. aff.
bengalensis, Tri : T. morotaiense, de 01 a 15 : les différents sites, de a a c : les différents réplicats,
les vecteurs des variables abiotiques ont été multipliés par un facteur 0,5, n = 29
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3.4. Les facteurs influencant la diversité bactérienne

Des corrélations de Spearman ont été calculées entre I'abondance relative des 13 phyla
majoritaires et les paramétres abiotiques des terres rhizosphériques (Figure 29). Seules
les corrélations significatives (p < 0,1) ont été retenues. Les Planctomycetes et Proteobacteria
ne présentent que des corrélations positives avec ’ensemble des parametres étudiés dont
les corrélations sont significatives. Les Actinobacteria et les Verrucomicrobia sont également
corrélés positivement avec I’ensemble des variables abiotiques, mis a part l'altitude pour
les Actinobacteria (p = 0,008) et le pH pour les Verrucomicrobia (p < 0,001). Les Chloroflexi,
Microgenomates et Thermogotae ne présentent que des corrélations négatives avec les variables
abiotiques. Les phyla Armatimonadetes, Gemmatimonadetes et Latescibacteria présentent
de nombreuses corrélations négatives avec la plupart des variables abiotiques mesurées
sur les terres rhizosphériques, hormis avec 1’altitude pour le phylum des Armatimonadetes

(p=10,098) et avec le pH pour les Gemmatimonadetes (p = 0,014) et Latescibacteria (p = 0,041).
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Figure 29 : Matrice de corrélations entre les parametres abiotiques et les 13 phyla bactériens
majoritaires
basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs correspondent a un coefficient
non significatif (p>0,1) ; %N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique,
xx-DTPA : éléments extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables
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Pour cerner quel est le déterminisme de la diversite bactérienne rhizosphérique de plantes
collectées, une analyse de partition de variance (VPA) a éte effectuée entre le jeu de données
des OTUs et les données abiotiques (pH, éléments échangeables, métaux extractibles au DTPA,
Corg - 13 variables), les données topographiques des sites de préléevements (altitude
et exposition - 2 variables) et les différentes especes de plantes (10 especes différentes). Suite
a cette analyse (Figure 30), il ressort que 38% de la variabilité de la diversité bactérienne
de nos échantillons est expliquée par I’ensemble de ces 3 types de données, avec 62%
de cette variabilité non expliquée (résidus). Ce sont les données abiotiques des terres
rhizosphériques qui permettent d'expliquer au mieux la diversité bactérienne des échantillons,
avec 21% d'explication spécifiquement liée a ces variables et au total 33% d'explication
si I’on considere I’influence des paramétres abiotiques en association avec les autres variables.
Ainsi, la diversité bactérienne rhizosphérique des plantes hyperacumulatrices de Ni prélevées
en Indonésie est expliquée a 87% par les données physico-chimiques des terres, en association
avec les deux autres types de variables. Les pourcentages d’explication relatifs aux données
topographiques et a I'espéce de plante sont trés faibles et n‘'ont donc qu'une faible influence

dans le déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique (10 et 9,4%, respectivement).
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de plante

Donnees
abiotiques

20,58%

3,69%
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Résidus :62,12%

Données
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Figure 30 : Analyse de partition de la variance bactérienne au niveau OTUs en fonction
des données abiotiques, topographiques et de I'espéce de plante
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4. Analyse globale a I'échelle mondiale

4.1. La caractérisation des environnements ultramafiques

Sur la base des concentrations en Ni dans les sols (totales et extractibles au DTPA)
et de celles obtenues dans les parties aériennes des plantes, des boxplots ont été construits pour
comparer les différents pays prospectés entre eux (Figure 31), & savoir la Malaisie, I’Indonésie,
la Gréce (Annexe 1) et I’Albanie. C'est en Indonésie que sont observees les plus fortes
concentrations en Ni total (7 000 mg kg™?) et extractible au DTPA (200 mg kg™l), plus élevées
que les valeurs moyennes calculées pour I'ensemble des échantillons de terre rhizosphérique
(Ni total de 3 900 mg kg? et Ni-DTPA de 200 mg kg?). C'est cependant en Indonésie
que les concentrations en Ni dans les parties aériennes des plantes échantillonnées sont les plus
variables, allant de 8 & 22 200 mg de Ni kg de plante séche. Dans les sols ultramafiques
albanais ont été mesurées les plus faibles concentrations en Ni total (3 200 mg kg?)
et extractible au DTPA (180 mg kg?), mais c’est dans cette région que les profils
d’hyperaccumulation sont les plus importants avec une capacité des plantes a concentrer
3 fois en moyenne le Ni total et de 9 a 819 fois le Ni extractible au DTPA (100 fois en moyenne)
de leur environnement rhizosphérique. Les plantes récoltées en Gréce et Malaisie possedent
une plus faible capacité a concentrer le Ni extractible au DTPA (62 et 47 fois en moyenne,
respectivement) mais un potentiel de concentration du Ni total équivalent a celui d'Albanie

(3 fois pour la Grece et 4 fois pour la Malaisie).
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Figure 31 : Concentrations en Ni total et extractible au DTPA des terres rhizosphériques et du
Ni des parties aériennes des différents hyperaccumulateurs d'Albanie (48 échantillons), de Gréce
(12 échantillons), d'Indonésie (45 échantillons) et de Malaisie (60 échantillons)
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Une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée avec des parametres physico-
chimiques des terres rhizosphériques (pH, pourcentages en N et C total, en C organique,
éléments totaux, eléments extractibles au DTPA et éléments échangeables) des 165 plantes
collectées dans les quatre pays (Figure 32). Le plan principal explique 48% de la variabilité
totale. Les ellipses regroupent les échantillons d’une méme région a I’intervalle de confiance
de 95%. Les échantillons de Malaisie (en violet) sont répartis sur I'ensemble du plan F1-F2,
soulignant une certaine variabilité des caractéristiques physico-chimiques de ces terres
rhizosphériques. Les échantillons d'Indonésie (en bleu) se discriminent le long de 1’axe FI,
qui explique 27% de la variabilité¢ totale, et présentent des abscisses négatives.
IIs sont principalement corrélés avec les teneurs en Ni, Al, Fe et Zn totaux. Par contre,
ils sont inversement corrélés avec la plupart des éléments échangeables mesurés.
Les échantillons d'Albanie (en rouge) et de Grece (en orange) se discriminent le long de 1’axe
des ordonnées (F2 qui explique 21% de la variabilité totale) et présentent des ordonnées
négatives. Ces échantillons sont corrélés positivement avec le pH et les fortes concentrations
en Mg, K et Na total et negativement avec les teneurs éleveées en Mn et Co extractibles
au DTPA. Le recouvrement des quatre ellipses de confiance met en évidence
des caracteristiques physico-chimiques communes aux terres rhizosphériques de plantes

hyperaccumulatrices de Ni provenant d’environnements ultramafiques.
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Figure 32 : ACP des parameétres physico-chimiques des terres rhizosphériques des échantillons
d'Albanie (en rouge), de Gréce (en orange), d'Indonésie (en bleu) et de Malaisie (en violet)
(A) Représentation des individus dans le plan principal F1-F2 (n=165),

(B) Représentation des variables dans le plan principal F1-F2 (xx-T : éléments totaux,
xx-DTPA : éléments extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables)
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4.2. La diversité bactérienne des plantes hyperaccumulatrices de Ni au niveau
mondial

L’analyse bioinformatique des données de séquencage a haut débit des 165 échantillons
d’ADNs rhizosphériques a produit 15 016 409 séquences, regroupées sous 14 088 OTUs
différentes appartenant a 42 phyla. Les abondances relatives de chaque phylum ont été
calculées. Les phyla représentés a moins de 1% dans les différents échantillons
(Armatimonadetes, BJ-169, BRC1, Candidatus Berkelbacteria, Chlamydiae, Chlorobi,
Cyanobacteria, Deinococcus Thermus, Elusimicrobia, FBP, FCPU426, Fibrobacteres,
GAL15, Gracilibacteria, Hydrogenedentes, Ignavibacteriae, Microgenomates, Nitrospinae,
Omnitrophica, Parcubacteria, Peregrinibacteria, RBG-1, Saccharibacteria, SBR1093,
Spirochaetae, Tectomicrobia, Teneriicutes, TM6, WS2, WS6 et WWE3) ont été regroupés sous
la dénomination "Autres (<1%)". Enfin, 0,86% des séquences n'ont pu étre affiliees

taxonomiquement.

Quel que soit le pays considéré, le phylum le mieux représenté est celui des Proteobacteria,
avec une abondance relative moyenne de 35% (Figure 33). L’abondance relative
de ce phylum apparait statistiquement plus élevée en Malaisie (42%) en comparaison avec
celles des trois autres pays. Viennent ensuite les phyla des Acidobacteria et Actinobacteria,
avec néanmoins une inversion pour la Grece ou nous notons une plus forte abondance relative

des Actinobacteria par rapport a celle des Acidobacteria (33% contre 15%, respectivement).

Les autres phyla, dont I’abondance relative est supérieure a 1%, sont représentés, selon les pays,

dans 1’ordre suivant :

- Gemmatimonadetes (10%) > Chloroflexi (7,5%) > Bacteroidetes (7,2%) > Planctomycetes
(3,2%) > Nitrospirae (2,3%) > Verrucomicrobia (1,3%) pour les échantillons d'Albanie,

- Chloroflexi (8,5%) > Gemmatimonadetes (4,2%) > Bacteroidetes (3,5%) > Planctomycetes
(3,7%) > Firmicutes (2,1%) > Verrucomicrobia (1,5%) pour les échantillons de Gréce,

- Chloroflexi (8,5%) > Nitrospirae (4,3%) > Planctomycetes (3,3%) > Gemmatimonadetes
(2,4%) > Latescibacteria (1,8%) > Verrucomicrobia (2,0%) > Bacteroidetes (1,0%)
pour les échantillons d'Indonésie,

- Planctomycetes (6,7%) > Chloroflexi (5,4%) > Nitrospirae (4,9%) > Bacteroidetes (4,4%)
> Gemmatimonadetes (2,4%) > Firmicutes (2,6%) > Latescibacteria (1,8%)

pour les échantillons de Malaisie.
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Ainsi, quelle que soit la région climatique considérée, les Chloroflexi sont bien représentés,
de méme que les Gemmatimonadetes en climat tempéré (Gréce et Albanie) et les Nitrospirae
et Planctomycetes en climat tropical.
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= Acidobacteria = Actinobacteria « Bacteroidetes & Chloroflexi
& Firmicutes L Gemmatimonadetes ~ H Latescibacteria & Nitrospirae
“ Planctomycetes & Proteobacteria & Verrucomicrobia  Autres (<1%)

Figure 33 : Abondance relative des phyla majoritaires dans les terres rhizosphériques
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)
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Les indices d'a-diversité (OTUs observées, Chaol et Shannon) ont été calculés pour les terres
rhizosphériques des quatre pays (Tableau 43). Les échantillons comprennent entre 459 et 5 799
OTUs sur un total de 14 088 OTUs identifiées. Le Chaol est compris entre 661 et 6 721.

Ainsi, au minimum, 68,5% de la diversité réelle de nos échantillons est représentée

(OTUs observées

Chaol % 100). L'indice de Shannon est compris entre 7,13 et 10,19.

De maniere générale, les échantillons d'Albanie et de Gréce possedent les plus grand indices
d'a-diversité (4 196 et 3 755 pour les OTUs observees, 5 019 et 4 573 pour Chaol et 9,59
et 9,72 pour I'indice de Shannon) alors, qu'en moyenne, les terres rhizosphériques d'Indonésie
possedent les plus faibles valeurs d'indices (2 354, 2 914 et 8,89 pour OTUs observées, Chaol
et Shannon, respectivement). Les indices relatifs aux échantillons de Malaisie montrent
des valeurs intermédiaires aux précédentes.

Tableau 43 : Indices d'a-diversité
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (test TukeyHSD)

Pays OTUs Chaol Shannon

Albanie 4196 +646a 5019+698a 9,59+0,31a
Grece 3755+ 668a 4573+722a 9,72+0,33a
Indonésie 2354 +851c 2914+982c 8,89+0,64c
Malaisie 3128 +565b 3844+726b 9,24+0,62b

102



Partie 2 — Résultats

A partir des 14 088 OTUs identifiées, un diagramme de Venn a été construit afin de repérer,
selon les environnements étudiés, quelles OTUs seraient spécifiques ou communes

aux régions ultramafiques de ces quatre pays (Figure 34).

Les terres rhizosphériques provenant d'Albanie possedent 11 228 OTUs, celles d'Indonésie
9499, celles de Malaisie 9 420 et celles de Gréce 8 960. De plus, 1306 OTUs semblent
specifiques aux terres rhizosphériques des plantes collectées en Albanie. De méme, 806 OTUs
ne sont présentes qu’en Indonésie, 120 en Grece et 40 en Malaisie. Les terres rhizosphériques
des plantes hyperaccumulatrices d'Albanie et de Grece partagent exclusivement 1 639 OTUs.
En fonction des grandes régions climatiques, il faut noter que les terres d'Albanie ne partagent
que 195 OTUs avec celles d'Indonésie et 403 avec celles de Malaisie. Celles de Gréce
ne partagent que 41 OTUs avec I’'Indonésie et 33 avec la Malaisie. Enfin, un total de 1 350
OTUs sont exclusivement partagées entre les rhizospheres de plantes hyperaccumulatrices
de Ni endémiques d'Indonésie et de Malaisie. Ainsi, il apparait clairement que le nombre
d’OTUs communes est plus important pour les régions ultramafiques ayant des profils

climatiques proches : Gréce et Albanie, d’une part et Indonésie et Malaisie, d’autre part.

Albanie Indonésie

Malaisie

120

X =14 088 OTUs

Figure 34 : Diagramme de Venn basé sur la présence des OTUs dans les terres rhizosphériques
d'Albanie (en rouge), de Gréce ( ), d'Indonésie (en bleu) et de Malaisie (en violet)
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La représentation sous forme de réseau (Figure 35) des 73 OTUs majoritaires
(>1% d'abondance relative), affiliées d’un code couleur renvoyant a leur phylum
d’appartenance, permet une meilleure visualisation des OTUs communes ou spécifiques aux
différentes régions ultramafiques étudiées. Le détail de I'affiliation taxonomique des OTUs est

donné en Annexe 2.

Parmi ces OTUs a plus de 1% d'abondance relative, 16 sont retrouvées uniquement dans
les terres rhizosphériques de Grece, 13 dans celles d'Albanie, 9 dans celles de Malaisie et 5 dans
celles d'Indonésie. Sur I’ensemble, les OTUs sont affiliées majoritairement aux Proteobacteria
(23 OTUs, soit 31,5%), aux Actinobacteria (16 OTUs, soit 21,9%) et aux Acidobacteria
(15 OTUs, soit 20,5%). Les OTUs appartenant a ces trois phyla sont réparties sur I'ensemble
du réseau et ces derniers sont présents dans les quatre pays. La seule OTU commune aux quatre
régions ultramafiques est une Proteobacteria affiliée au genre Bradyrhizobium. Sept OTUs sont
affiliées au phylum des Gemmatimonadetes, 4 sont présentes uniquement dans les terres
rhizosphériques issues d'Albanie et 2 sont partagées entre I'Albanie et la Gréce. Les 4 OTUs
de Chloroflexi sont uniquement présentes dans les environnements européens. Les OTUs
appartenant au phylym des Nitrospirae sont surtout représentées en Indonésie et Malaisie,
a l'exception d’une part, de I’'une d’entre-elles, dont I’abondance relative est la plus importante
(2,5% d'abondance relative), qui est également commune aux terres rhizosphériques issues
d'Albanie, et d’autre part, d'une OTU affiliée au genre Nitrospira uniquement représentée a plus
de 1% d'abondance relative dans les terres rhizosphériques d'Albanie. Les bactéries affiliées
au genre Flavobacterium (phylum des Bacteroidetes) sont présentes en Albanie, celles affiliées
au genre Bacillus (phylum des Firmicutes) sont présentes en Grece et celles affiliées au phylum

des Verrucomicrobia sont présentes en Indonésie.
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@ Acidobacteria © Chloroflexi @ Nitrospirae
@ Actinobacteria O Firmicutes @ Proteobacteria
O Bacteroidetes @ Gemmatimonadetes @ \errucomicrobia

Abondances relatives : O;::::O
1%  2,5%

Figure 35 : Réseau basé sur les OTUs >1% d'abondance relative dans les terres rhizosphériques
d'Albanie (en rouge), de Gréce (en orange), d'Indonésie (en bleu) et de Malaisie (en violet)
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Sur la base des informations phylogénétiques, une analyse en coordonnées principales (PCoA)
a été établie (Figure 36) pour comparer les échantillons entre eux via la méthode "Unweighted
Unifrac”. Suite a cette analyse, il ressort que les échantillons d'Albanie (en rouge) et de Grece
(en orange) possedent une diversité bactérienne proche; les points correspondant
aux échantillons de terres rhizosphériques collectés dans ces deux régions étant rassemblés dans
cette représentation en 3D. Les échantillons qui proviennent d’Albanie montrent des ellipses
plus larges, soulignant une plus grande diversité bactérienne au sein de ces échantillons.
La composition de la diversité bactérienne des echantillons d'Albanie et de Grece se distingue
clairement de celle d'Indonésie et de Malaisie sur I'axe PC1 expliquant 16,2% de la diversité
totale. Comme précédemment montré par le calcul de l'indice de Shannon (Tableau 43)
et visualisé ici par les ellipses, la diversité bactérienne présente dans les terres rhizosphériques
des plantes hyperaccumulatrices de Malaisie est plus grande que pour les échantillons
provenant d'Indonésie. Cette analyse confirme, comme souligné précédemment, que selon
le climat (temperé versus tropical), la composition de la diversité bactérienne est proche entre
les régions ultramafiques ayant des profils climatiques similaires.

©
PC2 (6,35%) © N
i
o
(™
®e

PC1 (16,19%)
PC3 (4,95%)

Figure 36 : Analyse en coordonnées principales (PCoA) en 3D (3D PCoA) fondée sur la métrique
de phylogénie Unweighted UniFrac des terres rhizosphériques d'Albanie (en rouge),
de Greéce ( ), d'Indonésie (en bleu) et de Malaisie (en violet)
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Le paramétre de latitude intégre a la fois le type de climat et le type de végétation, permettant
d’étudier la biogéographie de la diversité des communautés bactériennes a 1’échelle mondiale.
Ainsi, il nous est paru intéressant de présenter la variation de la diversité des communautés
bactériennes rhizosphériques (appréhendée ici par I’indice de Shannon) en fonction
de la latitude.

Il ressort clairement que la diversité taxonomique augmente des régions de faibles latitudes
(climat tropical : latitude de 0,6 a 6°) a celles de latitude proche de 40° (climat méditerranéen)
(Figure 37). En outre, nous observons une dispersion plus importante de I’indice de Shannon

aux faibles latitudes.
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Figure 37 : Indice de Shannon moyen des communautés bactériennes des terres rhizosphériques
issues d'Albanie (en rouge), de Greéce ( ), d'Indonésie (en bleu)
et de Malaisie (en violet), suivant la latitude
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4.3. Les facteurs influencant la diversité bactérienne

Un arbre de régression multivariable (MRT) a été établi a partir les données abiotiques
et climatiques pour prédire I'abondance relative des phyla bactériens majoritaires dans
les environnements ultramafiques. Trente-et-une variables ont été considérées pour chaque
site : 11 d’entre elles correspondent aux abondances relatives des phyla majoritaires, 16 autres
concernent les parametres physico-chimiques des terres rhizosphériques (pH, pourcentages
en C et N total, en C organique, éléments totaux, échangeables et métaux extractibles
au DTPA) et les 4 dernieres sont les variables climatiques (température annuelle, delta
de température au cours de I'année, pluviométrie annuelle et chutes de neige annuelles). L'arbre
obtenu explique 30,5% de la variation (Figure 38). Le modeéle final indique que les variables
environnementales délimitantes des trois groupes observés sont, en ordre décroissant
de contribution au coefficient de détermination multiple, I'écart de température annuel

(A T° annuel) puis, en second lieu, la température moyenne annuelle (T° moyenne annuelle).

Le A T° annuel permet un regroupement des échantillons selon un écart inférieur ou supérieur
ou égal a 9°C. Les échantillons avec un A T° annuel < a 9°C sont ceux appartenant
a I'échantillonnage effectué en Malaisie. Ils se caractérisent par des abondances relatives plus
élevées de Proteobacteria (42%) et Planctomycetes (7%) et des abondances relatives
d'Acidobacteria (7%) et de Chloroflexi (5%) plus faibles que les autres échantillons, provenant
des trois autres régions. En effet, pour un A T° annuel supérieur ou égal a 9°C,
les abondances relatives sont en moyenne de 30% pour les Proteobacteria, 3% pour

les Planctomycetes, 21% pour les Acidobacteria et 8% pour le Chloroflexi.

La température moyenne annuelle est le deuxiéme parametre qui permet une répartition
des échantillons qui possédent un A T° annuel > a 9°C. Les échantillons qui proviennent
de I'lle d’Halmahera (Indonésie ; température annuelle >23,8°C) se discriminent nettement
de ceux issus des climats tempérés (Gréce et Albanie) et se regroupent ainsi dans une branche
differente. Ils possedent de plus faibles proportions de Bacteroidetes (1% d’abondance relative)
et de Gemmatimonadetes (2%) mais une meilleure représentation de Nitrospirae (4%).
Les échantillons prélevés en Albanie et Gréce (60) ont des abondances relatives élevées

en Bacteroidetes (5%) et Gemmatimonadetes (7%) et faibles pour les Nitrospirae (2%).
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Figure 38 : Arbre de régression multivariable basé sur I'abondance relative des 11 phyla
majoritaires en relation avec les variables abiotiques et climatiques
n correspond au nombre d'échantillons au niveau de chaque nceud

Afin de cerner, au niveau mondial, le déterminisme de la diversité bactérienne sur la base
des OTUs présentes dans ces 165 terres rhizosphériques, une analyse de partition de variance
(VPA) a été réalisée. La VPA a été effectuée en confrontant le jeu de données des OTUs
a quatre tables explicatives : une table recensant les données abiotiques (pH, éléments
échangeables, métaux extractibles au DTPA, Corg - 13 variables), une table recensant
les données climatiques (température moyenne annuelle, précipitations annuelles et chutes
de neige annuelles), une table avec les différentes especes de plantes (33 espéces différentes)
et une table regroupant les données topographiques des sites de prélévements (2 variables avec
l'altitude et I'exposition). Les variables colinéaires entres-elles ont été eélimineées pour n'en
conserver qu'une seule (conservation du Corg colinéaire avec C total et N total,

et conservation de la T° moyenne annuelle colinéaire avec le A T° annuel).
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Suite a cette analyse (Figure 39), il ressort que 53% de la variabilité de la diversité bactérienne
de I’échantillonnage est expliquée par I’ensemble de ces quatre tables de données. Ce sont
les parametres physico-chimiques des terres rhizosphériques qui expliquent le mieux
la diversité bactérienne, avec 9,6% d'explication contre 4,5% pour les données topographiques,
4,5% pour I'espéce végetale et uniquement 1,9% pour les données climatiques. Mais, si hous
considérons dans sa globalité I'influence d'un facteur donné en association avec les autres
parameétres, les données topographiques expliquent au total 20% de la diversité bactérienne,
les données relatives aux parametres physico-chimiques des terres rhizosphériques 34%,
les données climatiques 58% et I'espéce végetale 64%. Ainsi, prés des deux tiers de la diversité
bactérienne s'expliquent uniquement par I'espéce végétale en association avec les données

climatiques (33% sur les 53% expliqués, soit 63%).

Données Espéces
climatiques de plante

1,88% Données

topographiques

Donnees
abiotiques

0,16%

10,87% 4,62%

6,66%

0,00%
| 0,00%

Figure 39 : Analyse de partition de la variance bactérienne au niveau OTUs en fonction
des données abiotiques, climatiques, topographiques et de I'espéce de plante

Résidus : 46,83%
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4.4. La diversité fonctionnelle des communautés bactériennes au niveau mondial

Les métagénomes prédits par le package Tax4Fun permettent de retrouver, quelle que soit
la région d’échantillonnage, les six grandes familles de geénes classiques. Ces familles
appartiennent aux fonctions "métabolisme”, “traitement de [I'information génétique”,
"traitement de l'information environnementale”, "processus cellulaires™, "maladies humaines™
et "systeme des organismes" (Figure 40). Les genes liés a la fonction de métabolisme sont
les plus représentés avec une moyenne de 60% et significativement moins abondants dans
les rhizosphéres des plantes échantillonnées en Malaisie (59%). Viennent ensuite la famille
de genes pour le traitement de l'information génétique (15%), celle dont les genes sont liés
au traitement de I'information environnementale (12%) et celle dont les genes sont relatifs aux
processus cellulaires (8,6%). Les familles de génes liées aux maladies humaines (3,0%)
et au systeme des organismes sont tres peu représentées (1,3%). Les échantillons de Malaisie
présentent les familles de genes les plus abondantes pour les fonctions de traitement
de l'information environnementale (13%) et les processus cellulaires (9,1%). Les échantillons
de Gréece possedent la plus grande abondance relative de la famille de génes liée au traitement

de l'information génétique (17%).

Métabolisme

P5ow

Traitement de I'information
génétique

Traitement de I'information
environnementale

Processus cellulaires

Maladies humaines

Systéme des organismes

0 10 20 30 40 50 60 70
Abondances relatives (%)

um Albanie Gréce ™ |ndonésie ® Malaisie

Figure 40 : Abondances relatives (%) des familles de fonctions prédites pour les communautés
bactériennes rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (test TukeyHSD)
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A un niveau plus fin de I'analyse des familles de génes, il est possible de retrouver 41 KEGG
Orthology (KO) appartenant aux six grands groupes fonctionnels. Seuls les KO avec
une abondance relative supérieure a 1% ont été conservés. Ainsi, seules les familles
"meétabolisme”, “traitement de [l'information génétique”, "traitement de I'information

environnementale”, "processus cellulaires™ et "maladies humaines" sont présentes (Figure 41).

Les familles de génes liées au métabolisme sont bien représentées avec une prédominance
des génes impliqués dans les fonctions de métabolisme des carbohydrates (11%) ; I’abondance
relative est notamment plus élevée pour les rhizosphéres des plantes issues Albanie et de Grece.
Il existe aussi une représentativité élevée des familles de genes impliguées dans le métabolisme
des acides aminés (9,6%). Les familles de génes liées au traitement de l'information
environnementale avec une présence accrue des génes de transport membranaire (7,5%),
sont significativement plus présentes dans la rhizosphére des hyperaccumulateurs collectés
en Malaisie. La famille liée aux processus cellulaires est représentée essentiellement
par les genes liés aux communautés cellulaires procaryotes (5,2%). Enfin, le traitement
de I'information génétique est présent avec une majorité de genes impliqués dans le repliement,
le tri et la dégradation de protéines (5,3%) avec une abondance relative plus élevee en Grece
(7,2%). C'est en Malaisie que les genes impliqués dans les maladies humaines sont les mieux

représentés, avec les maladies infectieuses et la résistance aux antibiotiques.
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Figure 41 : Abondances relatives (%) des KO majoritaires (>1%) prédits pour les communautés
bactériennes rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices
les lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (test TukeyHSD)
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Des corrélations de Spearman ont été calculées entre l'abondance relative des familles
de génes représentées a plus de 1% suite a I'analyse Tax4Fun et les données climatiques
des sites d'échantillonnage des terres rhizosphériques (Figure 42). Seules les corrélations
significatives (p < 0,1) ont été retenues. Les variables climatiques sont ressorties comme étant
majeures dans le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques,
raison pour laquelle nous les conservons dans cette analyse de corrélations. Néanmoins,
des corrélations de Spearman ont été également calculées entre Il'abondance relative
des familles de génes représentées a plus de 1% suite a I'analyse Tax4Fun et les variables

physico-chimiques des sols (Annexe 3).

Les familles de genes corrélées positivement avec la température moyenne annuelle sont
corrélées négativement avec les chutes de neige cumulées, et inversement. Parmi
ces correlations, les fonctions liées aux processus cellulaires et au traitement de I'information
environnementale sont corrélées positivement avec la température moyenne annuelle
(p < 0,001). Les fonctions de réplication et réparation et de repliement, tri et dégradation liées
au traitement de I'information génétique sont corrélées négativement avec ce facteur climatique
(p < 0,001). Les correlations sont plus variables au sein du groupe des fonctions liées
au metabolisme. Une température élevée va favoriser la biosynthese et le métabolisme
du glycane (p < 0,001), le métabolisme des autres acides aminés (p < 0,001), des co-facteurs
et vitamines (p < 0,001), énergétique (p < 0,001) et nucléotidique (p = 0,009). Les autres
familles de génes liées au meétabolisme sont par contre corrélées négativement avec
une température élevée (p < 0,001). Contrairement a la température moyenne annuelle
et aux chutes de neige cumulées, la pluviométrie cumulée est corrélée a peu de fonctions :
positivement avec le métabolisme énergétique (p < 0,001) et la croissance et mort cellulaire
(p < 0,001), et négativement avec le métabolisme des carbohydrates (p < 0,001), la mobilité

cellulaire (p = 0,067) et le transport membranaire (p = 0,055).
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prédits des communautés bactériennes
basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs signalent que le coefficient

n'est pas significatif (p>0,1)
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Discussion : Déeterminisme de la diversite bactérienne
rhizosphérique des hyperaccumulateurs de Ni

Les sols ultramafiques sont caractérisés par une forte toxicité meétallique due
a une concentration importante en éléments sidérophiles (Fe, Cr, Ni, Co, Mn et Mg), ainsi que
par une faible teneur en éléments nutritifs tels que N, P, K et Ca. Les teneurs en métaux
biodisponibles sont, en outre, élevées. Tous ces faits constituent par définition le syndrome
serpentinique (Kazakou et al., 2008). Les terres rhizosphériques collectées lors de cette étude
présentent toutes des concentrations totales en Ni, Mg, Mn, Fe et un rapport Mg/Ca
comparables a la gamme attendue pour des sols ultramafiques (Reeves, 1999 ; Freitas et al.,
2004 ; Ghaderian et al., 2007 ; Kazakou et al., 2010). Cependant, des variations dans
les concentrations en ETM et les rapports Mg/Ca peuvent étre observées entre les différents
sites d'une méme région, comme cela a été observé par Arianoutsou et al. (1993)
en Californie et par Kazakou et al. (2010) lors de leur étude en Gréce. Ceci peut étre attribué
aux processus d'altération et de lixiviation, combinés a I'activité biologique, qui peuvent différer

selon la localisation des sites de prélevement (Alexander, 2004).

En effet, il est connu que l'altération joue un réle important dans les processus pédologiques,
en particulier sous climat tropical. L'Indonésie, tout comme le Brésil, Cuba, la Papouasie
Nouvelle-Guinée, 1’Australie et la Nouvelle Calédonie, comprend d’importants massifs
ultramafiques dont 1’altération, sous climat tropical, conduit a la formation d’une couverture
latéritiqgue conséquente qui peut atteindre plusieurs métres (Nahon, 2003). L’altération
des roches ultramafiqgues en milieu intertropical est bien documentée en raison
de I’accumulation en ¢éléments métalliques au sein des couvertures latéritiques
et des gisements miniers qui en découlent. En climat intertropical, la lixiviation intense
des élements mobiles conduit a la perte en certains éléments (Mg et Si) et a la concentration
d’autres, comme les métaux (Fe, Al, Cr, Ni, Co ou Cu). Dans les régions au climat froid
ou tempéré humide, différents processus pédogéniques spécifiques importants peuvent
se développer sur ces affleurements ultramafiques : le lessivage rapide du Ca, la formation
a la surface d’un humus noir de type mull et la formation, sous la surface, d'un horizon

de texture argileuse, généralement mal structure aprés le lessivage du Ca (Duvigneaud, 1966).
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En conséquence, ces sols présentent une fertilité chimique faible (Whittaker, 1954 ; Proctor
et Woodell, 1975). Ceci a engendré une sélection de plantes adaptées a ces milieux, telles
les plantes hyperaccumulatrices, formant des écosystémes spécifiques (Jaffré et al., 1976 ;
Reeves et al., 2007). De nombreuses plantes hyperaccumulatrices de Ni sont ainsi présentes sur
ces sols mais seulement une partie de ces espéces a pu étre caractérisée a ce jour,
La découverte de nouveaux hyperaccumulateurs se fait aujourd’hui a partir de 1’étude
de collections d’herbiers, majoritairement a 1’aide d’un spectromeétre a fluorescence de rayon
X (analyseur XRF) portatif, permettant de connaitre les concentrations élémentaires dans
les différentes parties de plantes de collection, sans conduire a une destruction
des échantillons (Gei et al., 2018). Avant l'utilisation de cet équipement relativement couteux,
la recherche d'hyperaccumulateurs se faisait sur le terrain, a I’aide d’un test colorimétrique

visuel et rapide, en utilisant des papiers filtres imprégnés de dimethylglyoxime (DMG).

C'est sur la base de ces deux approches que la flore hyperaccumulatrice des Balkans a été
étudiée, permettant ainsi d'avoir une bonne connaissance de la diversité
des hyperaccumulateurs, en particulier en Albanie (Shallari et al., 1998 ; Bani et al., 2009 ;
Cecchi et al., 2018). L'Albanie posséde une flore hyperaccumulatrice de Ni trés riche, parmi
laquelle O. chalcidica est la plus fréquente. D'autres Brassicacées hyperaccumulatrices de Ni
peuvent également étre trouvées dans cette région, telles O. smolikana, O. rigida
et N. ochroleuca (Cecchi et al., 2018). Suite a notre échantillonnage, c'est O. smolikana
qui possede, en moyenne, les plus fortes concentrations en Ni dans ses parties aériennes alors
que O. chalcidica posséde les plus faibles. C'est pourtant cette derniére qui posséde le plus fort
potentiel d'hyperaccumulation, avec des concentrations dans ses parties aériennes allant jusque
15 000 pg de Ni g?' et un facteur de bioconcentration pouvant atteindre la valeur
de 819. C'est pour cet extraordinaire potentiel de phytoextraction que O. chalcidica a été
la premiere plante hyperaccumulatrice utilisee dans les procédés d'agromine. Les premiéres
parcelles dagromine se sont appuyées sur ce veégetal et ont été implantées sur les sols
ultramafiques d’Albanie. Elles ont démontré qu’il était possible d’extraire plus de 120 kg
de Ni hal, avec une concentration dans la biomasse séche proche de 1 % (Bani et al., 2007,
2009, 2015). Néanmoins, des études antérieures constatent clairement que le potentiel
de phytoextraction de différentes populations de O. chalcidica peut varier en fonction du site,
ce qui explique les variations retrouveées suite a nos analyses (Chardot et al., 2005).
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Concernant le territoire de Sabah Park en Malaisie, de nombreuses plantes hyperaccumulatrices
de Ni ont été recensées et la plupart appartiennent a l'ordre des Malpighiales (familles
des Dichapetalaceae, Phyllanthaceae, Salicaceae, Violaceae) (van der Ent et al., 2015b).
Suite a notre échantillonnage, les plantes qui possédent les plus fortes concentrations en Ni dans
leurs feuilles sont P. securinegoides (33 600 pg g*), R. bengalensis (29 600 pg g?)
et R. javanica (20 800 ug g?). Lors de précédentes études, les concentrations retrouvées
dans les feuilles de ces plantes allaient de 10 700 a 25 100 ug g pour P. securinegoides (van
der Ent et al., 2017), de 1 & 17 500 pg g pour R. bengalensis (Brooks et Wither, 1977 ; van
der Ent et al., 2017) et de 2 4 6 000 g g™* pour R. javanica (Brooks et al., 1977b ; van der Ent
etal., 2013b). Contrairement a nos analyses, de faibles concentrations foliaires ont été mesurées
chez les deux especes de Rinorea. Ce genre est connu pour étre un hyperaccumulateur de Ni
facultatif, signifiant qu'il peut étre retrouvé a la fois sur des sols ultramafiques ou non ;
le caractéere d'hyperaccumulation n'étant retrouvé que chez les spécimens qui se développent
sur sols ultramafiques (Brooks et Wither, 1977 ; Pollard et al., 2014). Or, notre échantillonnage
n'a porté que sur des sols ultramafiques, ce qui explique les fortes concentrations en Ni
retrouvées. Deux des plantes échantillonnées en Malaisie, M. cf. lowii et Timonius sp., qui ont
réagi positivement au test DMG sur le terrain, montrent cependant, aprés analyse en laboratoire
par ICP-AES, de faibles concentrations en Ni dans leurs feuilles. Les plantes récoltées étaient
de petites tailles, donc potentiellement souillées par des particules de terre ultramafique
environnante. Ces particules de terre, concentrées en Ni, ont pu entrainer une réaction positive
avec le DMG. Cependant, une fois prélevées, les plantes ont été lavées a l'eau distillée,

permettant ainsi une élimination de ces particules et la détection de "faux positifs".

L'hyperaccumulation d'Al a été définie par Hutchinson (1943) a 1 000 pg g* de plante séche.
Ceci est communément retrouvé dans les familles des Proteaceae, Anisophylleaceae,
Polygalaceae, Cunoniaceae et Rubiaceae (Jansen et al., 2002). Lors d'une étude a Sabah Park
en 2010-2014, van der Ent et ses collaborateurs ont recensé 38 hyperaccumulateurs d'Al
et sept appartenaient a la famille des Rubiaceae (van der Ent et al., 2018). Notre échantillonnage
a révélé que la liane P. sarmentosa (Rubiaceae), qui hyperaccumule le Ni, présente également
de fortes concentrations en Al, avec 1 700 pug g mesurés dans les feuilles du spécimen prélevé
sur site 10 ; site qui possede les plus fortes concentrations en Al. Cependant, cette plante
posséde également une concentration en Al dans ses racines de ’ordre de 1 500 pg g*,
ce qui induit un rapport des concentrations en métal feuilles:racines inférieur a 1. Ceci conduit

a ne pas considérer P. sarmentosa comme hyperaccumulatrice d'Al.
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Les avancées les plus notables, en termes de caractérisation de la flore endémique des sites
ultramafiques, ont été fréquemment réalisées au niveau des aires exploitées par ’activité
miniére. En effet, d’une part, 1’activité miniére met en péril la biodiversité endémique
des sites ultramafiques et motive donc les scientifiques a s’intéresser a cette flore. D’autre part,
les entreprises miniéres sont souvent conduites a caractériser et a préserver cette biodiversité,
du fait de réglementations de plus en plus strictes concernant la protection des sites. C’est dans
ce cadre quERAMET a envisagé, en partenariat avec des chercheurs, de réaliser un inventaire
des espéces vegétales endémiques de leurs futurs sites d’exploitation présents sur I'ile
d'Halmabhera, dans la région de Weda Bay. Plus de 800 échantillons de parties de végétaux ainsi
que 90 échantillons de terre (rhizosphérique ou non) ont été collectés. Ceci a conduit
a la découverte de sept hyperaccumulateurs de Ni appartenant a des familles botaniques tres
diverses (Lopez et al., 2018). Ces hyperaccumulateurs sont Aristolchia sp. (Aristolchiaceae),
F. trachypison (Moraceae), G. moluccanum (Phyllanthaceae), Macaranga sp.
(Euphorbiaceae), P. roxburghioides (Sapotaceae), R. aff. bengalensis (Violaceae)
et T. morotaiense (Tiliaceae). Les concentrations en Ni dans ces plantes hyperaccumulatrices
suivent le gradient feuilles > écorce > tiges > fruits > racines > bois. Les fortes concentrations
en Ni dans I'écorce semblent étre une caractéristique des plantes hyperaccumulatrices ligneuses.
En effet, ceci a déja été constaté chez des plantes hyperaccumulatrices présentes sur le territoire
de Sabah (van der Ent et al., 2017). De plus, les concentrations en Ni dans ces plantes vont
de pair avec celles en Ca (p < 0,001). Les tissus des plantes contiennent des cristaux d'oxalate
de Ca, pouvant se lier a la fois au Ni et au Ca (Ballard et al., 2014 ; Schmitt et al., 2016).
La formation de ces cristaux de stockage est un mécanisme qui a été avancé comme pouvant
réduire l'effet toxique des métaux (He et al., 2014). Ceci peut expliquer la co-régulation

de ces deux éléments chez les plantes hyperaccumulatrices de Ni.

C'estR. aff. bengalensis qui posséde les plus fortes concentrations en Ni dans ses feuilles, suivie
par P. roxburghioides. Pour cette étude en Indonésie, R. aff. bengalensis est considérée comme
"obligatoire™ car retrouvée uniquement sur les substrats ultramafiques. De plus, cet
hyperaccumulateur présente une hyperaccumulation de Co du fait d’une concentration de 575
ug gt mesurée dans ses feuilles. Les especes F. trachypison et T. morotaiense, largement
retrouvées lors de notre echantillonnage, sont dites "facultatives”, capables de se développer
sur sols non ultramafiques et hyperaccumulant le Ni uniquement lorsque les concentrations
dans les sols sont importantes (Brooks et Wither, 1977 ; Pollard et al., 2014).
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Ainsi, I'échantillonnage réalisé durant cette thése a permis le prélevement de 165 plantes
se développant dans 4 zones ultramafiques, réparties au niveau mondial. Pour
les concentrations élémentaires des parties aériennes, les espéces hyperaccumulatrices
échantillonnées présentent toutes un rapport Mg/Ca inférieur a 1, ce qui suggere que
ces especes absorbent préeférentiellement le Ca. Ceci a également été observé par Lombini
et al. (1998) chez des especes hyperaccumulatrices présentes en lItalie. En effet, selon
ces auteurs, les especes qui poussent sur ces sols ultramafiques limiteraient I'absorption
du Mg et montreraient une plus grande capacité d'absorption du Ca, leur conférant
une plus forte capacité de survie dans des environnements faiblement pourvus en Ca (Walker
et al.,, 1955 ; Brady et al., 2005). Cette particularitt a été définie comme relevant

d’un mécanisme sélectif.

Tout végetal interagit étroitement avec les microbes rhizosphériques, dont certains peuvent
améliorer sa croissance et son développement en augmentant I'absorption des nutriments, mais
aussi sa résistance a certains agents pathogenes et a différents stress (Lebeau et al., 2008).
Les organismes rhizosphériques peuvent également modifier la mobilité et la disponibilité
des métaux présents dans le sol (Abou-Shanab et al., 2003a ; Lebeau et al., 2008 ; Sessitsch
et al., 2013 ; Benizri et Kidd, 2018), favorisant le transfert des ETM de la rhizosphere
a la plante (Whiting et al., 2001a). Or, les métaux sont connus pour leurs effets toxiques
sur la microflore tellurique et il pourrait étre supposé que les communautés microbiennes
des sols ultramafiques sont influencées négativement par les fortes concentrations en métaux.
Il a ainsi été montré que la présence de métaux peut réduire la biomasse microbienne (Wang et
al., 2008), affecter les activités enzymatiques microbiennes (Kuperman et Carreiro, 1997 ;
Kandeler et al., 2000 ; Wang et al., 2008) et réduire la minéralisation de la matiere organique
des sols (Epelde et al., 2012). En outre, plusieurs études ont montré que la présence d’ETM
entrainait une modification de la structure et de la diversité des communautés microbiennes
(Sandaa et al., 1999 ; Mengoni et al., 2001 ; Pessoa-Filho et al., 2015). Cependant, Mengoni
et al. (2001), Pal et al. (2007), Roesch et al. (2007), Oline (2006), Rajkumar et al. (2009),
et Delmont et al. (2012) ont mis en évidence que les trois phyla majoritaires
sont les Proteobacteria, les Acidobacteria et les Actinobacteria, qu’il s’agisse

d’environnements avec de fortes concentrations en métaux ou non.
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Notre echantillonnage, portant sur 165 terres rhizosphériques provenant de régions
ultramafiques a climat contrasté, confirme ces résultats, et ce quel que soit le site d'étude.
En effet, le phylum le mieux représenté est celui des Proteobacteria (35%). Viennent ensuite

ceux des Acidobacteria (19%) et Actinobacteria (15%).

Les bactéries appartenant au phylum des Proteobacteria sont définies comme étant
copiotrophes (Fierer et al., 2007 ; Lienhard et al., 2014). Or, il est actuellement admis
que les bactéries copiotrophes (a stratégie r) dominent dans les environnements riches en Ca,
telle la rhizospheére, et prosperent dans la zone des poils absorbants racinaires, caractérisee par
une haute disponibilité en nutriments (Semenov et al., 1999 ; Buée et al., 2009a). Ainsi,
la teneur moyenne en matiére organique relativement élevée dans les rhizospheres des plantes
échantillonnées, permet d'expliquer la forte représentativité de ce phylum. De plus,
les Proteobacteria présentent une corrélation positive avec le gradient altitudinal. Nos sites
de prélevements vont du niveau de la mer jusqu'a 1 680 m d'altitude, favorisant la proportion

de ce phylum aux sites élevés.

Les Actinobacteria sont connues pour étre largement représentées dans la rhizosphére
de nombreuses especes végétales (Singh et al., 2007). En effet, les bactéries affiliées
a ce phylum sont également des copiotrophes a méme de dégrader la matiere organique et leur
abondance dépendra de la qualité et quantité de cette derniére (Kopecky et al., 2011). Ainsi,
nos résultats sont en accord avec ceux de nombreux auteurs montrant que 1’abondance
des Actinobacteria est plus importante dans la rhizosphére de plantes se développant sur
des sols riches en matiere organique (Acosta-Martinez et al., 2008 ; Tkacz et al., 2015).
De plus, ces bactéries sont connues pour étre résistantes aux concentrations toxiques en ETM
dans les sols et en particulier au Ni (Sessitsch et al., 2013). En effet, les réponses cellulaires
adaptatives vis-a-vis du Ni chez les Actinobacteria ont été étudiées (Schmidt et al., 2005)
et il a été montré que leur fort métabolisme secondaire leur permet de faire face a des facteurs
de stress, y compris des ETM, méme a des taux a priori toxiques (So et al., 2001). Dans notre
étude, I'abondance relative des Actinobacteria apparait positivement corrélée avec les métaux
extractibles au DTPA dans les terres rhizosphériques d'Indonésie et d'Albanie. Cependant,
des corrélations inverses ont été observées pour les terres rhizosphériques de Malaisie.
En Indonésie et Albanie, le pH moyen des sols se situe aux alentours de 6,74, soit un pH neutre,
alors qu'il est 1égérement acide (6,59) en Malaisie. Or, les Actinobacteria sont connues pour
étre davantage présentes en sol a pH plutét alcalin, comme montré par Lauber et al. (2009)
et Nemergut et al. (2010).
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Le phylum des Acidobacteria est connu pour étre I'un des phyla bactériens les plus abondants
dans les écosystémes terrestres (Barns et al., 1999), jouant un role crucial dans le cycle du C
en raison de la capacité des bactéries appartenant a ce phylum a dégrader les polysaccharides
complexes, telles la cellulose et la lignine (Ward et al., 2009). Ceci peut ainsi expliquer le fait
que ce phylum fasse partie, dans notre étude, des phyla dominants dans la mesure ou les terres
récoltées sont rhizosphériques et ainsi riches en composés exsudés tels les mucilages
(polysaccharides) mais aussi en cellules desquamées ou lysées. En outre, les terres
rhizosphériques de Gréce, caractérisées par les valeurs de pH les plus élevées, sont les seules
possédant un ratio Acidobacteria/Actinobacteria inférieur a 1. Ceci corrobore les travaux
de Naether et al. (2012) qui montrent que I'abondance relative du phylum des Acidobacteria
est plus élevée dans les sols dont les valeurs de pH sont les plus basses.

Le phylum des Chloroflexi présente une abondance relative moyenne de I’ordre de 7% pour
I'ensemble des terres rhizosphériques échantillonnées. La plupart des études présentent
une proportion de Chloroflexi allant de 1,7 & 10,3% (Chodak et al., 2013 ; Got¢biewski et al.,
2014 ; Yasir et al., 2015). Ce phylum est cependant bien représenté dans les environnements
extrémes tels les sources chaudes (10 a 15% des phylotypes détectés étaient liés au phylum
Chloroflexi) ou les lacs hypersalins (21 a 39% des clones bactériens d’ARNr analysés) (Boomer
et al.,, 2002 ; Nubel et al., 2002 ; Yamada et Sekiguchi, 2009). De plus, ce phylum
a été trouvé prédominant dans des échantillons de déblais de mines de Ni (Herrera et al., 2007)
et dans la rhizosphere de O. chalcidica se développant sur sols ultramafiques grecs (Lopez et
al., 2017). Les sols ultramafiques, déficients en éléments nutritifs essentiels mais,
a contrario, riches en métaux lourds tels le Ni, sont considérés comme des environnements
stressants en raison de leur composition minérale extréme pour de nombreux microorganismes
(Pal et al., 2005 ; Mengoni et al., 2010). Ceci pourrait donc expliquer la forte représentativité
de ce phylum, en sols ultramafiques. Cependant, I’abondance relative de ce phylum présente
des corrélations negatives avec les teneurs en métaux extractibles au DTPA, suggérant
une certaine sensibilité aux metaux des bactéries appartenant a ce phylum. Néanmoins,
I’abondance relative des Chloroflexi est corrélée négativement avec les pourcentages en N et C
et le K échangeable des terres étudiées, ce qui pourrait expliquer, du fait de son adaptation
aux environnements stressants, sa meilleure représentativité par rapport aux autres phyla

dans les environnements pauvres en nutriments.
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Concernant les autres phyla abondants dans la rhizosphere des plantes échantillonnées,

certaines particularités ressortent de notre étude, selon le pays considéré.

En effet, le phylum des Latescibacteria montre une abondance relative supérieure a 1%
uniquement en Indonésie (2,5%) et Malaisie (1, 8%). Ce phylum est souvent retrouvé
en proportions négligeables dans les sols, mais, a contrario, représentait 4,4% de I'abondance
relative des communautés bactériennes tellurique d’un champ cultivé sans labour dans
la région de La Pampa en Argentine (Carbonetto et al., 2014 ; Farag et al., 2017). Le climat
de cette région d’Amérique du Sud est de type subtropical humide (Cfa), montrant
des similitudes avec les climats tropicaux d'Indonésie et de Malaisie, qui se caractérisent par
de faibles écarts de températures et une pluviométrie annuelle dépassant les 1 000 mm. Ceci
pourrait donc expliquer, tout comme dans ces études, la présence notable des Latescibacteria.
En outre, les travaux de Farag et al. (2017) montrent une abondance relative d'environ 5% pour
le phylum des Nitrospirae. Pour les mémes raisons que précédemment, la similitude
des climats entre leur zone d’étude et les zones d’échantillonnage que nous avons prospectées
en Indonésie et Malaisie, pourrait expliquer la bonne représentation de ce phylum. En effet
les abondances relatives que nous avons établies sont similaires, respectivement de 5,2 pour
I'Indonésie et 4,9% pour la Malaisie, et de plus, statistiquement supérieures a celles retrouvées
en Albanie (2,4%) et Gréce (0,73%).

Les Gemmatimonadetes sont mieux représentés en Albanie, dont le climat est le plus aride avec
les plus faibles précipitations annuelles enregistrées (567 mm). L'abondance relative
des Gemmatimonadetes dans ce pays est relativement élevée, atteignant 10% quel que soit
le site étudié. Ceci est en adéquation avec les observations de DeBruyn et al. (2011),
qui montre que les proportions les plus élevées de Gemmatimonadetes se retrouvent
en régions arides. Ces résultats suggerent une adaptation des bactéries appartenant
a ce phylum aux environnements a faible humidité. En effet, plusieurs études (Chanal et al.,
2006 ; Costello et al., 2009) soulignent que les abondances relatives des Gemmatimonadetes

sont inversement corrélées a I'humidité des sols.
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Sur les 14 088 OTUs communes a I'ensemble des pays, uniquement 73 sont retrouvées avec
une abondance relative supérieure a 1% dans au moins I'un des pays prospectés. Comme pour
les résultats de séquencage haut débit, les phyla retrouvés majoritairement, au niveau mondial
dans les terres rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices de Ni, sont ceux
des Proteobacteria (genres Bradyrhizobium, Rhizobacter et Azospira), Actinobacteria (genres
Streptomyces, Gaiella et Solirubrobacter) et Acidobacteria (majoritairement la famille
des Blastocatellaceae). L'OTU affiliée au genre Bradyrizobium est la seule commune
a I'ensemble des rhizospheres avec une abondance relative supérieure a 1%. Les bactéries
affiliées au genre Bradyrhizobium ont la capacité a former des nodules avec les légumineuses,
mais sont retrouvées dans l'environnement rhizosphérique de nombreuses plantes (Sachs
et al., 2009). La forte représentativité de ce genre bactérien est explicable par le caractere
ultramafique des sols de cette étude. En effet, ils sont riches en ETM et, de plus, possedent
un pH relativement acide. Or, les bactéries affiliées au genre Bradyrhizobium se développent
dans des pH acides et peuvent étre retrouvées dans des environnements riches en ETM,
notamment en Al (Ozawa et al., 1999).

Nos travaux, menés a échelle d'une région climatique (pour les échantillons collectés
en Albanie, en Indonésie ou en Malaisie), concluent sur le rdle primordial des parametres
physico-chimiques des différentes terres rhizosphériques pour la structuration et la diversité des
communautés bactériennes. En effet, qu’elles soient considérées seules ou en association avec
d'autres parametres, ce sont bien les données abiotiques qui permettent d'expliquer environ 82%
de la diversité bactérienne. En prenant pour exemple le cas du site 07 en Malaisie, le phylum
des Firmicutes est significativement mieux représenté en comparaison aux autres sites, alors
que celui des Acidobacteria présente les abondances relatives les plus faibles. Or, c'est ce site
qui montre des valeurs de pH des terres les plus basiques. Ceci explique a la fois la faible
représentativité des Acidobacteria, favorisés a pH acides (Naether et al., 2012) et les fortes
abondances relatives des Firmicutes, favorisés dans les sols a pH basiques (Lauber et al., 2009).
Cependant, bien que généralement l'indice de Shannon est plus élevé a pH plutdt basiques
(Fierer et Jackson, 2006), c'est pour le site 07 que cet indice est le plus faible. Il semblerait
donc que le phylum des Firmicutes, favorisé par des conditions physico-chimiques propices
a son installation, devienne dominant, ce qui implique une diminution de la diversité globale

au sein des terres rhizosphériques de ce site.
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Quoiqu’il en soit, ceci souligne I’importance des variables physico-chimiques sur la structure
et la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques, tout comme 1’ont montré d'autres
auteurs au travers de leurs études (Seldin et al., 1998 ; Marschner et al., 2004 ; Buée et al.,
2009a).

Le second facteur explicatif de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques lors
de notre étude se base sur les données topographiques de nos sites d'échantillonnage,
a savoir l'exposition et l'altitude. C'est en Indonésie que la topographie a le plus faible
pourcentage explicatif en comparaison de l'explication totale, a savoir 27%, alors qu'il est
de 56% en Malaisie et de 62% en Albanie. C'est également en Indonésie que le gradient
altitudinal est le plus faible, allant de 0 a 981 m d'altitude. L'altitude intervient sur I'abondance
relative de nombreux phyla en Albanie et Malaisie, mais ceci est plus modéré en Indonésie,
ou uniquement les phyla Proteobacteria et Armatimonadetes sont favorisés aux altitudes
élevées, alors que les phyla Actinobacteria et Nitrospirae y sont défavorisés. En revanche, quel
que soit le pays d'échantillonnage, le phyla des Bacteroidetes est le seul n'étant jamais influencé
par l'altitude. Siles et al. (2017) et Xu et al. (2015) ont mis en évidence la relation entre
la diversité bactérienne et le gradient altitudinal ; ce dernier étant a mettre cependant
en relation avec la dégradation de la matiére organique. Les bactéries appartenant au phylum
des Bacteroidetes sont connues pour avoir colonisé tous les types d'environnements
et possedent une grande plasticité de génome leur permettant de dégrader des sources
de carbone diversifiées (Thomas et al., 2011). Ainsi, concernant ce phyla, quels que soient

I'altitude ou I'état de la matiére organique, son abondance relative n'est pas affectée.

La rhizosphere, correspondant a la fine zone du sol soumise a 1’influence des racines vivantes,
se limite a quelques millimétres d’épaisseur (en excluant les mycorhizes). Au niveau de cette
interface particuliére, les racines exercent différentes actions sur le milieu extérieur et créent
ainsi des conditions physico-chimiques différentes de celles du sol non rhizosphérique. 1l a été
montré au travers d'études que les rhizodép6ts avaient un role structurant majeur
des communautés microbiennes a proximité des racines (Grayston et al., 1998 ; Marschner
et al., 2011 ; Berendsen et al., 2012). Pourtant, suite a nos analyses, lI'espece de plante n'a que
peu d'influence sur le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes, lors
d'un échantillonnage réalisé a une échelle spatiale réduite. En effet, uniquement 23%
de I'explication totale, du déterminisme de la diversité bactérienne, est donnée par I'espece

de plante en association avec les autres parametres.
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Cependant, une exception existe pour R. bengalensis qui, contrairement aux autres especes
végétales, semble influencer la diversité de ses communautés bactériennes rhizosphériques.
Une hypothése pourrait étre la présence de composes particuliers dans ses exsudats racinaires
qui attireraient un cortége microbien spécifique. Les fortes concentrations en Ni extractible
au DTPA mesurées dans les rhizospheres de R. bengalensis peuvent également étre
une explication. Cette espece posséde de larges feuilles mais un petit systéme racinaire.
Les concentrations €levées en Ni dans ses parties aériennes suggérent que cette plante posséde
un systéme de transpiration tres efficace, permettant de concentrer le Ni sous forme disponible
dans sa rhizosphere et de le transporter vers ses parties aériennes par effet de flux massique.
Ainsi, cette plante serait apte a s'entourer, au niveau de sa rhizosphére, d'un cortége de
microorganismes particuliers 1’aidant a s'adapter a cet environnement (Burd et al., 1998, 2000
; Khan, 2005). En effet, c'est sur les sites 10 et 13 en Indonésie, caractérisés par
des concentrations en Ni élevées, que R. bengalensis présente au niveau de sa rhizosphere
les abondances relatives en Actinobacteria les plus élevées ; phylum corrélé positivement avec
de fortes teneurs en Ni. Or, il est connu que de nombreuses bactéries appartenant
au phylum des Actinobacteria sont capables de survivre dans des conditions extrémes, tels
les sols pollués ou naturellement bien pourvus en métaux et qu’elles sont capables de produire
des biosurfactants qui augmentent la biodisponibilité des métaux (Alvarez et al., 2017).

Par ailleurs, nos travaux mettent en évidence 1’existence d’OTUs rhizosphériques spécifiques
a R. bengalensis, qui, bien que moins nombreuses que celles estimées pour F. trachypison
et T. morotaiense, pourraient étre adaptées et résistantes a cet environnement métallifére
et apte a aider R. bengalensis a se développer en sol ultramafique. Dans le contexte malaisien,
le quatrieme phylum le plus abondant est celui des Rokubacteria (6%). Ce phylum
se rencontre dans divers écosystemes mais souvent avec une abondance relative inférieure
a 1% (Becraft et al., 2017), a I'exception d'une étude menée en Argentine sur la rhizosphere de
soja (Figuerola et al., 2015). Ce phylum, ainsi que celui des Gemmatimonadetes, sont plus
abondants dans les rhizospheres de R. bengalensis, avec des abondances relatives de I'ordre
de 9% pour Rokubacteria et 4% pour Gemmatimonadetes. En conséquence, il semblerait
qu’une rhizosphére présentant des teneurs ¢élevées en Ni extractible au DTPA en Malaisie,
favoriserait la présence de Rokubacteria et Gemmatimonadetes. Ces deux phyla sont,
en outre, corrélés positivement avec le Ni extractible au DTPA. Ceci pourrait donc expliquer
en partie que la diversité bactérienne présente dans la rhizospheére de R. bengalensis semble étre
davantage influencée par la plante elle-méme, du fait d’une physiologie particuliere,

que par les parameétres physico-chimiques des sites d'échantillonnage.
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Ainsi, hormis le cas particulier de R. bengalensis, nos travaux mettent en évidence,
qu’a un niveau d’échelle spatial réduit, les paramétres physico-chimiques apparaissent
déterminants dans la structuration et la diversité des communautés bactériennes

de la rhizosphére des plantes hyperaccumulatrices de Ni.

Si I'on change d'échelle, et que nous nous intéressons a une échelle mondiale, le climat joue un
role prépondérant sur la structure et la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques
des plantes hyperaccumulatrices de Ni, expliquant au total 58% de cette diversité, alors
que les parametres physico-chimiques des terres rhizosphériques échantillonnées n’expliquent
plus que 34% et les données topographiques seulement 20%. En effet, au niveau des phyla,
le meilleur indicateur est la température (et la variation de température annuelle), permettant
une répartition des échantillons selon qu'ils proviennent d'un climat Csa (Albanie et Gréce), Af
(Indonésie) ou Am (Malaisie). Nos observations corroborent les résultats de récentes études,
comme celle de Bahram et al. (2018) qui montrent, sur la base d’approche de séquengage haut
débit appliquée a plus 7 560 échantillons de terre prélevés au niveau mondial (zones tropicales,
tempérées et boréales), que la diversité génétique bactérienne dépend du climat et donc

de la latitude.

En effet, la caractérisation premiere du climat d'une région donnée se fait par la situation
moyenne en latitude de cette région : c'est pourquoi, a I’échelle planétaire, les zones
méridiennes se succédent en larges ceintures entourant la Terre, pour définir une représentation
des principaux types de climat. Par ailleurs, les peuplements végétaux sont surtout déterminés
par le climat (Woodward, 1987). Ceci explique que les espéces de plantes, a partir desquelles
ont été prélevées les terres rhizosphériques, permettent d'expliquer 64% de la diversité

bactérienne observée.

La latitude est donc un bon paramétre intégratif, rendant compte a la fois du climat et du type

de végetation qui en dépend.
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Il est admis que la diversité végétale en région tropicale est plus élevée que celle en région
tempérée, avec une a-diversité des plantes dans les foréts pluviales équatoriales plus grande
que dans tout autre type de végétation (Gentry, 1988). C’est en Amazonie, mais aussi sur I'Tle
de Bornéo, que le plus grand nombre d’espéces d'arbres a été estimé (Ashton, 1992 ; Ter Steege
et al., 2000). Néanmoins, au niveau de l'a-diversité mesurée dans notre étude concernant
les communautés bactériennes rhizosphériques, les plus grandes valeurs de I'indice de Shannon
ont été établies pour I'Albanie et la Grece et celles-ci sont statistiquement plus élevées que celles
calculées pour la Malaisie, qui sont également supérieures a celles estimées en Indonésie.
Cette diversité se confirme lorsque I’on s’intéresse au nombre d'OTUs, avec un plus grand
nombre inventori¢ dans les sols ultramafiques d’Albanie et de Gréce que ceux estimés
en Indonésie et Malaisie. De plus, sur la base des OTUs partagées, les échantillons d'Albanie
et de Gréce sont éloignés d'un point de vue phylogénétique de ceux d'Indonésie et de Malaisie.
Ainsi, il ressort clairement de ces analyses, que I'environnement rhizosphériques européen
(Grece et Albanie) est un plus grand réservoir de diversité bactérienne que les environnements
tropicaux (Indonésie et Malaisie). Ceci rejoint I'étude de Bahram et al. (2018), qui montre que
la diversité des communautés bactériennes (appréhendée par I’indice de Shannon)

est plus importante en régions tempérées qu’en régions tropicales.

Dans le cas du déterminisme des communautés bactériennes rhizosphériques de plantes
hyperaccumulatrices de Ni, I'échelle spatiale a laquelle sont conduites les études, régionale
ou mondiale, est donc un facteur non négligeable a prendre en compte. En effet, suivant
le niveau d’étude, les conclusions, quant aux facteurs a [’origine de la diversité
des communautés bactériennes rhizosphériques, apparaissent parfois contradictoires.
Nous avons démontré, suite a nos analyses, qu’a échelle mondiale, le type de végétation,
résultant d’un climat spécifique, apparait étre le facteur majeur structurant les communautés
bactériennes lorsqu’il est considéré en association au climat. Mais a une échelle spatiale plus
restreinte, comme une région donnee, le climat étant plus homogéne, de méme que le type
de végétation (végétation méditerranéenne ou végétation arbustive tropicale humide), ce sont
les parameétres physico-chimiques des sols ultramafiques qui expliquent au mieux
la structuration et la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques de plantes

hyperaccumulatrices de Ni.
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Une étude précédente des communautés rhizosphériques par métaprotéomique avait placé
les génes liés au métabolisme comme prédominants (Lopes et al., 2016). Ceci s’explique par
la présence au niveau de la rhizosphére de composés carbonés et azotés complexes tels
les rhizodépdts (exsudats racinaires, cellules desquameées), qui constituent une source majeure
de C et N dans la rhizosphére (Grayston et Campbell, 1996 ; Baudoin et al., 2002). Pour utiliser
ces macromolécules comme source trophique et d’énergie, les microorganismes présents
nécessitent d'avoir un systeme enzymatique complexe (Grayston et Campbell, 1996 ; Baudoin
et al., 2002 ; Steinauer et al., 2016). Les métagénomes prédits lors de nos analyses identifient
également les genes appartenant au métabolisme des carbohydrates, des acides aminés
et des co-facteurs et vitamines comme étant les principales familles de génes présentes dans
la rhizosphére des plantes étudiées. La bonne représentativité de cette derniére famille peut
s’expliquer par le fait que, dans la rhizosphére de plantes hyperaccumulatrices de Ni,
ce métal est largement présent et essentiel a la synthése de la vitamine B12, notamment
(Rodionov et al., 2003). La famille de génes liés aux transports membranaires intervient
également a ce niveau, permettant, entre autres, une internalisation du métal au sein
des cellules bactériennes (Degen et al., 1999). C'est en Malaisie que les familles de génes liés
d’une part, au métabolisme des co-facteurs et vitamines et, d’autre part au transport
membranaire, sont les mieux représentées. Les corrélations de Spearman ont mis en évidence
que ces deux familles étaient corrélées positivement avec une température élevée ; la Malaisie
étant, dans notre étude, le pays avec la plus chaude température moyenne annuelle (27,6°C).
Alors que le traitement de l'information environnementale est favorisé en Malaisie, celui
concernant le traitement de I'information génétique se retrouve impacté par les températures
élevées. Les UV, en étant mutagénes pour les organismes, activent les fonctions de réparation
de I'ADN (Sinha et Hader, 2002). L'indice UV va logiquement de pair avec une température
élevée, mais la famille de genes intervenant dans la réplication et la réparation de I'ADN n'est
pas augmentée par les fortes températures. Les sols étant rhizosphériques, ils ont été préleveés
a environ une dizaine de centimeétre sous la surface du sol, expliquant que les UVs n‘aient que
trés peu pénétrés cet environnement. En revanche, les fortes températures limitent la réparation
de I'ADN, et de ce fait induisent une mort cellulaire élevée (Roti, 1982). Ceci se retrouve dans
les fonctions prédites en Malaisie avec une plus faible abondance relative de la famille de génes
impliquée dans la réparation et la replication de I'ADN mais une plus forte proportion de celle
intervenant dans la croissance et mort cellulaire, en comparaison des trois autres pays. Ces deux
familles de génes sont toutes deux corrélées avec la température moyenne annuelle des sites

d'échantillonnages.
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Concernant les processus cellulaires, les familles génetiques “transport membranaire™
et "mobilité cellulaire™ sont également bien représentées, et significativement plus abondantes
dans les terres rhizosphériques issues de Malaisie. Les genes impliqués dans les transports
permettent aux bactéries d'interagir avec leur environnement. Ceux en lien avec la mobilité leur
permettent de répondre, selon des méecanismes de chimiotactisme, au gradient de métabolites
exsudés par les racines des plantes (rhizodépdts et molécules signal). Cette combinaison
de la mobilité associée aux capacités de chimiotactisme permettrait donc aux bactéries
rhizosphériques de se déplacer vers la racine et de la coloniser. En effet, les exsudats racinaires,
tels que les glucides et les acides amineés, influencent la mobilité flagellaire de certaines
bactéries rhizosphériques (Mandimba et al., 1986 ; Bais et al., 2006) et stimulent, par
chimiotactisme, leur déplacement vers les racines (Somers et al., 2004). Or, un ensemble
minimal de protéines est requis pour les systemes de transduction du signal contrélant
le chimiotactisme chez les bactéries, ce qui pourrait expliquer pourquoi la catégorie de génes
dénommée "transduction du signal est également abondante, et de nouveau significativement
plus abondante en Malaisie. L'abondance de ces génes en Malaisie peut s'expliquer du fait
de la présence de R. bengalensis, qui, comme nous avons pu le voir, semble avoir la faculté
de s'entourer d'un cortége bactérien spécifique, activant de ce fait les genes impliqués dans

la transduction du signal et la mobilité cellulaire.

Cet environnement riche caractérisé de "hot spot” de diversité bactérienne est néanmoins
le siége d’une compétition entre les microorganismes qui y sont présents (Buée et al., 2009a).
Ainsi, de nombreuses rhizobactéries, telles des Pseudomonas, Burkholderia et Streptomyces,
sont connues pour produire des antibiotiques, (Raaijmakers et al., 2002 ; Weller et al., 2002 ;
Buée et al., 2009b). La grande prévalence des antibiotiques dans les environnements
rhizosphériques induit donc une augmentation de la présence et de la diversité des génes
impliqués dans la résistance a ces substances (Riesenfeld et al., 2004). Ceci expliquerait
les corrélations positives, que nous avons observées, entre 1’abondance relative de la famille
de genes de résistance aux antibiotiques et les fortes concentrations en Ni et Mn échangeables,
et Fe extractible au DTPA. Ceci corrobore les résultats de Perron et al. (2004), montrant
que la bactérie Pseudomonas aeruginosa présentait une meilleure résistance a l'antibiotique
imipénem (composé proche de celui produit par la bactérie filamenteuse Streptomyces cattleya)
suite a une exposition a des ETM tels le Co, Cd ou Zn, suggérant une potentielle co-régulation

entre métaux lourds et antibiotiques (Yu et al., 2017).
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Les fonctions liées au métabolisme, majoritaires dans les terres rhizosphériques, apparaissent
réduites en présence de fortes teneurs en Co, Fe en Mn extractibles au DTPA et par une forte
altitude. A l'inverse du Ni biodisponible, qui lui ne semble pas impacter les fonctions
bactériennes, ces éléments sont peu disponibles. Ainsi, les bactéries présentes dans ces milieux
ont pu développer des facultés de résistance au Ni, trés présent dans ces environnements, tout
en restant sensibles a d'autres métaux comme le Co et le Mn. Ceci expliquerait le ralentissement
du métabolisme et I'augmentation des génes liés a la mort cellulaire en présence de ces ETM.
Cependant, les pourcentages d'abondance relatifs retrouves sont conformes a ceux retrouvés
dans d'autres environnements. En effet, Jiang et al. (2016), aprés avoir travaillé
sur la rhizosphére de plante tolérante au Cu (Elsholtzia splendens), ont retrouvé une majorité
de génes impliqués dans le métabolisme (environ 55%), avec une prédominance des genes liés
au métabolisme des carbohydrates et des acides aminés. Ceci rejoint également les observations
de Sanchez-Lopez et al. (2018), dont les travaux ont prédit le métagénome fonctionnel
de bactéries endophytes de graines de Crotalaria pumila, une plante pionniére des résidus

de mines métalliféres.

Cette similitude des fonctions prédites entre différents environnements peut s’expliquer
par le processus de redondance fonctionnelle. Une fonction pourrait étre assurée au méme
rythme et dans les mémes conditions environnementales par deux communautés bactériennes
distinctes (Allison et Martiny, 2008). Ainsi, dans notre étude, bien que 1’abondance relative
de certains phyla soit différente selon les environnements étudiés, les familles de genes liés
au metabolisme apparaissent redondantes, quelles que soient les zones d’étude, mais aussi
en comparaison avec ce qui est observé dans d’autres environnements dépourvus de tout
toxique et sous d’autres latitudes. L'abondance et la diversité extrémement élevées dans le regne
bactérien, en plus de la flexibilité génomique et métabolique des bactéries, sont des arguments
en faveur de la redondance fonctionnelle. En effet, en prenant pour exemple les cycles
biogéochimiques, il a été montré que ceux-ci n'étaient pas uniquement dus a lI'abondance
microbienne (Meyer, 1994) ou a la diversité génétique (Finlay et al., 1997), mais reposaient

sur la multifonctionnalité des espéces.

Ainsi, il ressort de cette approche que, malgreé les particularités extrémes des sols ultramafiques,
telles des teneurs élevees de Ni dans la rhizosphere des plantes hyperaccumulatrices, la diversité

fonctionnelle prédite des communautés bactériennes n’apparait pas altérée.
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Conclusion

Les sols ultramafiques représentent 3% de la surface terrestre et sont disperses dans le monde.
IIs sont le support de plantes endémiques particulieres, les plantes hyperaccumulatrices,
caractérisées par des concentrations en Ni supérieures a 1% dans leurs parties aériennes.
Dans la mesure ou ces plantes sont utilisées de nos jours dans un contexte d'agromine,
il est nécessaire de mieux comprendre leur environnement rhizosphérique, siége de I'absorption
du Ni. Les microorganismes rhizosphériques sont le moteur du fonctionnement de cette
interface, la rhizosphére, jouant un role crucial dans les cycles biogéochimiques
et le développement des plantes, mais aussi en ayant un réle crucial dans la phytoextraction
des métaux tel que le Ni. Dans le cadre de cette étude, nous avons souhaité relever un défi
et apporter une réponse a la question "quel est le déterminisme de la diversité
des communautés bactériennes rhizosphériques en milieu ultramafique”. En effet, cette
question fait toujours débat dans la communauté scientifique et nous nous sommes ainsi
intéressés a différents facteurs pouvant gouverner cette diversité bactérienne et avons mis

I'accent sur les paramétres climatiques, topographiques et ceux relatifs aux sols et a la flore.

Que ce soit a I'échelle régionale ou mondiale, les trois phyla majoritaires mis en évidence dans
notre recherche sont les Proteobacteria, les Acidobacteria et les Actinobacteria.
Ces résultats sont en accord avec la majorité des études, fondées également sur des approches
de ségquencage a haut débit pour une caractérisation de la microflore bactérienne,
que ces études concernent des sols agricoles ou riches en métaux. Cependant, nous avons pu
mettre en exergue aux travers de nos recherches que le déterminisme de cette diversité est, selon

le niveau d'échelle spatiale pris en compte, gouverné par différents facteurs.

Nous démontrons qu'en se plagant au niveau mondial, le type de végétation est le facteur majeur
structurant les communautés bactériennes rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices
de Ni. Le climat quant a lui exerce une influence a la fois directe, par la température et humidité,
et indirecte, au travers de la flore qu'il conditionne. Notre travail montre que c'est lI'influence
indirecte qui est dominante. A échelle d'une région climatique, la physico-chimie des sols
ultramafiques structure et détermine la diversité des communautés bactériennes hizosphériques.
Toutefois, I'espéce R. bengalensis parait exercer une influence largement supérieure a celle
du sol. Le systéme de transpiration de cette espece induit une ambiance physico-chimique

particuliere autour de ses racines, qui conditionne un cortége microbien spécifique.
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Ainsi, nos travaux semblent, en partie, amener un consensus au débat portant sur
le déterminisme de la diversité de ces communautés telluriques: I'échelle considérée,

i.e. régionale ou mondiale, explique les résultats contradictoires issus de la littérature.

Enfin, la diversité fonctionnelle des communautés bactériennes, déduite des métagénomes
prédits, n'est pas altérée malgré les particularités extrémes des sols ultramafiques. Il existe donc

une redondance fonctionnelle entre les environnements ultramafiques et ceux non métalliféres.
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Transition

Nous avons mis en évidence que, comme pour la majorité des études portant sur
la caractérisation de la microflore bactérienne, les trois phyla les mieux représentes dans
les rhizosphéres de plantes hyperaccumulatrices de Ni sont les Proteobacteria,

les Acidobacteria et les Actinobacteria.

De plus, nous avons souligné que le déterminisme de cette diversité bactérienne est, selon
le niveau d'échelle spatiale pris en compte, gouverné par différents facteurs, a savoir i) le type
de végétation dépendant du climat a I'échelle mondial, et ii) les parametres physico-chimiques

des sols ultramafiques a une échelle climatique.

Toutefois, bien que le séquencage haut débit nous amene a une meilleure compréhension
des facteurs conditionnant la structure et la diversité bactérienne en sols ultramafiques,
il ne nous permet pas de cerner finement les interactions entre les bactéries rhizosphériques
et les plantes hyperaccumulatrices de Ni. Cependant, la compétition éventuelle pour le Ni entre
les hyperaccumulateurs et les bactéries rhizosphériques, dont certaines sont capables
de bioaccumuler ce métal, demeure une question essentielle dans une optique d’inoculation

de plantes hyperaccumulatrices par des bactéries PGPR, pour une optimisation de 1’agromine.

Il conviendra donc, dans la partie suivante, de déterminer si I’inoculation de plantes
hyperaccumulatrices de Ni par des bactéries PGPR, plus ou moins a méme de bioaccumuler
ce métal, est susceptible d’influencer de facon significative les flux de Ni vers et dans
la plante, en modifiant le cycle du Ni dans le systeme sol-hyperaccumulateur. Ceci nous
permettra de déterminer une potentielle compétition pour le Ni entre une plante
hyperaccumulatrice de Ni et des souches bioaccumulatrices de Ni, dans le but de mieux

sélectionner les souches PGPR a inoculer pour une agromine efficiente.
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Partie 3 : Inoculation de O. chalcidica
par des bactéries PGPR

Introduction

Afin de répondre a la demande des industries et de leur fournir des quantités importantes
en métaux biosourcés, le développement de la filiere agromine implique la culture de plantes
hyperaccumulatrices fournissant des rendements élevés en biomasse concentrée en métaux.
Il est ainsi nécessaire de cultiver des plantes ayant un fort potentiel de production, mais aussi
une forte capacité a concentrer les métaux dans leurs parties aériennes (Tang et al., 2012).

Pour optimiser les cultures d'hyperaccumulateurs, plusieurs stratégies sont envisagées.
Les méthodes conventionnelles utilisées en agriculture consistent en l'apport d'engrais
minéraux ou organiques. Ces méthodes ont prouvé leur efficacité en augmentant la production
de biomasse des plantes hyperaccumulatrices et, par conséquent, les rendements en métaux
extraits (Li et al., 2003 ; Bani et al., 2015 ; Alvarez-Lopez et al., 2016a), tout comme d’autres
approches consistant en la co-culture de plantes hyperaccumulatrices avec des légumineuses
(Saad et al., 2017, 2018).

Une autre approche envisagée est l'utilisation de bactéries PGPR. Les PGPR peuvent,
en fonction de leurs propriétés, contribuer a augmenter a la fois la biomasse des plantes
inoculées et I'extraction des métaux du sol (Garbisu et Alkorta, 2001 ; Abou-Shanab et al.,
2003a,b ; Lebeau et al., 2008 ; Rajkumar et Freitas, 2008 ; Durand et al., 2015 ; Liu et al.,
2015). En effet, ces bactéries sont a méme de solubiliser les formes organiques
et inorganiques de phosphore présentes dans le sol, peuvent produire des phytohormones, sont
capables de synthétiser des sidérophores, ou encore de réguler la synthese de I’éthyléne dans
les tissus végétaux grace a leur activité ACCd, en diminuant ainsi le stress induit chez
la plante par la présence de métaux (Glick, 1995, 2014 ; Rodriguez et Fraga, 1999 ; Whipps,
2001 ; Moénne-Loccoz et Défago, 2004 ; Blaha et al., 2006 ; Ma et al., 2009 ; Ahmed
et Holmstrom, 2014). L’ensemble de ces propriétés pourrait conférer aux PGPR un réle clé
dans l’optimisation de la filiecre agromine, tout en permettant une alternative
ou un complément aux amendements chimiques et organiques. Leur utilisation s'est accrue ces
derniéres années, au travers, le plus souvent, d’expériences menées en conditions controlées
(Abou-Shanab et al., 2006 ; Cabello-Conejo et al., 2014b ; Durand et al., 2015) et quelques
experiences in situ (Kidd et al., 2018).
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Une des conditions a [Defficacité de ces bactéries PGPR réside en leur installation
et prolifération dans la rhizosphere des plantes inoculées. Ceci renvoie au concept
de rhizocompétence qui implique, dans le cas d’inoculation de plantes hyperaccumulatrices
de métaux, que les PGPR soient résistantes aux eléments métalliques (Schlegel et al., 1991 ;
Abou-Shanab et al., 2003b ; Turgay et al., 2011 ; Cabello-Conejo et al., 2014a). C'est pour cela
que ces bactéries sont souvent criblées, en premier lieu, pour leur résistance aux métaux.
Les bactéries des environnements ultramafiques se sont adaptées aux fortes concentrations
métalliques, telles celles de Ni. Ainsi, Schlegel et al. (1991) ont mis en évidence I’existence
de souches bactériennes isolées de sols serpentiniques tolérant jusqua 20 mM de Ni
(dans le milieu de culture), alors que les souches isolées d'autres types de sol ne toléraient que
1 mM de Ni. Turgay et al. (2011) ont constaté que des souches bactériennes isolées de sols
ultramafiques en Turquie pouvaient, quant a elles, tolérer jusqu'a 34 mM de Ni.

La résistance/tolérance des bactéries isolées de milieux fortement pourvus en Ni reléve
de diverses stratégies (Pal et Paul, 2010). Les métaux peuvent étre piégés sur la structure
cellulaire. Cette stratégie est appelée biosorption ou absorption passive, et dépend
des propriétés des parois microbiennes (Volesky et Holan, 1995 ; Fein et al., 2001). Le métal
peut également passer dans la cellule a travers la membrane et ce mode d'absorption du métal
est appelé absorption active. Enfin, I'absorption de métaux par des modes actif et passif est
appelée bioaccumulation (Gadd, 1988 ; Dénmez et Aksu, 2001 ; Hrynkiewicz et al., 2015 ;
Kamran et al., 2016). La bactérie va alors internaliser le métal via des transporteurs
membranaires et le bio-concentrer sous forme inerte. En effet, le Ni peut se complexer
avec une meétallothionéine. Cette protéine, grace a son enrichissement en cystine, possede

une forte affinité pour les ions métalliques (Hamer, 1986 ; Mejéare et Bllow, 2001).

Bien que, dans le cadre d’approche de bioremédiation, les bactéries PGPR soient sélectionnées
pour leur grande resistance au Ni, et que celle-ci puisse résulter d’une bioaccumulation
du métal, aucune donnée n'a encore éte publiée sur une potentielle compétition, vis-a-vis du Ni,
entre une bactérie PGPR bioaccumulatrice de Ni et une plante hyperaccumulatrice de Ni. C'est
ce gque nous tenterons d'élucider dans cette partie. Pour cela il convient i) d'isoler des bactéries
résistantes au Ni des environnements racinaires des hyperaccumulateurs, ii) de cribler
ces bactéries sur leurs traits PGP, iii) d'évaluer I’aptitude de ces bactéries a plus ou moins
bioaccumuler le Ni et enfin iv) d'inoculer des plantes hyperaccumulatrices en conditions
contrblées avec les souches PGPR selectionnées et montrant une capacité bioaccumulatrice

différente.
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Dans un premier temps, la sélection de bactéries PGPR sera présentée avec le criblage
de bactéries Ni-résistantes (Ni®) issues de la rhizosphére de O. chalcidica endémique d'Albanie.
Une fois les souches sélectionnées sur leurs fonctions PGP (activité ACCd, production
d'auxines et de sidérophores, solubilisation de phosphore), nous évaluerons leur potentielle

aptitude a accumuler le Ni dans leur compartiment intracellulaire.

La deuxieme partie portera sur I'inoculation de O. chalcidica par les souches de Rhodococcus
PGPR retenues, présentant différentes aptitudes a bioaccumuler le Ni. L'impact
de l'inoculation de la plante hyperaccumulatrice par ces souches sera évalué a la fois
sur la phytoextraction de Ni par O. chalcidica et sur la structure et diversité génétiques
des communautés bactériennes rhizosphériques présentes ainsi que sur leurs fonctions

potentielles.
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Materiel et methodes

1. Isolement et criblage de bactéries PGPR

L'échantillon retenu pour l'isolement de bactérie PGPR est une terre rhizosphérique
de O. chalcidica prélevée sur le site 05, a savoir I'échantillon Oc-05a (codé Al-13 lors
de la récolte) (Photographie 8). Cette terre rhizosphérique a été conservée pour la recherche
de bactéries PGPR car elle présentait les concentrations en Ni les plus élevées dans ses parties
aériennes (21 400 pg g1). L’hypothése était que la forte hyperaccumulation observée pouvait

étre liée a la présence d’une microflore adaptée dans leur environnement racinaire.

1.1. Isolement de bactéries résistantes au Ni

Trois g de terre, conservée a 4°C apres récolte, sont mis dans un flacon Nalgene additionnés
de 30 mL de tampon PBS pH 7,2 (Annexe 4) puis mis en rotation orbitale (17 rpm) durant
45 min. Une dilution en cascade est alors effectuée dans du tampon PBS avec un volume final
de 10 mL. Cent pL des dilutions 10"t & 10 sont étalés sur boite de Petri contenant du milieu
gélosé TSA 10% avec une gamme de Ni allant de 0 a 15 mM de NiSO4 6H.0 (0-2,5-5-7,5
— 10 — 15 mM). Les boites sont mises a incuber a I’obscurité a 27°C, en étuve sans ventilation.
Pour les boites sans Ni, un comptage est réalisé aprés 2 et 10 jours par étalement pour
déterminer la proportion de bactéries a stratégie r (développement rapide) et a stratégie K
(développement lent). Le nombre d'UFC des boites enrichies en Ni est compté aprés

10 jours d'incubation. Les résultats sont exprimés en log d'UFC g de terre séche.
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1.1.1. Mesure de ’humidité de terre
L'humidité de la terre rhizosphérique a été mesurée afin de pouvoir ramener les valeurs d'unités
formant colonie (UFC) par unité de masse de terre séche. Un g de terre est mis

a sécher a I’étuve durant 16 h a 105°C. Le pourcentage d’humidité est donné par I’équation :

o (masse terre humide — masse terre séche)
Humidité (%) = - x 100
masse terre seche

1.1.2. Collection de souches Ni-résistantes
Les souches NiR® (Ni-résistantes) du milieu contenant 7,5 mM de Ni sont isolées
individuellement sur des boites de Petri contenant un milieu gélosé TSA 10%. Celles-ci sont
mises a incuber a 27°C a I’obscurité en étuve jusqu'au bon développement des colonies pures

(Photographie 9). La collection de souches NiR ainsi constituée est conservée a 4°C en vue

d’une affiliation taxonomique.

Photographie 9 : Souches bactériennes Ni® a 7,5 mM de Ni
1.1.3. Affiliation taxonomique des souches Ni-résistantes

a) Extraction de I'ADN des souches

L'ADN des différents isolats bactériens est extrait selon le protocole de FastDNA® SPIN Kit
(MP BioMedicals). L’amplification est vérifiée par une migration de 5 pL d'ADN extrait
additionnés a du tampon de charge sur un gel d’agarose TBE 1%. Les concentrations sont

normalisées a 10 ng puL pour les futures PCR.

b) PCR de I'ADN 16S

Les amorces universelles 27f (5°-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) et 1492r (5’-CTA
CGGCTACCTTGTTACGA-3’) sont utilisées pour permettre I’amplification dun fragment de
1500 pb de I’ADN 16S bactérien (Gurtler et Stanisich, 1996). La PCR réalisée sur
les souches NiR comporte les phases suivantes : 4 min & 94°C, 35 cycles de 1 min & 94°C,
1 min & 55°C et 2 min & 72°C, et une derniére phase de 15 min & 72°C. La composition
du mélange (25 pL final) de la PCR est présentée dans le Tableau 44.
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Tableau 44 : Composition du mix de la PCR sur souche

Réactif Volume (uL)
Taq Polymérase (5U uL?) 0,125
Tampon MgCl; (10X) 2,5

Mix dNTP (1 uM) 0,2

Amorce F (0,2 uM) 1,25

Amorce R (0,2 uM) 1,25

Matrice 2,5

H.O ultra-pure stérile 17,175

En tant que matrice, sont utilisés les ADNs calibrés a 10 ng uL* pour les amplifications,
de I’eau ultra-pure stérile comme témoin négatif et ’ADN d’une souche dont I’ADN 16S

a été ultérieurement amplifié avec succes comme témoin positif.

L’amplification est vérifiée par une migration de 3 pL de produit de PCR additionnés

a du tampon de charge sur un gel d’agarose TBE 1%.

c) Séquencage des amplicons 16S
Vingt pL des produits PCR sont conditionnés dans des eppendorfs de 1,5 mL et envoyés pour

un sequencage a GATC Biotech en Allemagne (https://www.gatc-biotech.com).

d) Affiliation taxonomique

Les résultats de séquencage obtenus permettent d’affilier les isolats bactériens NiR
a des genres bactériens connus, en effectuant une recherche d’homologie de séquences avec
l'algorithme BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en s’appuyant sur la banque
informatique internationale NCBI (National Center for biotechnology Information :

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

1.2. Criblage de bactéries PGPR Ni-résistantes

Pour I'ensemble de ces analyses, des pré-cultures des souches bactériennes sont effectuées. Pour
cela, une aliquote de la colonie bactérienne est prélevée a 1’aide d’un cone stérile,
et mise en culture dans 5 mL de milieu TSB sur table d'agitation a 30°C et 120 rpm durant
24 h. Une fois la bonne turbidité du milieu obtenue apres 24 h, la suspension bactérienne est

utilisée pour inoculer au centiéme les différents milieux de culture ci-dessous.

1.2.1. Mesure de I'activité ACCd sur souches
L'activité ACCd est mesurée d'apres la méthode de Penrose et Glick (2003). Chaqgue souche est
prélevée et incubée dans 15 mL de milieu TSB sur table d’agitation a 30°C et 200 rpm durant
48 h. Apres croissance, la suspension bactérienne est centrifugée 10 min a 6 000 g a 4°C.

Le culot bactérien est conservé et rincé deux fois avec 5 mL de milieu DF (Annexe 5).
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Ce culot bactérien est ensuite re-suspendu dans 7,455 mL de milieu DF additionné de 45 uL
d'ACC 0,5 M pour initier la production d'ACCd. La culture bactérienne est ensuite incubée sur
table d’agitation & 30°C a 200 rpm durant 24 h.

Aprés incubation, la culture bactérienne est centrifugée 10 min a 6 000 g a 4°C. Le culot
bactérien est conservé et rincé deux fois avec 5 mL de tampon Tris 0,1 M pH 7,6. Le culot est
ensuite repris dans 1 mL de ce méme tampon et soumis a une nouvelle centrifugation
de 5 min a 16 000 g a 4°C. Le culot bactérien est conservé et re-suspendu dans 600 pL
de tampon Tris 0,1 M pH 8,5. Pour libérer I'ACCd intracellulaire, une lyse cellulaire est réalisée
par ajout de 30 pL de toluéne suivi d’une agitation vigoureuse (passage au Vortex a puissance

maximale durant 30 s).

Apreés la lyse, 200 pL de lysat bactérien sont additionnés de 20 pL d'ACC 0,5 M, puis agités
a Dl’agitateur Vortex et incubés 15 min a 30°C. Ensuite, 1 mL de HCI 0,56 M est ajouté
et la suspension est centrifugée 5 min a 16 000 g. Un mL de surnageant est alors ajouté
a 800 pL de HCI 0,56 M et 300 puL de solution réactionnelle (HCI 2 M a 0,2%
de 2,4-dinitrophénylhydrazine (2,4-DNPH)). L’ensemble est placé en incubateur 30 min
a 30°C puis la révélation se fait aprés addition de 2 mL de NaOH 2 M. Une lecture de la DO a
540 nm est effectuée au spectrophotomeétre (SmartSpec Plus Spectrophotometer, BIO-RAD).

En paralléle, une gamme étalon allant de 0 a 1 mM d'a-ketobutyrate est préparée en suivant les
mémes étapes du protocole précédent une fois le surnageant récupéré apres la lyse cellulaire

bactérienne.

Pour comparer l'activité ACCd entre souches, la production est exprimée par mg de protéines.
L’analyse des proté€ines est effectuée apres la lyse cellulaire selon la procédure "Standard Assay
Protocol" du kit de dosage des protéines Quick Start™ Bradford Protein Assay

(BIO-RAD), avec une gamme étalon d’albumine de sérum bovin allant de 0 a 137 mM.

L'activité ACCd est exprimée en nmol d'o-ketobutyrate produites mg™ de protéines h.

1.2.2. Mesure de la capacité de production de sidérophores
Chaque souche bactérienne est mise en culture sur table d'agitation dans 5 mL de milieu TSB a
30°C et 200 rpm durant 48 h. Puis sur des boites de Petri contenant un milieu gélosé additionné
de chrome azurol sulfonate (milieu CAS) d’aprés la méthode de Alexander et Zuberer (1991)
(Annexe 6). Trois dépdts de 20 pL de suspension bactérienne sont déposés par boite. Apres
incubation en étuve durant 7 jours a 28°C et a I’obscurité¢, une mesure du halo orange,

éventuellement apparu autour des colonies, est effectuée (Photographie 10).
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Ce test est fondeé sur la compétition pour le Fe entre le complexe ferrique du colorant indicateur
chrome azurol et les sidérophores produits par les bactéries. La réaction est positive lorsque le
sidérophore élimine le Fe du milieu CAS entrainant un changement de coloration du réactif du
bleu a I'orange. Les images sont traitées par le logiciel ImageJ (version 2.0.0) pour estimer l'aire

obtenue du halo exprimée en mm?.

Photographie 10 : Mobilisation du fer par une souche PGPR sur milieu gélosé CAS

1.2.3. Mesure de la capacité de solubilisation du phosphore
Chaque souche bactérienne est mise en culture sur table d'agitation dans 5 mL de milieu TSB a
30°C et 200 rpm durant 48 h. La capacité a solubiliser les phosphates inorganiques est testée
sur des boites de Petri contenant du milieu Pikovskaya (PVK) (Annexe 7). Trois dép6ts
de 20 pL de suspension bactérienne sont déposés par boite. Apres incubation de 7 jours
a 28°C en étuve a I’obscurité, le halo transparent, éventuellement apparu autour des colonies,
est mesuré comme pour les boites CAS a I’aide du logiciel ImageJ pour estimer l'aire du halo
de solubilisation du P minéral présent dans le milieu (Photographie 11). Cette aire est exprimée

en mm2.

Photographie 11 : Solubilisation du P inorganique par une souche PGPR
sur milieu PVK
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1.2.4. Mesure de la production d'auxines

Les souches qui montrent une activité ACCd, une production de sidérophores et une aptitude
a solubiliser le phosphore minéral sont testées pour leur capacité a produire des composés
auxiniques. Chaque souche est incubée dans 9 mL de milieu TSB-tryptophane & 500 mg L.
L'incubation se fait a 30°C durant 108 h (4,5 jours) sur table d’agitation (120 rpm) et a 1'abri
de la lumiére. Ensuite, 2 mL de suspension bactérienne sont prelevés et centrifugés 10 min
a 6000 g. Le culot bactérien est conservé pour le dosage des protéines et 100 pL
du surnageant sont récupérés et déposes dans une microplaque de 96 puits et additionnés
de 5 pL d'acide orthophosphorique (H3PO4) a 10 mM et de 200 pL de réactif de Salkowski
(I mL de FeCLza0,5M + 50 mL de HCIO4 a 35%). En paralléle, une gamme étalon est préparée
allant de 0 a 100 mM d'AlA. L'ensemble est mis a incuber 25 min a température ambiante
et a I'abri de la lumiére. L'absorbance est mesurée a 535 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre
en plaque (Synergy HT, Biotek Instruments, USA). Le dosage des protéines est effectué
par la procédure "Microassay Protocol” du kit de dosage des protéines Quick Start™ Bradford
Protein Assay (BIO-RAD) (Photographie 12).

Photographie 12 : Microplaque avec dosage de composés auxiniques (en rose)
et de protéines (en bleu)

L'activité AlA est exprimée en nmol d'AlA produites mg de protéines h.

1.3. Potentiel de bioaccumulation du Ni des bactéries PGPR

Le potentiel de bioaccumulation du Ni est mesuré sur les souches possédant I'ensemble
des traits PGP criblés. Les souches sont cultivées en Falcons stériles contenant 20 mL de milieu
TSB avec différentes concentrations de NiSO4 6H20 (0 —2,5-5-7,5 mM).

Apres 48 h de croissance a 28°C sur table d’agitation (120 rpm), les cultures sont centrifugées
10 min a 6 000 g a 4°C. Dix mL de surnageant sont filtrés a 0,2 um puis le Ni résiduel
dans le milieu est analysé par ICP-AES (Liberty II, Varian). Les résultats obtenus pour

le surnageant sont exprimés en pg de Ni mL™,
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Le culot est rincé deux fois avec du tampon Tris-HCI pH 8,5 et re-suspendu dans 1,5 mL
de tampon. Il est ensuite re-solubilisé et placé dans un Eppendorf de 2 mL avec une bille d'oxyde
de zirconium pour étre soumis au broyeur a billes (Vibro-broyeur MM400, Retsch, Allemagne)
pendant 2 min a la puissance maximale (30 freq/s). Deux-cents pL du lysat cellulaire sont
conservés pour un dosage protéique selon la procédure "Standard Assay Protocol™ du kit
de dosage des protéines Quick Start™ Bradford Protein Assay (BIO-RAD). Le lysat restant est
centrifugé 10 min & 16 000 g a 4°C afin de séparer le compartiment intracellulaire des parois
bactériennes. Un mL du surnageant (compartiment intracellulaire) est dilué dans 9 mL d'eau
distillée pour un passage a I'ICP-AES. Les résultats obtenus pour le compartiment

intracellulaire sont exprimés en pg de Ni bioaccumulé g de protéine.

2. Inoculation de O. chalcidica

L’effet de I’inoculation d’une souche PGPR bioaccumulatrice de Ni, sur I’hyperaccumulation

de Ni, a été testé avec la plante O. chalcidica cultivée en conditions contrblées

Les bactéries PGPR retenues pour inoculer les plants de O. chalcidica sont trois souches
de Rhodococcus possédant des aptitudes PGP et des capacités differentes de bioaccumulation
du Ni (Tableau 45).

Tableau 45 : Caractéristiques des 3 souches de Rhodococcus retenues
+ : niveau faible, ++ : niveau modéré : +++ : niveau élevé
Souche  Activité  Solubilisation du Production de Production Bioaccumulation

PGPR ACCd P sidérophores d'auxines de Ni
Al13-13  +++ + ++ ++ +
Al13-23  +++ +++ ++ +++ ++
Al13-36  +++ +++ ++ ++ +++

2.1. Le dispositif expérimental

Le substrat de croissance dans lequel seront semées les graines de la plante hyperaccumulatrice
correspond a un sol naturellement bien pourvu en Ni prélevé dans une région ultramafique
d’Espagne (région de Melide). La terre a été tamisée a 8 mm sur le terrain et envoyée
au laboratoire en avril 2017 ou elle été conservée a 4°C jusqu'au lancement

de l'expérimentation.

Les graines de O. chalcidica proviennent d’une parcelle située en Grece (région de Trigona)
ou cette plante s’y développait spontanément. Elles ont été prélevées en aolt 2014. Des tests
de germination ont été effectues sur du papier filtre humidifié ainsi que sur le substrat
de croissance. Dix graines placées dans des boites de Petri ont été mises a germer a 28°C

et a I'obscurité. Un relevé journalier du taux de germination a été effectué sur 21 jours.
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Des pots en PVC (@ 13,6 * 11,6 cm) sont remplis avec 360 g de terre fraiche (314 g équivalent
sec) et fertilisée avec un équivalent de 120 kg d’N ha™ apporté sous forme de NH4NOs,
156 kg de potassium ha et 123 kg de P ha® apportés tous deux sous forme de KH2POa.
Des bougies poreuses (Rhizon modele 192122) sont installées avec une inclinaison de 45° en
direction du centre du pot pour pouvoir effectuer régulierement des prélévements de la solution
de sol. L'humidité de la terre a été maintenue & 65% de la capacité de rétention en eau

(mesurée a 0,1 bar) par arrosage avec le 1’eau distillée.

Pour les pots plantés, trois graines de O. chalcidica sont placées par pot et, au bout de deux

semaines, une seule plante est conservée par pot.

Les pots (plantés et non plantés) sont disposés dans la chambre de culture, en trois blocs avec

une randomisation totale au sein de chaque bloc (Figure 43).

Bloc A Bloc B Bloc C

Q Q ' Traitements
Pni NPni
‘ ‘ Q PiAI13-13  NPiAI13-13
Figure 43 : Dispositif expérimental en pots en conditions contrdlées

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23 et iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36

Aprés semis, I’ensemble des pots est placé en chambre de culture avec une photopériode
de 16 h jour (24°C) / 8 h nuit (18°C) avec une hygrométrie de 70%. L'inoculation par
les souches PGPR a lieu lorsque les plantules sont agées de deux semaines. Un prélévement
de solution du sol via les bougies poreuses installées est effectué toutes les trois semaines avec
arrosage des pots a 100% de la capacité de rétention en eau et prélevement de la solution du sol
4 h aprés arrosage. La culture est conduite pendant deux mois apres inoculation

des plantes par les souches PGPR.

148



Partie 3 — Matériel et méthodes

2.2. Inoculation des plantes par les souches PGPR

2.2.1. Courbes de croissance des souches bactériennes
Pour permettre d'inoculer les pots (plantés et non plantés) avec un nombre de bactérie connu,
il est primordial de connaitre les courbes de croissance bactérienne des trois souches
de Rhodococcus. Pour cela, 300 mL de milieu TSB sont inoculés avec 3 mL de pré-culture.
La DO est mesurée a 600 nm au spectrophotomeétre a différent temps pour construire
la courbe DO = f(temps). Parallelement, 1 mL de suspension bactérienne est prélevé pour
une dilution en cascade au 1/10°™ dans du tampon PBS. Des étalements (de 102 a 10®)
de 100 pL sur milieu TSA a 10% sont réalisés. Les boites de Petri sont mises a incuber 48 h
a I’obscurité a 30°C. Un comptage des UFC sur boites est effectué pour tracer la courbe
log(UFC mL™?) = f(temps). Enfin, pour chacune des trois souches, les courbes reliant la DO

au nombre de bactéries, DO=f(log(UFC mL™)), peuvent étre tracées (Figure 44).

2,0

) s
7/

0,0 & — T T T T 1
4,0 45 50 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5
log(UFC) mL1

DO 600 nm

Al13-13 All13-23 —A— Al13-36

Figure 44 : Cinétigue de croissance des 3 souches de Rhodococcus PGPR retenues

2.2.2. Préparation de I’inoculum et inoculation des pots
Les trois souches bactériennes a inoculer sont cultivées dans 250 mL de milieu TSB dans
les mémes conditions que pour I’établissement des courbes de croissance. Pour une inoculation
a 10° bactéries par g de terre séche, il est nécessaire d'apporter 3,14 102 bactéries par pot (soit
pour 314 g de terre séche). Le culot bactérien obtenu pour chaque culture bactérienne est ainsi
rince deux fois avec du tampon PBS et re-suspendu dans ce tampon pour obtenir
une concentration finale en bactérie de 3,14 108 mL™. Les bactéries sont apportées avec 1 mL
de suspension déposeée, soit au collet des plantules dans le cas des pots plantés, soit au niveau

de la surface du pot dans le cas des témoins non plantés.
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2.3. Récolte de I'expérimentation

A la récolte, les parties aériennes sont coupées au collet et lavées a I'eau distillée avant d'étre
séchées a I’étuve a 70°C durant 48 h. Les parties racinaires sont récupérées et lavées a 1'eau
distillée pour éliminer toute trace de terre. Elles sont d’abord gardées fraiches dans une solution
de métaphosphate de sodium & 50 g L™ et conservées & 4°C pour caractériser 1’architecture
racinaire, puis sont séchées a 70°C durant 48 h. Pour chaque pot, 2 g de terre sont congelés
a -80°C pour la caractérisation de la structure et de la diversité de la communauté bactérienne
par séquencage haut débit. Un stock de 50 g de terre est conservé a 4°C pour les approches
microbiologiques et le reste est mis a sécher a 40°C durant 48 h pour la mesure des parametres
physico-chimiques des terres rhizosphériques. La terre rhizosphérique est celle qui adheére
aux racines aprés dépotage et agitation vigoureuse manuelle des systéemes racinaires. Pour
les pots témoins, la terre de surface a d’abord été éliminée en raison de développement d'algues,

avant d’effectuer 1’échantillonnage.

2.4. Analyses abiotiques
2.4.1. Terres

Le pH, les éléments totaux, extractibles au DTPA et échangeables sont mesurés dans les mémes
conditions que celles décrites dans le Matériel et Méthodes de la Partie 2

section 2.2. Caractérisation physico-chimique des terres.

2.4.2. Solutions de sol
Toutes les 3 semaines une fois I'inoculation des pots effectuée, 10 mL de solution de sols sont
prélevés pour analyser les concentrations élémentaires. Avant passage a I'ICP-AES,
les solutions sont filtrées a 0,45 um. Elles sont ensuite diluées au dixieme et acidifiée a 0,33%
avec HNO:s.

2.5. Analyses biotiques
2.5.1. Plantes

Les racines conservées dans du métaphosphate de sodium apres dépotage des plantes sont
scannées (scanner Epson 10000 XL) et les images recueillies sont traitées par le logiciel
Winrhizo (V. 2005c, Regent Instruments). Ceci permet d'évaluer I'architecture racinaire avec

une mesure de la longueur, de la surface et du diamétre moyen des racines.

Les dosages élémentaires dans les parties aériennes et racinaires sont déterminés comme pour

la section 2.1. Concentrations élémentaires dans les plantes du Matériel et Méthodes Partie 2.
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2.5.2. Activités microbiennes enzymatiques
Les activités microbiennes enzymatiques sont mesurées a partir de terre récoltée et conservée

a4°C. Les terres ont été tamisées au préalable a 5 mm.

a) Activité de I'ACC déaminase des terres

Un g de terre est mis dans un Falcon de 15 mL avec 4,775 ml de tampon Tris pH 8,5 et 225 pL
de solution d’ACC 0,5 M. Des blancs sont aussi préparés ne contenant que du tampon Tris.
La suspension est incubée a 30°C avec agitation (200 rpm) durant 24 h. La lyse des cellules
bactériennes, destinée a libérer I’ACCd intracellulaire, nécessite I’ajout de 100 pL de toluene
puis une incubation de 10 min avant passage au vortex. Deux mL de surnageant sont centrifuges
3 min a 9000 g, puis 1 mL du surnageant est prélevé et additionné a 1,8 mL d’HCI 0,56 M
et 300 pL de solution réactionnelle (HCI 2 M a 0,2% de 2,4-DNPH). L’échantillon est mis
en agitation a 30°C durant 15 min puis la révélation de I’activité ACCd se fait par ajout

de 2 mL de NaOH 2 M. La lecture des absorbances est réalisée au spectrophotometre a 540 nm.

En paralléle, une gamme étalon allant de 0 a 1 mM d’a-kétobutyrate est réalisée. Les résultats
sont donnés en nmol d’a-kétobutyrate g de terre séche h :

[ — kétobutyrate] (nmol mL™1) x V culture(mL) X V lecture (mL)

Activité ACCd =
cvite V prise d'essai (mL) X masse terre séche (g) X temps d’'incubation (h)

b) Activité uréase des terres

L'activité uréase a été mesurée d'aprés une adaptation du protocole de Tabatabai et Bremner
(1972). Dans un Falcon de 50 mL sont placés 2,5 g de terre avec 10 ml de tampon borate
(tétraborate de disodium a 28,5 g L) pH 10 et 1,5 mL de solution d'urée a 80 mM (ou 1,5 mL
d'eau distillée pour les blancs). L’ensemble est mis a incuber a 37°C avec agitation (200 rpm)
durant 2 h. Apres incubation, 15 mL de KCI (2 M) sont ajoutés pour une nouvelle incubation
a 37°C avec agitation (200 rpm) durant 30 min. Les solutions obtenues sont filtrées a 0,45 um
sur des filtres exempts d'azote (DigiFILTER, SCP Science) et 1 mL du filtrat est additionné
a 9 mL d'eau distillee, 5 mL de solution de salicylate de sodium NaOH (0,3 M) et 2 mL
de dichloroisocyanide de sodium (3,91 mM) et agité au vortex. Apres 30 min d'incubation

a température ambiante, les absorbances sont lues au spectrophotometre a 690 nm.

En paralléle, une gamme étalon allant de 0 a 25 mM de chlorure d'ammonium est réalisée.
Les résultats sont donnés en pg de chlorure d'ammonium g* de terre séche ht :

[AIA] (ug mL™1) X Vincubation (mL) X facteur de dilution
masse terre seche (g) X temps d’incubation (h)

Activité uréase =
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c) Activité de I'arylsulfatase, de la R-glucosidase et de la phosphatase alcaline des terres

Le dosage de ces trois enzymes microbiennes est réalisé selon le protocole de Deng et al.
(2013). Deux g de terre sont mis dans un Falcon de 50 mL avec 25 ml d'eau distillée
et 250 pL de toluéne, puis la suspension est agitée vigoureusement au vortex et mise a incuber
10 min a température ambiante. Apres une nouvelle agitation au vortex, 400 pL sont placés
dans des Eppendorfs de 2 mL avec une double prise d'essai (réaction et blanc) pour chacune
des trois enzymes. Un mL de substrat a 5 mM est ajouté aux échantillons pour la réaction
et 1 mL de tampon ayant servi a la réalisation des substrats est ajouté aux blancs :

- substrat pNP-sulfate dans un tampon acétate de sodium (0,5 M a pH 5,8) pour l'activité
arylsulfatase

- substrat pNP-3-D-glucopyranoside dans un tampon acétate de sodium (0,5 M a pH 5,8) pour
I'activité 3-glucosidase

- substrat pNP-phosphate dans tampon Tris HCI (0,1 M a pH 8) pour l'activité phosphatase

alcaline

La suspension est mise a incuber a 37°C avec agitation (200 rpm) durant 2 h, puis 250 pL
de NaOH (1 M) sont ajoutés. Les échantillons sont centrifugés 2 min a 13 000 g et 200 pL
de surnageant sont transférés dans une microplaque pour une lecture des absorbances

a 400 nm au spectrophotomeétre en plaque (Synergy HT, Biotek Instruments, USA).

En paralléle, une gamme étalon allant de 0 a 25 mM de p-nitrophénol est réalisée.
Les résultats sont donnés en ug de p-nitrophénol g* de terre seche h :

[p — nitrophénol] (ug mL™1) x Vlecture (mL)
V prise d’essai (mL)
V culture (mL)

Activité =

X masse terre seche (g) X temps d’incubation (h)

2.5.3. Diversité bactérienne par séquencage haut débit lllumina
La structure et la diversité génétique des communautés bactériennes des terres rhizosphériques
issue des cultures de O. chalcidica sont caractérisees par une approche de sequencage haut débit
suivant les sections 3.1. Séquencage haut débit Illumina et 3.2. Analyses bioinformatiques
du Matériel et Méthodes de la Partie 2.

3. Analyses statistiques

Comme pour les données de séquencage haut débit présentées dans la Partie 2, les analyses
statistiques et multivariées ont été effectuées avec les logiciels XLSTAT et R

(3.3. Analyses statistiques de la section Matériel et Méthodes).
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Resultats

1. La recherche de bactéries PGPR

1.1. La résistance au Ni des bactéries de la rhizosphere de O. chalcidica

La quantification des bactéries de la rhizosphere résistantes au Ni a été effectuée (Figure 45).
Le pourcentage de bactéries résistantes a 2,5 mM de NiSOs4 6H20 sur milieu gélosé est
de 16,2% et statistiquement différent de celui obtenu a 5 mM (6,0%) et ceux obtenus
aux concentrations supérieures ou égales a 7,5 mM. A l'inverse, au-dela de 7,5 mM de NiSO4
6H>0 apportés dans le milieu, aucune différence significative ne peut étre mise en évidence

entre les pourcentages de bactéries résistantes (variant de 0,05 a 2,25%).
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Figure 45 : Pourcentage moyen de souches bactériennes cultivables NiR isolées de la rhizosphére
de O. chalcidica (n = 3)
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1.2. Le criblage des bactéries sur leurs traits PGP

Les 34 souches NiR a 7,5 mM issues de la rhizosphére de O. chalcidica ont été criblées sur
des traits PGP, a savoir pour leurs aptitudes & produire de I'ACCd, a solubiliser le P et a produire
des sidérophores et ont été affiliées taxonomiquement (Tableau 46). Parmi ces souches sont
présents les genres Chryseobacterium, Dyadobacter, Janthinobacterium, Methylobacterium,
Rhodococcus, Shinella et Streptomyces et I'espece Tardiphaga robiniae. Six souches n‘ont pu

étre affiliees taxonomiquement.

Concernant l'activité ACCd, sur les 34 souches criblées, dix souches présentent une activité
élevée (de 637 a 1074 nmol d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h't), trois souches des activités
modérées (de 120 a 294 nmol d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h™) et six souches possedent
de faibles activités (de 4 a 61 nmol d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h™?).

Concernant la capacité a solubiliser le P, cing souches forment un grand halo de solubilisation
(de 108 a 173 mm?), six souches forment un halo de taille modéré (de 29 & 86 mm?) et cing

souches forment un petit halo (inférieur & 17 mm?).

En ce qui concerne la production de sidérophores, quatre souches forment un grand halo
de production (de 399 a 866 mm?), un halo de taille moyenne (de 52 & 104 mm?) est présent

pour neuf souches et un petit halo (inférieur & 25 mm?) est présent pour dix souches.

Au total, 56% des souches isolées possédent I'activité ACCd, 47% peuvent solubiliser le P
et 68% produisent des sidérophores. Onze souches, soit 32%, possédent les trois traits PGP.

Seulement six souches (18%) ne possedent aucun des traits PGP criblés.
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Tableau 46 : Traits PGP des souches NiR isolées de la rhizosphére de O. chalcidica
ACCd : production d’ACCd, Phos : solubilisation du P, Sidé : production de sidérophores ; - : absence,
+ : présence faible, ++ : modeérée, +++ : élevée ; na : souche non affiliée taxonomiquement

Souche Affiliation taxonomique ACCd Phos Sidé
Al13-01 Rhodococcus sp. +++ + ++
Al13-02 Methylobacterium sp. ++ + ++
Al13-03 Rhodococcus sp. +++ - ++
Al13-04 Tardiphaga robiniae + - -
Al13-05 Streptomyces sp. - ++ +++
Al13-06 Dyadobacter sp. + - -
Al13-07 Tardiphaga robiniae - - -
Al13-08 Rhodococcus sp. +++ + ++
Al13-09 Methylobacterium sp. - - -
Al13-10 na - - -
All13-11 na - - ++
Al13-12 Streptomyces sp. - - +++
Al13-13 Rhodococcus sp. +++ + ++
Al13-14 Chryseobacterium sp. + - +
Al13-15 Shinella sp. + - +
Al13-16 Dyadobacter sp. - - -
All13-17 na +++ - -
Al13-19 Rhodococcus sp. +++ + +
Al13-20 Janthinobacterium sp. + ++ +
Al13-21 Rhodococcus sp. +++ +++ -
Al13-22 Tardiphaga robiniae ++ - -
Al13-23 Rhodococcus sp. +++ +++ ++
Al13-24 Chryseobacterium sp. + ++ +
Al13-25 Streptomyces sp. + +++ ++
Al13-26 Streptomyces sp. +++ + +
Al13-27 na - + +
Al13-28 Streptomyces sp. - ++ +
Al13-29 Streptomyces sp. - ++ +
Al13-31 na - - -
Al13-32 Methylobacterium sp. - - +++
Al13-33 na - - -
Al13-34 Streptomyces sp. ++ ++ +++
Al13-35 Dyadobacter sp. - +++ +
Al13-36 Rhodococcus sp. +++ +++ ++
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L'ensemble des Rhodococcus isolés de la rhizosphere de O. chalcidica présente entre 2 et 3 des
traits PGP ciblés, avec 3 des traits dans 75% des cas (Figure 46). Streptomyces qui est
le deuxiéme genre le plus représenté dans la rhizosphere présente entre 1 (14% des cas) et 3
(43% des cas) traits PGP ciblés. De plus, les bactéries affiliees aux genres Janthinobacterium,

Methylobacterium et Chryseobacterium possedent également les 3 traits PGP ciblés.

Chryseobacterium sp. (n=2) ]
Dyadobacter sp. (n=3)

Janthinobacterium sp. (n=1)

1 0

Methylobacterium sp. (n=3) 1
1 |

Rhodococcus sp. (n=8) 2
. \

Shinella sp. (n=1) =3

Streptomyces sp. (n=7)
Tardiphaga robiniae (n=3)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 46 : Pourcentage de bactéries possédant 0, 1, 2 ou 3 des traits PGP ciblés
(ACCd, solubilisation du P et production de sidérophores)

Les onze souches possédant les 3 traits PGP criblés ont ensuite été évaluées pour leur aptitude
a produire des auxines. Huit de ces souches possédent cette activité (Tableau 47). Les valeurs
mesurées pour la production d'auxines vont de 16 a 375 ug mg™ de protéine h™t. Parmi ces
souches sont présents les genres Chryseobacterium, Janthinobacterium, Methylobacterium,
Rhodococcus et Streptomyces. La souche de Rhodococcus Al13-23 posséde les traits PGP dont
les valeurs sont les plus élevées en moyenne, avec une production d'ACCd de 1 074 nmol
d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h, des halos de solubilisation du P de 126 mm?
et de production de sidérophores de 76 mm?, et une production auxinique de 196 pg mg*
de protéine h't. A l'inverse, c'est la souche Al13-20 affiliée au genre Janthinobacterium qui
possede les traits PGP dont les valeurs sont les moins élevées, avec une production d'ACCd de
9 nmol d'o-kétobutyrate mg™ de protéine h, une solubilisation du P de 31 mm?
et une production de sidérophores de 21 mm?, et auxinique de 16 pug mg* de protéine h™.

Tableau 47 : Caractéristiques des souches PGPR isolées de la rhizosphére de O. chalcidica
ACCd : production &’ ACCd (nmol d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h*), Phos : solubilisation du P
(mm?), Sidé : production de sidérophores (mm?) et AIA : production d'auxines (ug mg* protéines ht)

Souche PGPR ACCd Phos Sidé AIA
Al13-02: Methylobacterium sp. 120 14 84 172
Al13-08: Rhodococcus sp. 901 14 48 375
Al13-13: Rhodococcus sp. 915 17 52 46
Al13-20: Janthinobacterium sp. 9 31 21 16
Al13-23: Rhodococcus sp. 1074 126 76 196
Al13-24: Chryseobacterium sp. 9 31 24 169
Al13-25: Streptomyces sp. 19 173 104 333
Al13-36: Rhodococcus sp. 836 130 60 77
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1.3. Le potentiel de bioaccumulation de Ni des bactéries PGPR

Les huit souches PGPR retenues ont été testées pour leur capacité a internaliser le Ni présent
dans leur environnement via le mécanisme de bioaccumulation. Pour cela, un dosage de Ni dans
leur compartiment intracellulaire a eu lieu apreés croissance durant 48h a 120 rpm en présence
de 2,5, 5 et 7,5 mM de NiSO4 6H20 (Tableau 48). De maniére générale, plus la concentration
en Ni dans le milieu de culture est élevée, plus les souches ont tendance a l'internaliser dans
leur compartiment intracellulaire. Par contre, une exception peut étre mise en évidence pour
les souches Al13-25 et Al13-36, qui possédent des concentrations en Ni internes équivalentes
en présence de 25 et 5 mM de NiSOs 6H20, et la souche AI13-08, qui posséde
des concentrations en Ni internes équivalentes en présence de 5 et 7,5 mM de NiSO4 6H.0.
De plus, les souches appartenant aux genres Chryseobacterium (Al13-24) et Janthinobacterium
(Al13-20) n'ont pas survécu a une concentration de 7,5 mM de NiSO4 6H.0 en milieu liquide.
Bien que quatre souches de Rhodococcus soient retenues dans ces analyses, elles ne possedent
pas les mémes aptitudes a bioaccumuler le Ni. En effet, pour une concentration en Ni du milieu
de culture de 7,5 mM, les souches Al13-08 et Al13-13 présentent une faible internalisation
de ce métal (4,5 et 7,2 ug Ni mg™ de protéines), la souche Al13-23 une internalisation modérée
(17 pg Ni mg? de protéines) alors que la souche Al13-36 internalise beaucoup plus le Ni
(35 pug Ni mg™ de protéines). C'est cependant la souche de Streptomyces (Al13-25) qui posséde
la meilleure capacité a internaliser le Ni quelle que soit la concentration du Ni présent dans
le milieu de culture, avec une concentration allant jusque 134 pg Ni mg™* de protéines.

Tableau 48 : Bioaccumulation de Ni par les souches PGPR isolées de la rhizosphére

de O. chalcidica
le Ni intracellulaire est donné en pg Ni mg* de protéines, ns : non survie de la souche

Souches PGPR 25mM  5mM 7,5 mM
Al13-02: Methylobacterium sp. 0,57 54 14,0
Al13-08: Rhodococcus sp. 0,59 3,3 45
Al13-13: Rhodococcus sp. 0,57 2,3 7,2
Al13-20: Janthinobacterium sp. 0,49 1,6 ns
Al13-23: Rhodococcus sp. 0,56 3,3 16,8
Al13-24: Chryseobacterium sp. 0,42 2,0 ns
Al13-25: Streptomyces sp. 3,58 3,7 133,9
Al13-36: Rhodococcus sp. 2,75 2,5 34,7
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2. L'effet de PGPR bioaccumulatrice de Ni sur la phytoextraction
par O. chalcidica

2.1. L'effet de I'inoculation sur la plante

Les paramétres biotiques concernant les plantes inoculées ont été ramenés aux valeurs mesurées
pour les plantes non inoculées (Figure 47). Aucune différence significative entre traitement
n'est établie pour ces différents paramétres. Le Ni dosé dans les racines inoculées avec la souche
Al13-23 est supérieur de 35% par rapport a la plante non inoculée alors que la souche Al13-36
augmente la biomasse linéique racinaire. Cependant, de maniére globale, les valeurs sont

les plus élevées en absence d’inoculum, quels que soient les paramétres considérés.

Biomasse
Linéique PR

Biomasse PR Biomasse PA

——Pni PiAI13-13 PiAI13-23 - - - PiAI13-36

Figure 47 : Radar en pourcentage de la moyenne des différents paramétres des plantes récoltées
les pourcentages sont ramenés aux valeurs mesurées pour la modalité Pni (100%) ; PR : parties
racinaires, PA : parties aériennes, TF : facteur de transfert, TC : facteur de concentration ;

Pni : plante non inoculée, PiAI13-13 : plante inoculée avec la souche Al13-13, PiAl13-23 : plante
inoculée avec la souche Al13-23, PiAl13-36 : plante inoculée avec la souche Al13-36 ; n =3
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2.2. L'effet de I'inoculation sur la terre ultramafique

La présence de plante a modifié significativement le Ni extractible au DTPA (17,5 mg kg*
de terre séche en présence de O. Chalcidica et 19,5 mg kg™ de terre séche en absence de plante ;
Tableau 49). Par contre, aucune différence significative n’est observée pour les autres

parametres abiotiques entre les traitements plantés et non plantés.

Tableau 49 : pH, Ni, CEC totale, N et C totaux et C organique des terres de culture
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 12 répétitions

Pots pH Nitotal NiDTPA* Ni CEC CEC totale %N %C %Corg
(mg kg?) (mgkg?) (cmol* kg?') (cmol* kg?)

planté 48+01 462+7 17,7+12 0,03+000 537+033 03+00 39+02 3,7+0,1
nonplant¢ 48+0,1 464+5 195+09 0,03+0,00 539+0,29 03+00 38+0,3 3,8+0,3

*différence significative mise en évidence avec le test de Student (a. = 0,05)

La concentration du Ni en solution n’a pas varié significativement durant la culture
(Figure 48). Cependant, en tendance, quelle que soit la modalité d'inoculation, la concentration
du Ni dans la solution du sol est plus élevée en présence de plante, avec des concentrations
moyennes qui varient de 0,093 pug mL* (PiAI13-13) 40,133 pg mL* (PiAI13-23).
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Temps de culture aprées inoculation (semaines)

=&—Pni PiAI13-13 PiAl13-23 —&—PiAl13-36

—— NPni NPiAI13-13 NPiAI13-23—— NPiAI13-36
Figure 48 : Evolution des concentrations en nickel dans la solution des terres de culture
entre I'inoculation (t = 0 semaine) et la récolte (t = 12 semaines)

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ; n=3
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L’ACP a été effectuée en prenant en compte les 25 variables des parametres abiotiques
et les cing activités enzymatiques microbiennes mesurées sur les terres apreés la récolte (Annexe
8). Le plan F1-F3 explique 48% de la variabilité totale (Figure 49). Selon I'axe F1, les plantes
inoculées par les souches Al13-23 et Al13-36 (abscisses négatives) se discriminent de la plupart
des traitements non plantées (abscisses positives). Globalement, les échantillons qui
correspondent aux sols rhizosphériques sont corrélés positivement avec les activités
enzymatiques microbiennes (ACCd, phosphatase alcaline et 3-glucosidase) alors qu'ils sont
corrélés négativement avec les éléments échangeables ou extractibles a DTPA (Ni, Mg, Na,
Fe). La présence de plante (inoculée ou non) stimulerait donc certaines activités microbiennes
et impliquerait une diminution du Ni biodisponible (Ni-DTPA). Les échantillons issus
des terres plantées non inoculées ou inoculées par la souche Al13-13 ne se discriminent pas sur
le plan F1-F3. La souche faiblement bioaccumulatrice de Ni, Al13-13, n’induit pas
de changement significatif sur les parametres abiotiques et les activités enzymatiques
des terres. De méme, les plantes inoculées par la souche Al13-23 ne sont pas réparties
différemment des plantes non inoculées, ce qui sous-entendrait un effet peu marqué
de la souche Al13-23.

En résumé, en absence d’inoculation (ni), les échantillons issus des sols plantés ou non plantés
ne se discriminent pas clairement. Il n'y aurait donc pas d'effet plante marqué aprés
2 mois de culture. Les échantillons issus des sols plantés ou non mais inoculés par la souche
Al13-13, faiblement bioaccumulatrice de Ni, ne se discriminent pas des témoins non inoculés,
plantés ou non. Les échantillons plantés inoculés par la souche AIl13-23, modérément
bioaccumulatrice de Ni, se discriminent de ceux non plantés inoculés par cette méme souche,
ce qui souligne un impact de la présence de la plante. Par contre, I’inoculation de la plante par
cette souche Al13-23 ne semble pas avoir d’effet (aucune discrimination entre les sols plantés
non inoculés et ceux plantés inoculés par cette souche). Cependant les échantillons de terres
nues inoculés se discriminent de ceux non inoculés sur l'axe F1. Enfin, suite a I’inoculation par
la souche Al13-36, fortement bioaccumulatrice de Ni, les échantillons rhizosphériques inoculés
se discriminent clairement de ceux non plantés et inoculés par cette souche, ce qui traduit
I’impact de la présence de la plante. De plus, la discrimination entre les échantillons plantés
et inoculés par cette souche Al13-36 avec ceux plantés non inoculés souligne un effet

de I’inoculation de O. chalcidica par cette souche.
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Figure 49 : Analyse en Composantes Principales des terres de culture
(A) Coordonnées des individus avec P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé,
: inoculé avec la souche Al13-13, : inoculé avec la souche Al13-23,
IAI113-36 : inoculé avec la souche Al13-36, A, B et C : les différents blocs

(B) Corrélations entre les différentes variables avec XX-DTPA : éléments extractibles au DTPA,

XX-CEC : éléments échangeables, CEC-T : CEC totale, %N : N total, %C : C total
et %Corg : C organique
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2.3. L'effet de I'inoculation sur la structure et la diversité des communautés
bactériennes
L’analyse bioinformatique des données de génomique obtenues par sequencage a haut débit
des échantillons d’ADNs de terres rhizosphériques et non rhizosphériques, inoculées ou non,
aboutit a 1474602 séquences, regroupées sous 2340 OTUs différentes appartenant
a 22 phyla. Les abondances relatives de chaque phyla ont été calculées et les phyla représentés
a moins de 1% dans les différents échantillons ont été regroupés sous la dénomination
"Autres  (<1%)" (Armatimonadetes, Chlamydiae, Cyanobacteria, Elusimicrobia,
Fibrobacteres, GALL5, Latescibacteria, Nitrospirae, Patescibacteria, Rokubacteria,
Spirochaetes, Tenericutes, Verrucomicrobia et WPS-2). Enfin, 0,36% des séquences

n‘ont pu étre affiliées taxonomiquement.

Les huit phyla les mieux représentés sont : Proteobacteria (36,8%) > Actinobacteria (20,8%)
> Acidobacteria (19,6%) > Chloroflexi (6,0%) > Planctomycetes (4,6%) > Gemmatimonadetes
(4,5%) > Bacteroidetes (2,9%) > Firmicutes (1,2%) (Figure 50). Les abondances relatives
des phyla des Acidobacteria, Actinobacteria, Gemmatimonadetes et Planctomycetes
a la récolte, et quels que soient les traitements, sont significativement différentes de celles
a observées en début d’expérimentation avant inoculation (TO0). Elles sont inférieures pour
les phyla des Acidobacteria et Gemmatimonadetes et supérieures pour les phyla
des Actinobacteria et Planctomycetes. Il n’y a pas de différences significatives entre
les abondances relatives a TO et celles des autres phyla. Concernant le phylum
des Gemmatimonadetes, I'échantillon non planté inoculé avec la souche Al13-23 possede
une abondance relative significativement proche de celles retrouvées pour les terres

rhizosphériques de O. chalcidica, inoculée ou non.
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Figure 50 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres a TO et a la récolte,

inoculées ou non par les 3 souches de PGPR

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13, iAI13-23 :
inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ; les lettres différentes
indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test), n =3
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Des correélations de Spearman ont été calculées entre I'abondance relative des 13 phyla
majoritaires et les paramétres abiotiques des terres rhizosphériques (Figure 51). Seules
les corrélations significatives (p < 0,1) ont été retenues. L’abondance relative du phylum
des Gemmatimonadetes est corrélée négativement avec les éléments échangeables des terres :
Ca, K, Mg, Mn et Na. Les abondances relatives des phyla des Acidobacteria
et Planctomycetes sont corrélées négativement avec de nombreuses variables abiotiques mais
montrent une corrélation positive avec le pH. Inversement, les abondances relatives des phyla
Chloroflexi et Proteobacteria sont corrélées négativement avec le pH. L’abondance relative
du phylum des Chloroflexi est corrélée positivement avec le Mg échangeable. Celles
des Proteobacteria sont également corrélées positivement avec I'Al extractible au DTPA,
le Fe et le Ni échangeable et le Corg. Les abondances relatives des phyla des Actinobacteria
et Firmicutes présentent de maniere générale des corrélations positives avec les variables
abiotiques alors qu'inversement celle du phylum des Gemmatimonadetes ne montre que

des corrélations négatives.
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Figure 51 : Matrice de corrélations entre les parametres abiotiques des terres a la récolte
et les huit phyla bactériens majoritaires
basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs correspondent a un coefficient
non significatif (p>0,1) ; %N : % d'azote total, %C : % de carbone total, %Corg : % de C organique,
xx-DTPA : éléments extractibles au DTPA, XX-CEC : éléments échangeables

164



Partie 3 — Résultats

Les indices d'a-diversité (OTUs observées, Chaol et Shannon) ont été calculés pour les terres
rhizosphériques et non rhizosphériques (Tableau 50). Aucune différence significative n'a été
mise en évidence (o= 0,05) entre les différents traitements. Les échantillons comprennent entre
2 143 et 2 266 OTUs sur les 2 340 OTUs observeées. L’indice de Chaol est compris entre 2 230

et 2 301. Ainsi, au minimum, 93% de la diversité réelle de nos échantillons est représentée

( OTUs observées

haol X 100 ). L'indice de Shannon est compris entre 9,37 et 9,75 soulignant

une grande diversité au sein des différents échantillons.

Tableau 50 : Indices d'a-diversité
P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
i1Al13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ;
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions

Echantillon OTUs Chaol Shannon

TO 2143 + 44 2230+ 20 9,73+0,10
Pni 2216 +51 2283 + 32 9,51+0,23
PiAlI13-13 2247 + 46 2286 + 27 9,71 +0,05
PiAl13-23 2235 + 66 2278 £ 51 9,70+0,14
PiAl13-36 2212 + 97 2261 + 68 9,56 £ 0,23
NPni 2244 + 48 2295 + 22 9,68 £ 0,04
NPiAlI13-13 2253 +19 2299 + 21 9,75+ 0,06
NPiAl13-23 2187 +45 2236 +50 9,37 +£0,13
NPiAl13-36 2266 + 17 2301 +20 9,65+0,13
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2.4. L'effet de Il'inoculation sur la diversité fonctionnelle des communautés
bactériennes

Les métagénomes prédits par le package Tax4Fun permettent de retrouver les six grandes
familles de geénes classiques (Figure 52). Ces familles appartiennent aux fonctions
"métabolisme"”, "traitement de [I'information génétique”, "traitement de I'information
environnementale", "processus cellulaires”, "maladies humaines" et "'systéme des organismes".
Aucune différence significative n'est mise en évidence pour les fonctions de traitement
de l'information génétique et environnementale. Les genes liés aux fonctions de métabolisme
et du systéme des organismes sont statistiquement plus abondants pour les quatre modalités
avec plante (inoculée ou non) et pour les terres non plantées inoculées avec la souche Al13-23,
en comparaison de TO. La tendance inverse se retrouve pour les génes liés a la fonction
de processus cellulaire, avec une abondance plus élevée a TO. Concernant les genes liés
a la fonction de maladie humaine, ils sont statistiquement plus abondants a TO que pour

la modalité plantée inoculée avec la souche Al13-36.
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Figure 52 : Abondances relatives (%) des familles de fonctions prédites pour les communautés
bactériennes rhizosphériques des terres de culture
P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ; les lettres
différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (test TukeyHSD), n = 3
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A un niveau plus fin de I'analyse des familles de génes, nous retrouvons 41 KO appartenant aux
six grands groupes fonctionnels. Seuls les KO avec une abondance relative supérieure a 1%
et présentant des différences significatives entre les différentes modalités de I'expérimentation
ont été conserves sur la Figure 53. Ainsi, seules les familles "métabolisme™ et "processus
cellulaires” ont été conservees. La famille liée aux "processus cellulaires” est représentée par
les genes liés a la mobilité cellulaire et a la croissance et mort cellulaire. Ces génes sont
significativement plus abondants a TO que pour les terres apres récolte, qu’elles soient
rhizosphériques ou non. Les genes impliqués dans les fonctions liées au métabolisme sont
les plus nombreux. Ceux liés au métabolisme des terpénoides et polycetides, lipidique,
des xénobiotiques et des autres acides aminés sont significativement moins abondants a TO
que pour les terres apres récolte. Inversement, les genes liés a la biosynthése et au métabolisme
du glycane sont mieux représentés en début d'expérimentation a TO. Le métabolisme
des carbohydrates, qui est le plus abondant, est significativement plus représenté dans les terres
rhizosphériques apres culture (que les plantes aient été inoculées ou non) que dans la terre issue
du prélévement a TO.
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Figure 53 : Abondances relatives (%) des KO majoritaires (>1%) prédits pour les communautés
bactériennes rhizosphériques des plantes hyperaccumulatrices
P : planté, NP : non planté, ni : non inoculée, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
i1Al13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, 1Al13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ; les lettres
différentes indiquent des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (test TukeyHSD), n = 3
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Discussion : Inoculation de Odontarrhena chalcidica
par des bactéries PGPR

Afin de stimuler l'agromine du Ni, une recherche de PGPR dans la rhizosphere
de O. chalcidica a été effectuée. Ainsi, une proportion non négligeable de bactéries NiR existe
dans la rhizosphere de cet hyperaccumulateur. En effet, nous avons retrouvé que 2,25%
des bactéries cultivables étaient résistantes a 2,5 mM de Ni, alors qu’a 10 mM ce pourcentage
chute a 0,7%. Ces résultats sont en accord avec ceux de Aboudrar et al. (2007) et Durand
et al. (2015) qui, au travers de leurs études, obtenaient des pourcentages de bactéries NiR allant
de 81% a 0,5 mM de Ni a 0,76% avec des milieux de culture contenant 10 mM de Ni. Ces
concentrations de Ni peuvent sembler trés élevées (400 a 1 000 fois plus) par rapport
aux concentrations de Ni dans les sols ultramafiques (Bani et al., 2015), mais il est établi qu'une
quantité importante de Ni ajouté au milieu de culture est adsorbée sur la gélose.
En outre, notre choix de concentrations importantes se justifie par le fait que nous souhaitions
étre aussi sélectifs que dans les nombreuses études précédentes quant au criblage de souches
résistantes au Ni (Schlegel et al., 1991 ; Abou-Shanab et al., 2003b ; Turgay et al., 2011 ;
Cabello-Conejo et al., 2014a).

Parmi ces bactéries résistantes, plus des trois quarts (82%) possédent au moins un des traits
PGP criblés. Ceci équivaut donc a 1,85% des bactéries rhizosphériques cultivables.
Nos résultats sont ainsi en accord avec la littérature qui souligne que 2 a 5% des rhizobactéries

cultivables ont un potentiel PGPR (Antoun et Kloepper, 2001).

Les PGPR peuvent appartenir a de nombreux genres bactériens (Kloepper et al., 1989 ; Glick,
1995 ; Benizri et al., 2001 ; Madhaiyan et al., 2006 ; Jha et Saraf, 2015) et ont été, dans notre
travail, affiliées aux genres Chryseobacterium, Dyadobacter, Janthinobacterium,
Methylobacterium, Rhodococcus, Shinella, Streptomyces et Tardiphaga. Parmi ces genres, cing
possédent les quatre traits PGP ciblés, a savoir une activitt ACCd, une production
de sidérophores, une capacité a solubiliser le phosphore et une production de composés

auxiniques.
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Le genre Rhodococcus est affilie au phylum des Actinobacteria et a la famille
des Nocardiaceae. Les capacités PGPR du genre Rhodococcus sont connues avec
une production de composés auxiniques, une solubilisation du P, une activité ACCd ou encore
une production de sidérophores (Belimov et al., 2005 ; Qaisrani et al., 2014), ce qui correspond
aux traits PGP que possedent les 3 souches de Rhodococcus retenues. Belimov
et al. (2005) ont mis en évidence une production de 35 pg AIA mg? de protéines
et de 10,5 uM d'a-kétobutyrate mg™ de protéine h, ce qui confirme les résultats obtenus pour
les 3 souches de Rhodococcus isolées, avec respectivement de 0,4 a 73 pg AIA mg?
de protéines pour la production de composés auxiniques et de 0,7 a 10,5 uM d'a-kétobutyrate
mg* de protéine h pour l'activité ACCd. Alvarez-L6pez et al. (2016b), aprés une inoculation
de Nicotiana tabacum par une souche de R. erythropolis ont mis en évidence une plus forte
accumulation de Cd et Zn par cette plante, du fait, en partie, des propriétés PGPR de la bactérie
retenue dans leur étude. Cette souche a également exprimé son effet PGPR lors de la culture
de plantes hyperaccumulatrices de Cd et Zn comme Sedum plumbizincicola (Liu et al., 2015)
ou d'As telle Pteris vittata (Yang et al., 2012).

Bien que quatre souches appartenant au genre Rhodococcus aient éte isolées et présentent,
d’une part, une résistance au Ni et d’autre part, des propriétés PGPR, elles ont montré
des aptitudes différentes a bioaccumuler le Ni dans leur compartiment intracellulaire. L'espéce
considérée peut étre a 1’origine de cette internalisation plus ou moins importante.
En effet, il a été démontré qu'une espece du genre Rhodococcus, Rhodococcus rhodochrous,
posséde le transporteur de Co?* NhIF, qui a une grande similarité avec la Ni perméase HoxN,
et permet donc & la fois d'internaliser du Co et du Ni dans la cellule (Degen et al., 1999).
En présence uniquement de Ni, cette souche posséde donc une meilleure aptitude
a bioaccumuler le Ni dans son compartiment intracellulaire. Dans notre étude, la souche
Al13-36 est celle qui est la plus @ méme a bioaccumuler le Ni et pourrait posséder ce type
de transporteur. Nous avons choisi de conserver ces 3 souches de Rhodococcus, dans la suite
de notre étude, pour définir si une souche PGPR, plus ou moins fortement accumulatrice

de Ni, peut modifier I'nyperaccumulation du métal par la plante elle-méme.
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L’inoculation de PGPR est une stratégie envisageable pour augmenter les performances
des plantes hyperaccumulatrices et le rendement de 1’agromine. Dans leur méta-analyse,
Sessitsch et al. (2013) ont rapporté des résultats contrastés des effets de I’inoculation avec
des souches PGPR sur les performances de différentes espéces veégétales, observant tant6t
une augmentation de la biomasse aérienne (68% des cas), tantét une diminution (3% des cas),
ou encore aucun effet (29% des cas). Les essais menés par Alvarez-Lopez et al. (2016b) avec
Nicotiana tabacum ont montré qu’une souche de Rhodococcus erythropolis PGPR peut
engendrer une meilleure accumulation de métaux lorsque 1’inoculation est faite au niveau
du collet mais qu’elle reste sans effet lorsque 1’inoculum est introduit directement dans la terre.
Dans notre travail, I”hyperaccumulateur O. Chalcidica inoculé avec des souches PGPR isolées
de la rhizosphére n’a montré aucune modification de sa production de biomasse
et de la concentration du Ni dans ses tissus. La concentration de I’inoculum était pourtant
conforme a celles classiquement utilisées lors des expérimentations testant des PGPR et était
beaucoup plus élevée que dans I’expérience de Alvarez-LApez et al. (2016b) (170 fois). Ainsi,
nos résultats reflétant une absence de réponse de O. Chalcidica a I’inoculation correspondent
au tiers des situations rapportées par Sessitsch et al. (2013) et refletent la complexité
des interactions plante-microorganismes, amplifiée ici par la particularité des plantes

hyperaccumulatrices.

L’accumulation du Ni est I’expression d’'une gamme de propriétés liées au sol et a la plante.
En ce qui concerne le sol, la fertilité physique et chimique est importante pour le développement
des racines et la nutrition de la plante. La disponibilité du métal est aussi une propriété
essentielle dans le contexte d’agromine, car elle contrdle les flux de Ni vers les surfaces
racinaires et son absorption (Bani et al., 2015). Les souches PGPR peuvent modifier
la disponibilité du Ni dans le sol, comme cela a été montré avec O. chalcidica inoculé
avec une souche PGPR (Abou-Shanab et al., 2003a ; Becerra-Castro et al., 2013 ;
Durand et al., 2015).
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Dans notre expérience, nous observons que la concentration du Ni extractible au DTPA,
observée en fin d’expérience, est diminuée par la présence de la plante. Cependant,
I’inoculation est restée sans effet sur ce paramétre. Cette diminution est le résultat de
I’épuisement par 1I’hyperaccumulateur de la fraction biodisponible du métal. Nous avons aussi
observé des fluctuations de la concentration du Ni en solution au cours du temps.
Elles montrent que la dynamique de I’élément est complexe et fortement modifiée par
la présence de la plante. La concentration en solution a une période donnée dépend a la fois
d’un effet direct de la plante en fonction de ses besoins en Ni, et d’un effet indirect par
la modification de parametres physico-chimiques par les racines actives. Ainsi de faibles
concentrations en solution ont été observées apres une période de forte demande de la plante,
et des concentrations plus élevées ultérieurement en fin d’expérience, lorsque que la plante
préleve moins ou plus du tout. Mais I’acidification de prés d’une unité pH enregistrée en

présence de plante a pu largement contribuer a la mise en solution du Ni (Babich et al., 1980).

Bien que caractére bioaccumulateur du Ni par les souches PGPR n’a pas eu d’influence sur
I’accumulation du métal par la plante inoculée, il est a I'origine du changement de dynamique
du Ni dans le sol et, en particulier, la fraction extractible au DTPA. En effet, la souche
faiblement bioaccumulatrice de Ni (Al13-13) n’a pas eu d’effet, tandis que la souche fortement
bioaccumulatrice (Al13-36) a engendré une diminution du Ni extractible au DTPA dans
la rhizosphere des plantes inoculées. Il faut admettre que cette derniére s’est implantée
durablement dans la rhizosphere de O. chalcidica et qu’elle est a 1’origine d’une augmentation
d'activités enzymatiques microbiennes telles la phosphatase alcaline, la [-glucosidase
et 'ACCd. La forte activite ACCd et la grande capacité a solubiliser le P pourraient expliquer
que ces activités enzymatiques soient plus élevées dans les terres rhizosphériques de cette
modalité. Elle induirait aussi une augmentation du pourcentage en C total et du pH. De plus,
I'activité ACCd conduisant a la dégradation de I'ACC en source de C et N expliquerait
également le fait que cette modalité soit correlée a un pourcentage de C total élevé dans
ces rhizospheéres des plantes inoculées par cette souche (Glick, 2014)

Les valeurs les plus faibles de Ni extractible au DTPA observées dans les terres rhizosphériques
de O. chalcidica inoculée par la souche bioaccumulatrice Al13-36 démontrent qu’il pourrait
y avoir une interaction forte entre la plante et la bactérie qui se traduit par une compétition pour
le Ni. Les concentrations du Ni dans la plante (PA et PR) sont similaires avec ou sans inoculum.
Ainsi, il est possible que la demande de la bactérie en Ni ait pénalisé la plante qui n’a pas pu

"sur-accumuler" le Ni.
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L’inoculation de O. chalcidica par la souche Al13-23 n'engendre aucune discrimination
vis-a-vis de O. chalcidica non inoculée. Cependant, il est possible d’observer
une discrimination entre les échantillons non plantés inoculés avec la souche de Rhodococcus
Al13-23 en comparaison de ceux non plantés et non inoculés. De plus, les terres sans plante
et inoculées avec cette souche ne possedent pas la méme diversité bactérienne que les autres
terres nues, inoculées ou non. Ainsi, cette souche a eu la capacité de s'implanter dans
les terres sans présence de plante, ou la compétition bactérienne est moins rude que dans
I'environnement rhizospherique. La présence de la souche Al13-23 dans les terres sans plante
a induit une diminution de Il'abondance relative du phylum des Gemmatimonadetes. Or,
il a été démontré que ce phyla est sensible a la présence de métaux (Guo et al., 2017),
et c'est pour les terres non plantées inoculées par la souche Al13-23 que les métaux

sont les plus présents.

Concernant les rhizosphéres de O. chalcidica, I'inoculation des souches PGPR n'a pas induit
de changement drastique, ni dans la diversité bactérienne, ni dans les fonctions prédites. Ceci
est encourageant dans le cadre d’une stratégie d'agromine couplée a une approche
de bioaugmentation. En effet, des changements de la structure et diversité bactériennes
éventuellement induits suite a lI'inoculation de bactéries PGPR peuvent ne pas étre souhaitables
si ces inoculations induisaient la perte d’especes indigenes importantes et de leurs fonctions,
ce qui pourrait affecter le fonctionnement biologique du sol et le développement des cultures
mises en place (Roesti et al., 2006). Cependant, les analyses n'ont pas été faites directement
apres inoculation des milieux mais 2 mois aprés. L'impact de I'inoculation sur les communautés
microbiennes a donc pu étre atténué. Le processus de résilience permettrait d'expliquer cela,
impliquant un retour de la communauté microbienne a sa composition d'origine aprés avoir été
perturbée (Allison et Martiny, 2008) ; cette potentielle perturbation étant engendrée, dans notre

travail, par une inoculation.
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Conclusion

La compétition pour le Ni entre les plantes hyperaccumulatrices et les bactéries est une question
essentielle dans une optique d’inoculation de PGPR pour I’optimisation de 1’agromine.
Les bactéries les plus représentées dans la rhizosphere de O. chalcidica sont affiliées au genre
Rhodococcus. Trois des souches de Rhodococcus isolées de sa rhizosphere possédent les quatre
traits PGP criblés et présentent un profil de bioaccumulation du Ni différent, allant d'une faible
bioaccumulation a une forte bioaccumulation de Ni. Nous avons testé en conditions controlées
la réponse de la plante hyperaccumulatrice de Ni, inoculée par une bactérie bioaccumulatrice

et choisie pour sa large gamme de traits PGP.

Nous montrons que la souche, fortement bioaccumulatrice de Ni, modifie la dynamique du Ni
dans le sol par la diminution qu'elle engendre sur la fraction extractible du Ni. La plante quant
a elle ne montre aucun changement dans sa capacité a accumuler le Ni. Il existe bien
une compétition pour le Ni entre la plante et la bactérie inoculée. Celle-ci n'a par ailleurs
pas montré les effets PGPR attendus.

Ainsi, pour une amélioration des rendements en Ni phytoextraits par les hyperaccumulateurs,
il convient de cibler le potentiel de bioaccumulation des souches PGPR a inoculer pour étre
certain que le microorganisme introduit ne freine pas I'hyperaccumulation de métaux par

la plante.
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Conclusion gén¢rale et perspectives

Alors que la flore des environnements ultramafiques est bien caractérisée, la microflore
hébergée dans la rhizosphere des hyperaccumulateurs reste mal connue. De plus,
le déterminisme de la structuration et de la diversité bactérienne fait I'objet, dans la littérature,
de controverses quant aux facteurs impliqués, e.g. le climat, I'espece végétale, le type de sol.
La description des cycles biogéochimiques du Ni dans les systémes hyperaccumulateurs sols
ultramafiques ainsi que le développement de l'agromine nécessitent une connaissance
appronfondie des interactions sol/racines/microorganismes et de leurs conséquences sur

les flux de Ni vers et dans la plante.

Dans ce contexte, cette these s'est proposée de relever deux défis. Le premier a été de cerner
le déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique de plantes hyperaccumulatrices
de Ni.Le second défi a été de tester I'intérét de souches PGPR pour optimiser lI'agromine,

en s'attachant a I'importance des interactions rhizobactéries/hyperaccumulateurs/Ni.

Ainsi, la démarche s'est appuyée sur i) la prospection de régions ultramafiques sous deux
climats contrastés en vue de sélectionner des hyperaccumulateurs, ii) la caractérisation
des plantes et terres rhizosphériques prélevées et de la microflore associée, iii) la mise
en ceuvre d'approches de biologie moléculaire et d'analyses bioinformatiques pour cerner
le déterminisme et les fonctions potentielles des communautés bactériennes, iv) I'isolement
et I'identification de bactéries PGPR bioaccumulatrices de Ni, enfin v) un test d'optimisations

de I'agromine avec I'nyperaccumulateur O. chalcidica inoculé par ces bactéries PGPR.

La premiére étape de cette recherche a permi de montrer que le déterminisme de la diversité
des communautés bactériennes rhizosphériques en milieu ultramafique dépend étroitement

de I'échelle spatiale considérée.

Par la caractérisation de la structure et de la diversité des communautés bactériennes dans quatre
régions de latitudes différentes, nous montrons ainsi que, a échelle mondiale, I'influence
indirecte du climat sur la flore ultramafique est le facteur principal
qui détermine la diversité des communautés bactériennes. La diversité taxonomique
(appréhendée par I’indice de Shannon) est plus faible pour les régions de faibles latitudes
(climat tropical) alors qu'elle augmente pour celles des latitudes proches de 40° (climat
méditerranéen). La latitude, qui integre a la fois le type de climat et le type de végétation,

est donc a ’origine du déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique.
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Pour le confirmer, il serait alors nécessaire d'étendre [’étude de la caractérisation
de la diversité bactérienne a d'autres régions ultramafiques, sous d’autres latitudes, telles
que les zones ultramafiques des Philippines (latitude 14°N), de Goias au Brésil (latitude 15°S)
ou de Nouvelle Calédonie (latitude 20°S). Sur la base d’une collection d'échantillons provenant
d'un panel de zones ultramafiques plus large, il serait possible de construire un modeéle prédictif
de la diversité bactérienne (appréhendée par 1’indice de Shannon) selon la latitude. 1l serait
également envisageable de mieux cerner l'influence du climat sur la diversité bactérienne
rhizosphérique. Alors que le climat est le premier facteur régissant I'implantation des couverts
végétaux, il n'a pas été possible, dans le cadre de cette these, d'évaluer qui du climat
ou de l'espece végétale, participe le plus a la structuration des communautés bactériennes.
Pour éclaircir ce point, nous pourrions imaginer la mise en place d’expérimentations a 1’image
de celles conduites par Bonnier (1887), qui consisteraient soit i) a soumettre, en conditions
contr6lées, une méme plante hyperaccumulatrice de Ni a deux types de climats, a savoir
méditerranéen et tropical, et de comparer ensuite la diversité des communautés bactériennes
de sa rhizosphére soit ii) a envisager la caractérisation de la diversité des communautés
bactériennes dans la rhizosphére d’une plante donnée, capable de se développer sur un gradient
altitudinal important (et donc un climat différent) afin d'observer une modification éventuelle
de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques. Ce dernier point renvoie
a la notion de "plantation comparative" a 1’aide de "jardins communs" (Lefévre et al., 2015),
qui est ’outil le plus classique de la mesure de la diversité génétique de caractéres adaptatifs
et de leur plasticit¢ des végétaux. Néanmoins, il conviendrait de s’assurer, sur la base
de différents caractéres phénotypiques (taille des individus végétaux, surfaces foliaires
photosynthétiques, qualité et quantité de la rhizodéposition), de I’absence de toute plasticité
phénotypique pour ’ensemble des caractéres retenus du génotype étudié, afin d’étre a méme
de ne cerner que I’effet du climat (ici Paltitude). Cette perspective apparait donc difficile

a envisager directement car elle nécessite de nombreuses mesures préalables.

A échelle plus restreinte, celle d'une région climatique, la physico-chimie des sols
ultramafiques est le principal déterminant de la structure et de la diversité
des communautés bactériennes, tandis que la nature de la plante hyperaccumulatrice n'exerce

qu'une faible influence.
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La comparaison de la diversité bactérienne de terres rhizosphériques et de terres
non rhizosphériques permettrait certainement de préciser le rdle de la plante
hyperaccumulatrice dans la sélection de bactéries spécifiques a son environnement racinaire.
Il serait alors possible de mieux discriminer I’influence des parameétres physico-chimiques
des terres sur la diversité bactérienne, considérés seuls (terres non rhizosphériques)
ou modulés par la présence de la plante (terres rhizosphériques). Cela serait facilement
envisageable dans la région des Balkans, ou la végétation est peu dense. Cependant, sous climat
tropical, le couvert végétal est d'une telle densité, que la végétation forme un tapis racinaire
sur l'ensemble du territoire, impliquant 1’absence de sol strictement non rhizosphérique.
Pour pallier ce probléme inhérent aux climats tropicaux, la mise en place d’expérimentations

conduites en mésocosmes serait une alternative possible.

Nous avons montré aussi que R. bengalensis exerce une influence largement supérieure
a celle du sol sur la microflore bactérienne. La plante parait s'entourer, dans
son environnement rhizosphérique, d'un cortege bactérien qui semble lui étre propre. Nous
avons émis plusieurs hypothéses pour expliquer cette particularité (e.g. transpiration élevée
de la plante qui induirait une ambiance physico-chimique spécifique, exsudats racinaires
qui favoriserait un cortége microbien particulier), mais les mécanismes sous-jacents
mériteraient d'étre élucidés. Plusieurs voies de recherche pourraient étre envisagées.
Une premiére serait d'étudier, in situ, la diversité bactérienne rhizosphérique de populations
de R. bengalensis sur sols non ultramafiques, e.g. des populations dites "facultatives".
Ceci permettrait, en comparaison avec nos résultats obtenus sur sols ultramafiques,
de confirmer ou non, si cette espéce est a méme de sélectionner un cortege microbien
particulier, quelle que soit la physico-chimie du sol, comme en particulier, la concentration
du Ni. Il serait également possible d'effectuer une expérimentation de "transplantation
réciproque”, en utilisant des individus de R. bengalensis issus de sols ultramafiques
et non ultramafiques, plantés sur les deux types de sols. Ceci permettrait de cerner
si les espéces issues de sols ultramafiques possédent une diversité bactérienne proche,
quel que soit le type de sol, et inversement, ce qui permettrait au final d’affirmer ou non
si R. bengalensis sélectionne un microbiome identique quels que soient son origine

et son support de culture.
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Pour une approche a finalité plus appliquée, nous avons engagé le criblage de bactéries PGPR
pour optimiser 1’agromine. L’objectif était ici de répondre a la question, a ce jour jamais
abordée dans la littérature, de la potentielle compétition pour le Ni entre une plante
hyperaccumulatrice de Ni et des souches PGPR bioaccumulatrices de Ni. Alors que la souche
PGPR fortement bioaccumulatrice de Ni n’a pas eu d’influence sur 1’accumulation du métal
par la plante inoculée, elle a modifié significativement la dynamique du Ni dans le sol par
la diminution qu'elle engendre sur la fraction extractible du Ni. Il existe donc une interaction
forte entre la plante et la bactérie qui se traduit par une compétition pour le Ni. Il semble
cependant nécessaire de réitérer [ 'expérimentation d'inoculation de O. chalcidica avec les trois
souches de Rhodococcus PGPR selectionnées. Dans la mesure ou il pourrait exister une certaine
spécificité entre ’aptitude d’une souche bactérienne a coloniser un sol et la rhizosphére
d’une plante, une nouvelle expérience pourrait étre mise en place en choisissant de conduire
la culture de O. chalcidica sur un sol albanais a partir de graines prélevées sur des individus
se développant dans cet environnement. En effet, Il'implantation des souches PGPR
(la rhizocompétence) pourrait étre optimale dans leur environnement d'origine et les souches
inoculées montrer une meilleure colonisation de la rhizosphere de I'écotype de O. chalcidica
dont elles sont issues. De plus, il peut étre envisagé de modifier génétiqguement les trois souches
de Rhodococcus retenues pour leur faire exprimer la green fluorescent protein (protéine GFP
isolée de la méduse Aequorea victoria, émettant une fluorescence sous UV) afin d'effectuer
un suivi dans le temps de la potentielle colonisation et survie des souches PGPR dans les terres

inoculées, avec ou sans présence de racines de O. chalcidica.

Nos travaux ont mis en évidence une internalisation du Ni par certaines souches PGPR
étudiées. La localisation cellulaire du Ni chez la souche de Rhodococcus capable
de le bioaccumuler devrait étre précisée. Pour cela, il conviendrait d’envisager
une fragmentation cellulaire qui permettrait de doser le Ni dans différents compartiments
bactériens : cytoplasme, périplasme et membranes. Une approche de microscopie électronique
a transmission couplée a I'analyse de spectroscopie des rayons X, déja initiée en fin de these,
pourrait permettre de localiser plus finemenet le Ni dans la cellule. L'application en MET serait
envisagée, a la fois pour une analyse des cellules bactériennes entiéres, mais aussi uniqguement
sur les fractions membranaires. Ceci permettrait de discerner si c'est un processus
de bioaccumulation qui est observé chez Rhodococcus, avec une internalisation du Ni,

et/ou s’il s’agit d'adsorption du métal sur les membranes bactériennes.
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L'inoculation de I'hyperaccumulateur O. chalcidica n'a pas induit de changements
significatifs au niveau des communautés bactériennes telluriques, que ce soit en termes
de diversité bactérienne ou fonctionnelle. De plus, cette inoculation n’a pas eu d’effet
sur I'hyperaccumulation du métal par la plante mais il serait possible d'étudier I'impact
d'une inoculation de bactérie PGPR bioaccumulatrice de Ni sur I'expression des génes chez
O. chalcidica. Ceci permettrait d'évaluer cet effet sur la plante elle-méme, par comparaison
du transcriptome des plantes en utilisant la stratégie de RNAseq. Il serait également possible
de visualiser si une inoculation de bactéries PGPR peut entrainer une plus forte expression
des transporteurs du Ni chez I'hyperaccumulateur ce qui induirait une augmentation

de I'nyperaccumulation, déja observée dans plusieurs études.

Nous avons établi que la mise en place de I’agromine en climat tropical serait deux fois plus
efficiente, en termes de rendements en Ni, que I'agromine développée en Albanie
(Lopez et al., 2018). Il apparait donc important de développer la phytextraction du Ni couplée
a la bioaugmentation pour I'agromine en climat tropical. Le criblage de bactéries PGPR a été
également mené durant cette thése (mais non présenté) a partir de la rhizosphére
de R. bengalensis et P. securinegoides. L'étude directement sur le terrain, en Malaisie,
pour améliorer les rendements en Ni par ces deux hyperaccumulateurs, via une inoculation

de bactéries PGPR, s'avére indispensable désormais.

La caractérisation des communautés bactériennes de la rhizosphére de plantes
hyperaccumulatrices endémiques aux régions ultramafiques, ainsi que des parameétres
a l’origine de sa diversité, était jusqu’a ce jour peu abordée. Ce doctorat a contribué
a une meilleure connaissance des acteurs microbiens en interaction avec ces plantes
particulieres. Cependant, de nouveaux questionnements ont été soulevés. Ainsi,
il conviendrait de poursuivre les travaux entrepris afin d’aboutir a une meilleure compréhension
du role de l'ensemble de ces acteurs et de leurs interactions, afin d’aboutir

a une gestion optimisée des parcelles d'agromine.
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Annexe 1 : La diversité des communautés bactériennes en climat
tempéré (Grece)

1. La caractérisation des échantillons

1.1. Les sites sélectionnés
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Figure 54 : Carte geographqujé des 5 S|tes de prelevements

Tableau 51 : Sites, espéces et codes des plantes hyperaccumulatrices prélevées
Site  Appellation Altitude (m) Plantes et codes

01 Koutsoufliani 1000 O. chalcidica (Oc-01a, Oc-01b)

02 Limni 5 O. muralis s.I. (Om-02a, Om-02b, Om-02c)

03 Malakasi 1680 B. tympheae (Bt-03)

04 lle dEubée 35 L. emarginata (Le-04a, Le-04b), Noccaea sp. (No-04),
O. chalcidica (Oc-04)

05 Trigona 860 C. thracica (Ct-05), L. emarginata (Le-05)

Tableau 52 : pH, N et C totaux et C organique des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.l.,
Oc : O. chalcidica
Echantillon _pH %N %C %Corq

Oc-0la 8.03 0363 7.083 3.680
Oc-01b 732 0195 2544 2,483
Om-02a 781 0214 2566 2,633
Om-02b 8,08 0,206 3,141 2,890
Om-02c 8,16 0,161 2,013 1,972
Bt-03 6,65 0593 7,010 6,524
Le-04a 6,83 0555 7913 7,177
Le-04b 707 0335 4123 3913
No-04 746 0427 5535 5,228
Oc-04 8,15 0141 1622 1,426
Ct-05 7,08 0411 5,080 4,943
Le-05 6,34 0842 9,387 8,924
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Tableau 53 : Eléments totaux des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.1.,
Oc : O. chalcidica

Echantillon Al Ca Fe K Mg P
(mgg") (mgg") (mgg") (mggh (mgg?) (ugg™)

Oc-01a 22 26 34 3.1 53 366
0c-01b 31 53 89 1,6 64 501
Om-02a 75 3.4 45 1,5 146 240
Om-02b 4,8 6,8 66 1,4 133 190
om-02c 9.8 2,6 76 2.3 102 193
Bt-03 32 6.5 52 43 35 727
Le-04a 10 4,6 71 2.1 57 586
Le-04b 5,9 2,5 73 1,4 101 415
No-04 6.3 6,1 69 1,7 95 368
Oc-04 6.3 2.4 83 1.3 90 135
Ct-05 13 3,4 71 1,7 53 915
Le-05 12 45 86 2.7 48 1468

Tableau 54 : Eléments traces métalliques totaux des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.1.,

Oc : O. chalcidica

Echantillon Mn Co Cr Cu Ni Zn
(mgg™) (Mggh) (ugg?) (Mggh) (mgg?h) (ugg™)
Oc-0l1a 0.7 40 155 34 0.6 53
Oc-01b 1,5 121 333 71 1.8 84
Om-02a 1,5 114 297 14 1,4 77
Om-02b 1,4 145 169 21 1,9 65
Om-02¢c 1,4 131 275 16 2,5 71
Bt-03 2.3 56 400 37 0,8 120
Le-04a 1,3 122 385 24 2,8 101
Le-04b 1,8 137 315 16 3,2 84
No-04 1,1 113 394 16 2,9 76
Oc-04 1,4 138 467 11 3,7 68
Ct-05 1,4 126 368 13 2,5 91
Le-05 1,1 98 416 31 3,2 218

Tableau 55 : Métaux extractibles au DTPA des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.1.,

Oc : O. chalcidica

Echantillons Mn Fe Co Ni Cu Zn Pb
(Mo g?h) (Mgg?h) (ugg?h) (ngg?h) (ngg?h) (ugg?h) (ugg?h)
Oc-0la 24 14 0.8 39 1.1 1.5 0.3
Oc-01b 19 47 1,0 97 43 1,0 0.3
Om-02a 42 23 2.2 20 0,9 1,9 1,0
Om-02b 29 19 1,8 23 0,9 1,5 0,6
Om-02¢ 45 20 2.4 24 0.6 0.6 0.4
Bt-03 53 54 0,5 133 1,6 2.8 1,0
Le-04a 68 77 32 400 1.2 9.1 1,8
Le-04b 29 50 1,3 137 09 3,6 0,7
No-04 60 23 3.6 82 0.9 25 0.8
Oc-04 14 53 0,6 51 0,3 0,7 <LO
Ct-05 54 46 2.9 343 13 4,7 05
Le-05 87 89 3.2 296 55 52 03




Tableau 56 : CEC totale et éléments échangeables des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.1.,
Oc : O. chalcidica

Annexes

Echantillons CEC totale Ca K Mg Mn Ni
(cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?) (cmol* kg?)

Oc-01a 25 20 0.54 3.1 0,005 <LO
Oc-01b 34 9,9 0,22 21 0,007 0,066
Om-02a 21 10 0,36 7.3 0,006 <LO
Om-02b 21 11 0,48 7.4 0,003 <LO
Om-02c 20 54 0,56 9,8 0,013 <LO
Bt-03 20 14 0,62 3.0 0,076 0,096
Le-04a 37 10 0,77 20 0,044 0,095
Le-04b 29 8,1 0,89 16 0,007 0,040
No-04 34 15 1,04 14 0,014 0,009
Oc-04 34 79 1,46 20 <LO 0,015
Ct-05 37 8.6 0,47 23 0,030 0,102
Le-05 51 15 3,02 28 0,162 0,251

1.2. L'hyperaccumulation du Ni par les plantes echantillonnées

Tableau 57 : Macronutriments des parties aériennes et racinaires
des plantes hyperaccumulatrices

PA : parties aériennes, PR : parties racinaires, Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata,
No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.I., Oc : O. chalcidica
Echantillons Partie Ca

(mgg?h (mgg™h

K

Mg

(mggh (ugg?h) (ugg?)

P

S

Oc-01a
Oc-01b
Om-02a
Om-02b
Om-02c
Bt-03
Le-04a
Le-04b
No-04
Oc-04
Ct-05
Le-05

13
10
14
11
59
8,5
7.8
4,2
3,0
4,8
12
6,7
10
6,5
8,7
75
12
15
58
2,2
12
78
15
15

1.8
13
29
1,8
18

2,5
3,8
20

5.9
2,5
1,6
1,9
3,3
0.8
2,0
17
4,2
7.1
5,8
8.2
5,8
3,9
3,2
2,6

1.5
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WWRRPORPWRPRNWNWRWRRPRPRONPRPWONW
oo hoo O wwNOUTRUINN

Tableau 58 : Micronutriments des parties aériennes et racinaires
des plantes hyperaccumulatrices
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PA : parties aériennes, PR : parties racinaires, Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata,
No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.I., Oc : O. chalcidica

208

Echantillons Partie Al Cr Co Ni Cu Zn
(M99 (Mog?h) (Mog?h) (Mag?h) (Mog?) (uggh)
Oc-0la PA 96 <LO 26 4446 3.6 126
PR 1095 7.8 <LQO 1248 41 84
Oc-01b PA 291 3,6 13 13385 1,8 146
PR 572 7.0 3,9 2560 3,4 86
Om-02a PA 443 21 11 165 <LQ 14
PR 50 3,6 <LQ 18 <LQ <LO
Om-02b PA 152 3,0 12 3696 1,7 61
PR 697 35 24 1066 3,5 34
Om-02c PA 278 9.4 6.3 1519 1.6 23
PR 106 7,0 2,7 798 1,4 21
Bt-03 PA 417 7.4 3,0 3203 39 131
PR 523 11 2.6 2339 3.2 112
Le-04a PA 143 5,6 7.9 14864 25 191
PR 59 1,7 <LQ 3692 1.8 99
Le-04b PA 49 <LO <LO 3546 19 70
PR 121 5,4 2,5 2366 2,3 57
No-04 PA 318 12 6.6 6810 2.3 327
PR 507 32 10 2724 <LQ 876
Oc-04 PA 256 24 8.6 2112 <LO 46
PR 707 67 11 508 <LQ 15
Ct-05 PA 203 6,7 5,4 2756 5,1 55
PR 390 14 5,9 2214 8,0 49
Le-05 PA 29 <LO 63 11243 21 176
PR 413 18 11 3583 2.9 118

Tableau 59 : Facteur de bioconcentration (BCF) et de transfert (TF)

des hyperaccumulateurs

Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.1.,

Oc : O. chalcidica

Echantillon BCF TF
Oc-0l1a 115 3,6
Oc-01b 138 5,2
Om-02a 8,1 9,2
Om-02b 161 3,5
Om-02c 63 19
Bt-03 24 14
Le-04a 37 4,0
Le-04b 26 15
No-04 83 2,5
Oc-04 41 4,2
Ct-05 8,0 1,2
Le-05 38 3.1
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2. La diversité bactérienne des plantes hyperaccumulatrices de Ni
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Figure 55 : Abondance relative des phyla majoritaires des terres rhizosphériques
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.l., Oc : O.
chalcidica, Autres regroupe les phyla possédant une abondance relative <1% : Armatimonadetes, BJ-
169, BRC1, Caniatus Berkelbacteria, Chlamydiae, Chlorobi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,
Elusimicrobia, FBP, FCPU426, Fibrobacteres, Gracilibacteria, Hydrogenedentes, Ignavibacteriae,
Latescibacteria, Microgenomates, Omnitrophica, Parcubacteria, Peregrinibacteria, Saccharibacteria,
Tectomicrobia, Tenericutes, TM6, WS2, WS6, WWE3

Tableau 60 : Indices d'a-diversité
Bt : B. tympheae, Ct : C. thracica, Le : L. emarginata, No : Noccaea sp., Om : O. muralis s.l.,
Oc : O. chalcidica
Echantillons OTUs Chaol Shannon
Oc-01la 3031 3394 9.66
Oc-01b 2433 2867 9.29
Om-02a 2578 2897 9.38
Om-02b 2526 2863 9.33
Om-02c 1615 2136 9.07

Bt-03 3549 3804 9.83
Le-04a 2543 3269 9.42
Le-04b 2802 3338 9.65
No-04 3051 3487 9.83
Oc-04 2737 3134 859
Ct-05 3007 3447 9.55
Le-05 2698 3029 9.45
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Annexe 2 : Affiliations taxonomiques relatives au réseau d'OTUs

N |
Nﬂf@\ / ANNN
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@ Acidobacteria © Chloroflexi @ Nitrospirae
© Actinobacteria O Firmicutes © Proteobacteria
O Bacteroidetes @ Gemmatimonadetes @ \errucomicrobia
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1%  2,5%

Figure 56 : Détail du réseau basé sur les OTUs >1% d‘abondance relative dans les terres
rhizosphériques d'Albanie (en rouge), de Grece (en orange), d'Indonésie (en bleu)
et de Malaisie (en violet)
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Tableau 61 : Détail de I'affiliation taxonomique des OTUs

Annexes

Numéros Phylum Classe Ordre Famille Genre

OoTU

1875 Acidobacteria Blastocatellia Blastocatellales Blastocatellaceae 11-24
3,18,24, Acidobacteria Blastocatellia Blastocatellales Blastocatellaceae RB41

54,72, 98,

183 et 209

26 et 125  Acidobacteria Subgroup_2 Subgroup_2_or Subgroup_2_fa Subgroup_2_ge
82et260 Acidobacteria Subgroup_5 Subgroup_5_or Subgroup_5_fa Subgroup_5 ge
22 et217  Acidobacteria Subgroup_6 Subgroup_6_or Subgroup_6_fa Subgroup_6_ge
393 Actinobacteria Acidimicrobiia Acidimicrobiales uncultured uncultured_ge
33 Actinobacteria Actinobacteria Frankiales Frankiaceae Jatrophihabitans
66 Actinobacteria Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae Geodermatophilus
1937 Actinobacteria Actinobacteria Frankiales Geodermatophilaceae Modestobacter
53 Actinobacteria Actinobacteria Propionibacteriales Propionibacteriaceae Microlunatus
138 et 312 Actinobacteria Actinobacteria Streptomycetales Streptomycetaceae Streptomyces
28 Actinobacteria MB-A2-108 MB-A2-108_or MB-A2-108_fa MB-A2-108_ge
14,35et  Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales Gaiellaceae Gaiella

169

80 Actinobacteria Thermoleophilia Gaiellales uncultured uncultured_ge
47 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales 288-2 288-2_ge

51 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales Elev-16S-1332 Elev-16S-1332_ge
173 Actinobacteria Thermoleophilia Solirubrobacterales Solirubrobacteraceae Solirubrobacter
46 Actinobacteria unclassified unclassified unclassified unclassified

1 Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium
8 Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineaceae uncultured

38 et 59 Chloroflexi KD4-96 KD4-96_or KD4-96_fa KD4-96_ge

6 Chloroflexi P2-11E P2-11E_or P2-11E_fa P2-11E_ge
117 Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus
91et366 Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae Gemmatimonas
12,20,31 Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae uncultured

et 88

19 Gemmatimonadetes Longimicrobia Longimicrobiales ~ Longimicrobiaceae unclassified
2,4,78et Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales 0319-6A21 0319-6A21_ge
1784

27 Nitrospirae Nitrospira Nitrospirales Nitrospiraceae Nitrospira

70 Proteobacteria Alphaproteobacteria  Rhizobiales Bradyrhizobiaceae Bradyrhizobium
561 Proteobacteria Alphaproteobacteria  Rhizobiales Xanthobacteraceae unclassified

7 Proteobacteria Alphaproteobacteria  Rhizobiales Xanthobacteraceae uncultured

164 et 15  Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Rhizobacter
21et9 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae unclassified
153 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae unclassified
8065 Proteobacteria Betaproteobacteria Neisseriales Neisseriaceae Chromobacterium
5et17 Proteobacteria Betaproteobacteria Nitrosomonadales  Nitrosomonadaceae  uncultured
6983 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Azospira

529 Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae unclassified

64 Proteobacteria Betaproteobacteria SC-1-84 SC-1-84_fa SC-1-84_ge
8799 Proteobacteria Betaproteobacteria TRA3-20 TRA3-20_fa TRA3-20_ge
62 Proteobacteria Deltaproteobacteria  Desulfurellales Desulfurellaceae H16

36 Proteobacteria Deltaproteobacteria ~ Myxococcales unclassified unclassified

11 Proteobacteria Deltaproteobacteria ~ NB1-j NB1-j_fa NB1-j_ge

222 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales  Enterobacteriaceae  unclassified
140 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  unclassified
155 Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales  uncultured uncultured_ge
546 Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales  Xanthomonadales Acidibacter

58 Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales  Xanthomonadales Steroidobacter
188 Verrucomicrobia  Spartobacteria Chthoniobacterales DA101 soil _group DA101_soil _group ge
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I'abondance relative des familles

Corrélations entre
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Figure 57 : Matrice de corrélations entre les paramétres abiotiques et les KO majoritaires
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basée sur le coefficient de corrélation r de Spearman, les blancs signalent que le coefficient n'est pas

significatif (p>0,1)
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Annexe 4 : Tampon PBS

Composants Volumes

NaCl 49
Na;HPO, 0,72 ¢
KH2PO4 0,12¢g

H2Oq Qsp 500 mL

Le pH est ajusté a 7,2 avec un ajout d'HCI et le tampon est autoclavé avant utilisation.

Annexe 5 : Milieu minimum DF

Solution en éléments traces

Composants Quantités Milieu DF
H3BOs 10 mg Composants Quantités
MnSO; H,O 11,19 mg KH2PO4 49
ZnS04 7TH,O  124,6 mg Na2HPO4 69
CuSO45H,0 78,22 mg MgSO,4 7H,0 0,29
MoQO; 10 mg Glucose 29
H204 Qsp 100 mL Acide gluconique 29
Acide citrique 29
Solution de fer Solution en éléments traces 100 pL
Composants Quantités Solution de fer 100 pL
FeSO4 7H20 100 mg H204 QsplL

H20d Qsp 10 mL
Le milieu est autoclavé avant utilisation en conditions stériles.

Annexe 6 : Milieu CAS

Pour 1 L de solution de milieu CAS il convient de mélanger 800 mL de solution tampon
principal autoclavée, 70 mL de solution tampon auxiliaire autoclavée, 30 mL de solution de
casaminoacide 10% filtrée a 0,2 um et 100 mL de solution indicatrice Fe-CAS autoclavée.

Solution tampon principal (pH 6,8) Solution tampon auxiliaire

Composants Quantités Composants Quantités
KH2PO4 0,3¢g Glucose 29
NaCl 059 Mannitol 24
NH4CI 109 MgSQO4 7H20 493 mg
PIPES 30,24 g CaCl, 2H,0 11 mg
Agar 1509 MnSO4 H20 1,17 mg
H-Od Qsp 800 mL HsBO3 1,4 mg
CuS0O4 5H,0 0,04 mg
Solution indicatrice Fe-CAS ZnSO, 7TH,0 1,2 mg
Composants Quantités Na2MoO4 2H20 1 mg
FeCl; 6H,0 2,7mg H.Od Qsp 70 mL
Hcl 0,56 M 180 pL
CAS 60,5 mg Solution de casaminoacide 10%
HDTMA bromide 72,8 mg Composants Quantités
H-Od Qsp 100 mL Hydrate de caséine 39
H204 Qsp 30 mL
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Annexe 7 : Milieu PVK

Composants Quantités
Agar 15¢g
Glucose 10¢g
CaHPO, 5¢g
(NH4)2804 0,5 g
NaCl 0,29
MgSO4+7H20 0,1g
Kcl 0,29
Extraitde levure 0,59
MnSQO,+H.0O 2 mg
FeSO.+7H.0 2 mg
Hzod Qsp 1L

Le milieu est autoclavé avant coulage des boites de Petri.

Annexe 8

Annexes

Parametres biotiques et abiotiques des terres
de cultures

Tableau 62 : Activités enzymatiques des terres de culture

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ;
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, les lettres différentes indiquent

des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Echantillon Uréase

Arylsulfatase B-glucosidase Phosphatase alcaline ACCd

TO 7574 121 +81 117 + 57 558 +129 11+16
Pni 6,3+11b 261+ 144 72+ 78 313+ 39 133 + 96
PiAl13-13  34*54a 217+123 250+ 75 286 + 107 55+ 36
PiAI13-23  13+81ab 164 +139 151 +79 319 £212 115+ 113
PiAI13-36 22+52ab 119+ 127 213+ 70 362 + 104 65 + 67
NPni 13+93ab 208+32 263 + 82 316 + 134 92 + 56
NPiAI13-13 12+ 13 ab 318 +193 235+ 59 329 + 83 74 £54
NPiAI13-23 32+13 ab 193+134 173 +171 303 + 139 5370
NPiAI13-36 25+35ab 334 +27 116 £ 116 326 £172 16+ 27
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Tableau 63 : pH, N et C totaux et C organique des terres de culture

Annexes

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ;
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions

Echantillon pH %N %C %Corg

TO 534+0,02 030+0,01 3,49+0,02 3,42+0,05
Pni 4,84+0,08 0,30+0,02 3,97+0,32 3,67+0,06
PiAI13-13  4,79+0,03 0,29+0,01 3,78+0,09 3,65%0,22
PiAI13-23  480+0,08 0,30+0,01 396+0,12 3,78+0,11
PiAI13-36  4,84+0,14 0,31+0,02 3,95+0,24 3,74+0,20
NPni 4,86 +0,08 0,32+0,04 4,04+066 3,71+0,19
NPiAI13-13 4,78+0,02 0,30+0,02 3,75+0,32 3,61+0,07
NPiAlI13-23 4,71+0,02 0,31+0,02 3,74+0,19 4,30+0,17
NPiAI13-36 4,79+0,06 0,30+0,02 3,76+0,13 3,78+0,19

Tableau 64 : Métaux biodisponibles (mg kg?) des terres de culture

P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ;
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions, les lettres différentes indiquent

des valeurs significativement différentes a p = 0,05 (TukeyHSD test)

Echantillon Al Co Fe Mn Ni

TO 97+24 1,1+0,01 66+ 38 30+£048 17+0,10
Pni 114+5,7 1,1+0,09 147+74bcd 29+15 18+12 ab
PiAlI13-13 117+74 12+£0,10 150+83abcd 30+2,0 19%+14 ab
PiAl13-23 109+3,2 1,1+0,04 142+27d 27+0,89 17+0,77b
PiAlI13-36 109+39 1,1+0,13 141+3,0d 2831 17+x057b
NPni 111+49 1,2+0,13 152+73abcd 29+3,1 19+0,86ab
NPiAI13-13 116+0,6 1,3+0,09 164+3,1a 3022 20+1,0 a
NPiAl13-23 113+3,2 13+0,07 156+3,8abc 32+21 19+051ab
NPiAI13-36 114+19 13+0,09 161+39ab 3020 20+0,79ab

Tableau 65 : CEC totale et éléments échangeables (cmol* kg?) des terres de culture
P : planté, NP : non planté, ni : non inoculé, iAl13-13 : inoculé avec la souche Al13-13,
iAl13-23 : inoculé avec la souche Al13-23, iAl13-36 : inoculé avec la souche Al13-36 ;
la moyenne et I'écart type sont donnés pour les 3 répétitions

Echantillon CECtotale Ca K Mg Mn Ni

TO 6,9+0,34 1,7+0,04 095+0,02 26+0,07 0,08+0,00 0,02+0,00
Pni 5,5+0,37 14+001 065+002 1,7+012 0,09+0,00 0,03+0,00
PiAI13-13  5,5+0,27 15+002 0,70+0,01 19+014 0,10+0,00 0,04+0,00
PiAI13-23  5,4+0,35 14+008 065+0,04 18+017 0,09+0,01 0,03+0,00
PiAI13-36  5,1+0,35 14+002 060+0,03 16+0,09 0,09+001 0,03+0,00
NPni 5,4+0,32 14+016 066+015 1,7+0,37 0,09+0,01 0,03+0,00
NPiAI13-13 5,4+0,24 15+0,18 067+011 1,7+0,28 0,09+0,01 0,04+0,00
NPiAI13-23 5,5+0,10 16+0,03 0,71+0,02 20015 0,10+0,00 0,04+0,00
NPiAI13-36 5,3 +0,52 15+013 065+0,13 18+0,24 0,09+0,01 0,03+0,00
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Déterminisme de la diversité bactérienne rhizosphérique des hyperaccumulateurs de nickel

La connaissance de la diversité microbienne des milieux ultramafiques est essentielle pour établir
le fonctionnement écologique de ces milieux, qui présentent de fortes teneurs en Ni et sont
caractérises par une flore particuliere, e.g. plantes hyperaccumulatrices de Ni. La rhizosphére
des hyperaccumulateurs comporte une forte proportion de bactéries résistantes au Ni, qui peuvent
aussi agir sur la nutrition des plantes et sur les propriétés physico-chimiques du sol. Le premier
défi de cette thése a été de cerner le déterminisme de la diversité bactérienne de la rhizosphére
d’hyperaccumulateurs de Ni. Le second a été de tester 1'intérét de souches PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) pour optimiser l'agromine a partir d'interactions entre
les rhizobactéries et les hyperaccumulateurs de Ni. La démarche s'est appuyée sur un ensemble de
prospections dans deux régions climatiques et sur des analyses de séquencage haut débit.
Des tests de cultures de plantes hyperaccumulatrices inoculées ont également été conduits.
Les résultats montrent que le déterminisme de la diversité bactérienne est variable selon I'échelle
spatiale. A I'échelle mondiale, le type de végétation est le facteur majeur structurant
les communautés bactériennes, elle-méme contrélée indirectement par le climat. L’influence
directe du climat (température et humidité) sur la diversité est significative mais moindre.
A l'échelle d'une région climatique, la physico-chimie des sols ultramafiques structure
et détermine la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques. Enfin, l'inoculation
de souches PGPR fortement bioaccumulatrices de Ni modifie la dynamique du Ni dans le sol,
ce qui démontre qu'il existe une compétition pour le Ni entre la plante et la bactérie inoculée.
En conclusion, le déterminisme de la diversité des communautés bactériennes rhizosphériques est
dépendant de I'échelle spatiale considérée. En outre, le choix de la souche PGPR a inoculer,
dans un contexte d'amélioration de I'agromine du Ni, est primordial.

Mots clés : Odontarrhena chalcidica, sols ultramafiques, agromine, PGPR, séquencage Illumina,
Tax4Fun

Determinism of the bacterial rhizosphere diversity of nickel hyperaccumulators

Knowledge of the microbial diversity in ultramafic areas is essential to establish the ecological
functioning of these environments, which display high level of Ni and are characterized by
the presence of particular plants, e.g. Ni hyperaccumulators. The rhizosphere of these plants
promotes a high proportion of Ni resistant bacteria that can act on plant nutrition and soil
physicochemical properties. The first challenge of this thesis was to understand the bacterial
rhizosphere diversity of Ni hyperaccumulators. The second was to test the interest of PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) strains in order to improve agromining based on rhizobacteria
and Ni hyperaccumulators interactions. The approach was based on two-contrasted climatic areas
prospection and on high-throughput sequencing analyzes. Tests on culture
of hyperaccumulator plants inoculated were also conducted. The results show that
the determinism of this bacterial diversity is variable according to the spatial scale. On a global
scale, the vegetation type, indirectly influenced by the climate, is the major factor structuring
bacterial communities. The direct influence of the climate (temperature and humidity) on bacterial
diversity is significant but lower. At the scale of a climatic region, the physic-chemistry of
ultramafic soils structures and determines the rhizosphere bacterial community diversity. Finally,
the inoculation of highly Ni bioaccumulative PGPR strains modifies the Ni dynamic
in the soil, demonstrating that there is a competition for this metal between the inoculated bacteria
and the hyperaccumulator plant. In conclusion, the rhizosphere bacterial community diversity is
dependent on the considered spatial scale. Furthermore, these results emphasize how the choice of
the PGPR strain to inoculate is important in order to improve Ni agromining.

Key words: Odontarrhena chalcidica, ultramafic soils, agromining, PGPR, Illumina sequencing,
Tax4Fun
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