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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 (Si