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RESUME DU PROJET

Certaines espéces végétales vivent et se développent dans des environnements particulierement
hostiles et peu propices a la vie. Pour faire face aux stress environnementaux auxquels elles sont
exposées, ces especes vegeétales ont développé des stratégies adaptatives particulierement efficaces,
ainsi que des interactions (symbiotiques ou non) avec des microorganismes bénéfiques, eux-mémes
adaptés a ces contraintes environnementales. Parmi ces espéces végétales, on trouve notamment les
plantes halophiles, fortement exposées a des concentrations salines élevées. En Nouvelle-Calédonie,
ces especes sont également parfois simultanément exposées a des concentrations en Eléments Traces
Métalliques (ETM) importantes, résultant de I'érosion et de contaminations environnementales directes.
Nous avons fait I'hypothése que certaines espéces végétales des écosystemes cotiers de Nouvelle-
Calédonie (tannes), exposées a des stress salins et métalliques, pourraient représenter un réservoir
potentiel de microorganismes résistants aux ETM et au sel, et bénéfiques a la croissance des plantes.
Nous avons entrepris la caractérisation compléte de ces microorganismes par des approches de
biologie moléculaire, puis nous avons réalisé leur isolement et leur caractérisation phénotypique, en
testant notamment leurs résistances salines et métalliques, ainsi que leurs effets promoteurs de la
croissance des plantes (PGP) afin, in fine, de pouvoir en tirer des applications dans le domaine de la
restauration écologique ou de la décontamination des eaux.

1. CONTEXTE ET POSITIONNEMENT DU PROJET

1.1. CONTEXTUALISATION DE LA PROBLEMATIQUE POSEE ET
ORGANISATION GLOBALE DU PROJET

A I'échelle globale, I'augmentation de la population et de ses besoins a aggravé les problémes
de contamination de I'eau (Nriagu J O 1988; Rehman et al. 2018; Germande et al. 2022). Dans les pays
industrialisés, ces contaminations concernent notamment les éléments traces métalliques (ETM) et
elles trouvent leur origine a la fois dans les activités anthropiques (industries, mines, rejets domestiques)
et dans I'érosion naturelle des reliefs.

En Nouvelle-Calédonie (NC), environ un tiers de la partie continentale est couverte par une
nappe ophiolitique principalement composée de roches ultrabasiques, qui ont donné naissance a des
sols naturellement enrichis en ETM (et notamment en nickel, manganese, cobalt et chrome) et soumis
a l'exploitation miniére. Ainsi, dans ce territoire, la contamination industrielle et environnementale par
les ETM est une préoccupation majeure. Les sites en cours d’exploitation et les mines orphelines non
encore revégétalisées restent sources de contaminations régulieres des bassins versants. Des
écosystemes protégés (notamment les écosystémes cétiers et le lagon), sont régulierement impactés
par les ETM, et les risques de contamination de la chaine alimentaire sont avérés (Bonnet et al. 2014;
Briand et al. 2014; Marine J. Briand et al. 2018). De plus, les terrains en aval des mines jouxtent souvent
des terres agricoles ou d’élevage (y compris ceux dédiés a la crevetticulture), ainsi que les riviéres et
lagons. Parfois chargés en ETM, ils peuvent représenter des sources potentielles de contamination pour
I’'homme, qui les utilise pour ses loisirs et sa subsistance alimentaire.

En raison des impacts multiples des ETM sur les écosystémes terrestres et marins, ainsi que
sur la santé humaine, ces contaminations menacent in fine directement la qualité de
I'approvisionnement en eau et la santé des populations. En effet, parmi les ETM rencontrés en Nouvelle-
Calédonie, certains sont connus pour étre modérément ou significativement toxiques pour 'homme et
pour I'environnement. C’est notamment le cas du chrome (Cr), du nickel (Ni), du zinc (Zn), du cuivre
(Cu), du plomb (Pb), du cadmium (Cd), de I'arsenic (As), du mercure (Hg) ou encore du scandium (Sc).

L’étude METEXPO (2015-2017) financée par le CNRT « Nickel et son Environnement », a
montré qu’en dépit d’une certaine variabilité géographique et démographique, les concentrations
moyennes en ETM mesurées dans les urines de la population néo-calédonienne sont élevées par
rapport aux références internationales, et notamment pour le nickel et le chrome (Nriagu J O 1988;
Cordier et al. 2017; St-Jean et al. 2018). Une des trois voies de contamination possible est I'ingestion
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d’eau présentant des concentrations significatives en ETM du fait de leur relation avec des sols riches
en ETM. Cette étude insiste cependant sur la nécessité d’entreprendre des investigations
complémentaires sur (1) la quantification des ETM dans les différents compartiments susceptibles d’agir
comme vecteurs de I'exposition (eau, poussiéres et aliments) et (2) la caractérisation des formes
chimiques des ETM dans ces différents compartiments pour permettre une meilleure évaluation des
risques pour la santé humaine.

Dans ce contexte, le projet ChroNick, également financé par le CNRT « Nickel et son
Environnement », et dans lequel sont impliqués certains membres de notre équipe de recherche (ISEA :
Institut des Sciences Exactes et Appliquées) a vu le jour en 2019. Ce projet ChroNick visait a évaluer
l'influence de certains forgages sur la dynamique du chrome et du nickel dans les sols et a I'échelle des
bassins versants de maniére a expliquer les variations temporelles et spatiales des concentrations en
ETM au niveau de la ressource en eau (captages AEP : Alimentation en Eau Potable).

La NC est par ailleurs I'un des points chauds de la (micro)biodiversité mondiale, réputée dans
le monde entier pour ses écosystémes uniques. Ces écosystémes sont fortement soumis a I'érosion,
un fait drastiquement accru par le changement climatique, les incendies anthropogéniques et les
activités miniéres locales. Les contaminants métalliques finissent par atteindre les riviéeres et les
écosystémes environnants (incluant les écosystémes récifaux et lagonaires), les sédiments et les cours
d'eau étant naturellement trés concentrés en ETM, notamment en Chrome (Gunkel-Grillon et al. 2014;
Boula et al. 2022). Pour gérer durablement les ressources en eau et protéger les écosystemes et la
santé humaine, il semble donc essentiel de réduire efficacement les ETM dans les masses d'eau afin
d'assurer un approvisionnement en eau s(r et de préserver les écosystémes concernés.

Face a ce probleme de pollution d’envergure mondiale, et particulierement présent en NC, les
principaux traitements pour la remédiation de I'eau reposent sur des méthodes telles que la coagulation,
les précipitations chimiques, 'osmose inverse, I'électrodialyse, la floculation, 'échange d'ions, la
nanofiltration, l'ultrafiltration etc (Zuluaga-Gomez et al. 2020). Cependant, bien qu’effectives, ces
techniques actuelles d’épuration de l'eau restent peu satisfaisantes. En effet, ces stratégies
conventionnelles de remédiation sont chéres, lentes ou générent, pour certaines, des sous-produits
toxiques nuisibles pour I'environnement. De plus, elles ne répondent pas au contexte du territoire néo-
calédonien, qui nécessite l'utilisation d’installations légéeres et adaptées a une échelle trés locale
(échelle du captage AEP par exemple). Ainsi, il existe un besoin urgent de développer en Nouvelle-
Calédonie des alternatives plus sélectives, peu colteuses et efficaces pour atténuer les concentrations
en ETM dans les eaux usées ou de ruissellement, a des niveaux acceptables pour I'environnement et
la santé humaine.

Concernant la décontamination des cours d’eaux chargés en ETM, les méthodes actuellement
en plein essor sont celles qui reposent sur des procédés de sorption qui regroupent tous les
phénomeénes permettant I'association des ions métalliques sur des groupements fonctionnels de
matériaux sorbants, notamment ceux d’origine végétale ou microbienne. Plus précisément, I'association
de biomasse microbienne et de déchets biologiques et agricoles a été décrite comme une alternative
aux méthodes conventionnelles d'élimination des métaux pour la détoxification des eaux usées (Sen
and Dastidar 2010; Fernandez et al. 2018; Paul et al. 2024). Ainsi, la bioremédiation (Sen and Dastidar
2010; Al-Battashi et al. 2016; Verma and Sharma 2017; Fernandez et al. 2018; Ayele and Godeto 2021;
Paul et al. 2024), qui fait appel a des micro-organismes et a des plantes (solutions fondées sur la
nature), pour éliminer les polluants métalliques toxiques, est désormais largement reconnue comme
I'une des méthodes écologiques les plus efficaces, durables, peu colteuses et prometteuses pour gérer
les contaminations par les ETM. A noter que les microorganismes peuvent étre utilisés directement,
ainsi que et les biomolécules qu’ils fabriquent en réponse aux stress environnementaux. Ainsi, les
exopolysaccharides ou/et le biofilm peuven notamment étre employés pour capter les ETM.

Ainsi, il serait intéressant pour le territoire d’explorer séparément puis conjointement plusieurs
pistes prometteuses permettant in fine le développement d’écrans et/ou de filtres biologiques (plantes,
biomasses microbiennes vivantes ou mortes, ou leurs bioproduits notamment les exopolysaccharides
ou/et le biofilm) pour prévenir la contamination des eaux et/ou dépolluer les effluents en aval des massifs
ultrabasiques. La mise au point de telles méthodes implique de nombreuses étapes, et notamment la
sélection et la caractérisation des espéces végétales et des microorganismes cultivables adaptés a des
contraintes environnementales fortes.

La NC, qui héberge des écosystémes uniques au monde, notamment au niveau terrestre,
pourrait constituer un réservoir potentiel de plantes et d'espéces microbiennes uniques, particulierement
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adaptées au stress métallique et présentant des capacités remarquables d’adaptation aux métaux
(Bourles et al. 2020; Gei et al. 2020), potentiellement (et notamment) valorisables dans le cadre de la
mise en ceuvre de stratégies de bioremédiation des ETM.

Dans cette perspective, notre équipe de recherche s’intéresse depuis de nombreuses
années aux espéces végétales et microbiennes de deux types d’écosystémes : les écosystémes se
développant sur sols ultramafiques (stress polymétallique) et les écosystemes se développant sur des
sols riches en sels et contaminés par des ETM (tannes, stress salin a l'interface terre-mer). Plus
spécifiquement, nous avons émis I'’hypothése que certaines des especes végétales de Nouvelle-
Calédonie, adaptées aux ETM et aux fortes concentrations salines, pouvaient représenter des
réservoirs de microorganismes d’intérét, eux-mémes adaptés aux ETM et au sel et aidant les plantes a
se développer dans des conditions de stress environnemental majeur. De tels microorganismes sont
dits PGP (pour Plant Growth Promoting) et sont trés largement étudiés dans le cadre d’applications en
restauration écologique ou de décontamination des environnements chargés en divers polluants,
notamment les ETM (Lal et al. 2018; Kumawat et al. 2022).

Dans le cadre du projet METDEP, financé par le CNRT « Nickel et son environnement » ; nous
proposions d’étudier de maniére systématique les cortéges microbiens associés aux espéces vegétales
halophiles (plantes adaptées au sel ou halophytes) se développant sur les tannes de Nouvelle-
Calédonie. Plus spécifiguement, nous souhaitions explorer les compositions microbiennes d’espéces
végétales choisies, les résistances aux ETM de ces microorganismes, leurs effets PGP (Plant Growth
Promoting), ainsi que les mécanismes moléculaires associés aux adaptations développées par ces
microorganismes face a la contrainte saline et métallique.

HYPOTHESES DE RECHERCHE ET ORGANISATION GENERALE DU PROJET METDEP
ET DU PRESENT RAPPORT.

Notre équipe de recherche, qui a longuement travaillé sur les microorganismes des milieux
extrémes (ultramafique, salin) et sur la pollution des bassins versants, proposait ici d’explorer les
possibilités de dépolluer les sols et les eaux (et donc les écosystémes) par des techniques innovantes
de biosorption des métaux grace a des microorganismes autochtones et a leurs exsudats.

Pour cela, nous avions écrit et proposé un projet portant sur I'étude du microbiome total et
cultivable des espéces halophytes des sols de tannes de Nouvelle-Calédonie (sous contraintes
métalliques ou non) afin de le caractériser et d’en tirer de potentielles applications.

Dans ce cadre, nous avions initialement congu un projet articulé autour de quatre taches et
prévu pour une durée de deux années. Cependant, au fur et a mesure de I'avancement de ce projet,
nous avons, en accord avec le CSI du CNRT, décidé de traiter la Tache 3 initialement prévue dans le
projet METDEP, sous la forme d’'une revue de la littérature. Les schémas de I'organisation initiale et
finale du projet (en lien avec l'organisation du présent rapport) sont respectivement présentés dans les
Figures 1.1 et 1.2 ci-dessous.

Ce projet faisait appel a des techniques cultures indépendantes (métabarcoding) pour la
caractérisation des microbiomes complets ou cultures dépendantes (isolement des microorganismes
cultivables) a partir des sols de tannes et des différents compartiments des espéces de plantes
halophiles qui s’y développent.

Concernant les approches cultures indépendantes (Tache 4 du projet METDEP), celles-ci sont
indispensables afin de nous permettre d’avoir une vision globale de 'ensemble des microorganismes
présents dans les écosystémes que représentent les tannes néo-calédoniennes.

Concernant les approches cultures dépendantes (Taches 1, 2 et 3 du projet METDEP initial),
celles-ci sont indispensables afin de pouvoir disposer d’une collection de microorganismes cultivables,
pleinement caractérisés, en vue d’applications potentielles en aval (phytoremédiation bio-augmentée
ou développement de biotechnologies innovantes). Ces 3 taches avaient notamment pour objectif de
procéder a I'identification moléculaire des microorganismes isolés, ainsi qu’a la caractérisation de : leurs
résistances métalliques et salines ; leurs effets Promoteurs de la Croissance des plantes (PGP) ; et
leurs capacités a produire des biomolécules d’intérét (notamment des exopolysaccharides et/ou du
biofilm). Ces deux dernieres catégories de biomolécules ont été ciblées car, d’apres les données de la
littérature (incluant certains de nos travaux précédents), les ETM sous forme particulaire ou soluble,
peuvent étre accumulés par des cellules intactes (vivantes ou non) ou chelatés par leur sous-produits,
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tels que les exopolyméres qui peuvent soit étre libérés dans le milieu environnant, soit constituer la
majeure partie de la matrice exopolymeérique du biofilm. Le biofilm est une structure qui se forme lors
du passage de la bactérie du mode de vie libre dit « planctonique » a un mode vie sédentaire dit
« sessile » (attaché a un support). Il est constitué de bactéries adhérées a un support via I'excrétion
d’'une matrice exopolymérique. Les microorganismes sont pour certains également capables de
produire des exopolyméres de types polysaccharidiques en mode planctonique. Ces exopolyméres
(EPS) matriciels ou excrétés dans I'environnement servent, entre autres, de protection cellulaire contre
les stress environnementaux, notamment le stress métallique. C’est notamment la capacité de
séquestration des ions métalliques par ces EPS que nous proposions d’'investiguer dans cette étude.
Toutefois, en raison de contraintes temporelles majeures, cette capacité n’a pas encore pu étre
explorée. Cependant, afin de traiter leur potentielle utilisation dans le cadre de stratégies de
bioremédiation (Tache initiale 3 du projet), nous avons convenu, en accord avec le CSl du CNRT, de
traiter ce point sous la forme d’une revue de la littérature. Cette revue de la littérature viendra compléter
notre état de I'art ; elle sera présentée en tant que chapitre 2 du présent rapport dés publication.

Au début du projet METDEP, nous avions déja isolé au laboratoire des bactéries
particuliéerement résistantes aux fortes concentrations métalliques et capables de produire des EPS,
que nous comptions tester dans le cadre du présent projet. Par ailleurs, l'isolement du microbiome
cultivable résistant aux stress salins et/ou métalliques de plantes halophiles avait également été
entrepris au sein du laboratoire. Ces travaux nous ont permis de constituer une souchothéque de
microorganismes qui a représenté un vivier de microorganismes utilisés dans la présente étude.

METDEP

Tache 1 : Isolement et Ta}‘ihﬁ_ 3. C:PaCiééfetSQFPﬂon Tache 4. Caractérisation par
caractérisation des e i metallique ae substrats inertes métagénomique ciblée des MO
microorganismes cultivables r.lr-?éctgﬁigﬁg gg: %Iitf?é(rignstgrt%gr; “\zéogétauxfen aszocLatigln alvec Iles associés aux espéces
résistants aux ETM et/ou au 3 2 sous forme ae biotiim les plus sélectionnées sur deux sols de
sel de biomolécules intéressants ou leurs biomolécules tannes (contaminé et non
(EPS). contaminé par des ETM
N\

Approches cultures
indépendantes:
Métagénomique ciblée

Approches cultures dépendantes:
Isolement et caractérisation des microorganismes cultivables

J

Figure 1.1 : Schéma de I'organisation initiale générale du projet METDEP.

METDEP

CHAPITRE 1:
ETAT DE LART |

Tache 1illsolamentet Ta'cthl?' 3. C:PECiéétdetS‘?fpﬂon Tache 4. Caractérisation par
Sioati i ; metallique de substrats inertes métagénomique ciblée des MO
CHAPITRE 2 i crggrragaei;';?socnuﬁﬁ;b| o Tache 2. Capacité de sorption végétaux en associationavec les agssociésq aux espéces
eroofg métallique des différents types MO sous forme de biofilm les plus slectionné
(TACHE 3) résistants aux ETM et/ou au de biomolécules MC f S p! sélectionnées sur deux sols de
& intéressants ou leurs biomolécules tannes (contaminé et non
(EPS). contaminé par des ETM
S/
CHAPITRE 3 CHAPITRE 4
DONNEES CHAPITRE 5 CHAPITRE 6

PRELIMINAIRES

TRAITEE SOUS FORME D'UNE
REVUE DE LA BIBLIOGRAPHIE
‘ (CHAPITRE 2 DU PRESENT RAPPORT)

Figure 1.2 : Schéma de I’organisation finale générale du projet METDEP (décidée en septembre
2023).
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Principales difficultés rencontrées dans le cadre de la mise en ceuvre du projet METDEP.

Comme tout projet de recherche exploratoire, I'avancée du projet METDEP a été influencée par de
nombreux faits et parameétres impactant directement son déroulement et ses avancées, et ayant conduit
a des modifications de stratégies et de réalisations (et notamment le traitement de la Tache 3 sous
forme d’'une revue bibliographique). Les principales difficultés auxquelles nous avons fait face sont
listées ci-dessous.

1/ Tout d’abord, le projet METDEP n’avait pas initialement été retenu pour financement par le CNRT
lorsque nous l'avions déposé. Des retours que nous avions eus, le projet était jugé trés intéressant mais
long et complexe a mettre en ceuvre et trés en amont de toute forme d’applications potentielles en aval.
Finalement, en 2021, nous avons été recontactées pour financement de notre projet par le CNRT, ce
dont nous sommes trés reconnaissantes. Cependant, il s’agissait d’une fin de programmation pour le
CNRT, et nous avions initialement convenu que la durée du projet serait d’'une année, avec réalisation
d’'un maximum de Taches, puis établissement d’'un premier bilan. Le calendrier initialement proposé
pour le projet avait donc été extrémement compacté (comme indiqué sur ce dernier au moment de la
soumission du projet), afin de rester dans le cadre calendaire initial du CNRT. Ainsi, bien que le projet
initial (tres ambitieux tel qu’écrit parce que correspondant a 'ensemble de notre sujet de recherche en
cours au laboratoire), n’ait pas été réécrit (en accord avec la direction du CNRT), il avait été convenu
gu’un focus serait fait, dans le cadre du projet METDEP, sur les écosystémes des tannes de Nouvelle-
Calédonie.

2/ Le projet n’a pas pu démarrer dans les temps du fait d’'un confinement strict entre septembre 2021 et
octobre 2021, suivi d’un délai de 2 semaines pour la remise en marche des laboratoires de 'UNC ;

3/ Conséquemment au délai de démarrage du projet du fait des raisons évoquées supra, un retard dans
le recrutement de I'assistante technicienne prévue pour la réalisation des taches du projet (et donc le
démarrage concret des travaux) ;

4/ Durant tout le projet, nous avons travaillé en situation post-COVID et expérimenté des délais
d’acheminement des réactifs considérablement allongés (du fait de I'appauvrissement global des stocks
internationaux et de 'augmentation des délais de livraison).

5/ Des délais dans la réalisation d’un certain nombre de dosages sur les plateformes de dosage en
Nouvelle-Calédonie : tous les chercheurs ayant subi les mémes arréts expérimentaux, ceci a conduit a
des accumulations d’échantillons sur les plateformes analytiques, donc a des délais importants
d’obtention des résultats ;

6/ Diverses pannes récurrentes des équipements nécessaires au bon déroulement du projet dans
'année écoulée (notamment ceux de la plateforme analytique du LAMA ralentissant la réalisation de
tous nos dosages d’ETM).

7/ La non-fonctionnalité du fermenteur mis a notre disposition par notre partenaire IFREMER (que nous
remercions chaleureusement) et que nous avons di remettre en état (avec des délais trés longs
d’acheminement des piéces et un budget non initialement prévu ; impact considérable sur le
déroulement des Tache 2 et 3) ;

8/ Un certain nombre d’autres impondérables, notamment des problémes de santé et le décés brutal
d'un collegue enseignant-chercheur en janvier 2023, et I'absorption au pied levé de sa charge
d’enseignement et de ses responsabilités pédagogiques afin d’assurer la continuité de la formation de
nos étudiants sans impacts pour eux. Etant enseignant-chercheur, le temps que nous y avons consacré,
en plus de nos propres charges d’enseignements et responsabilités pédagogiques ou administratives,
a fortement impacté notre disponibilité pour la recherche. Enfin, les émeutes qui ont secoué la Nouvelle-
Calédonie durant 'année 2024, ont également eu un impact particulierement important sur notre activité
de recherche : fermeture brutale du campus, perte des expériences en cours et arrét de tous les stages,
notamment celui de Madame Elisa GONTHIER, pleinement dédié a I'avancement de la Tache 2 de
METDEP.
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Accompagnement du CNRT en réponse a I’ensemble des difficultés listés supra :

En dépit de toutes ces difficultés, nous avons avancé sur les travaux prévus dans le cadre du projet
METDEP et ceci a notamment été rendu possible grace a une confiance mutuelle et une communication
franche et transparente avec nos interlocuteurs du CNRT, et 'accompagnement qui nous a été offert.
Cet accompagnement s’est en particulier traduit par deux prolongations du projet, la premiére d’'une
année jusqu’'en octobre 2023), la seconde jusqu’a mi-2024 (cependant, en raison des émeutes
évoqueées supra, cette seconde prolongation n’aura hélas pas été bénéfique).

Cette prolongation nous a permis de rendre plus réaliste la mise en ceuvre opérationnelle des quatre
taches de recherche prévues initialement dans le projet. Ceci a notamment été rendu possible via le
prolongement du recrutement de l'assistante technicienne impliquée directement dans la réalisation
pratique des différentes expérimentations prévues.

Nous tenons donc ici a remercier le CNRT non seulement pour le soutien financier qu’il a apporté a
notre activité de recherche, mais aussi pour son accompagnement tout au long de cette aventure.

Personnes impliquées dans la réalisation et la mise en ceuvre du projet METDEP.

Outre les chercheurs et enseignants-chercheurs impliqués dans ce projet, la réalisation de I'ensemble
des travaux présentés dans le présent rapport a été rendu possible grace au travail de :

- Madame Pauline BONAVENTURE, doctorante a ISEA de 2019 a 2023 ;

- Madame Alizée LE FLOCH, technicienne de laboratoire recrutée en CDI sur le budget du CNRT
METDEP ;

- Madame Jeanne GRILLOT, stagiaire de Master 2 a ISEA en 2022 ;
- Madame Morgane PERINA, stagiaire de Master 2 a ISEA en 2020 et en CUIP en 2021 ;
- Madame Elisa GONTHIER, stagiaire de Master 1 a ISEA en 2024

- Mesdames Valérie MEDEVIELLE, Monica LEMESTRE et Sarah GIGANTE, personnels techniques
d’ISEA et qui ont activement et grandement participé a ce projet.

- Madame Julie DIJOUX, doctorante a ISEA de 2021 a 2025 et M. Pierre-Louis Stenger, chef
d’entreprise, qui, bien que ne ftravaillant pas initialement sur ce projet, ont procédé aux analyses
bioinformatiques des données générées dans la Tache 4.

Que toutes ces personnes soient grandement remerciées pour le travail et I'implication qui ont été les
leurs a nos cétés pendant toute la durée du projet METDEP.

1.2. LE CONTEXTE NEOCALEDONIEN (EN BREF) — REDACTEUR: P.
BONAVENTURE

Située dans le sud-est de 'océan Pacifique et au Nord-est de I'Australie, la Nouvelle-Calédonie est un
archipel composé de la Grande Terre et de plusieurs iles, entouré de la 2e plus grande barriere de corail
continue au monde. Avec une production annuelle de péche commerciale d’environ 2500 tonnes en
2021 (ISEE - Agriculture - Péche - Aquaculture’- https://www.isee.nc/economie-entreprises/entreprises-
secteurs-d-activites/agriculture-pecheaquaculture/) et 15%% de la population pratiquant
'autoconsommation de poissons et autres produits associés, ce territoire insulaire est fortement
dépendant de la mer. Les écosystémes marins recélent d’'une grande biodiversité, mais sont hélas

1 Données disponibles via le fichier “production-maritime.xls”, année 2021

2 Pourcentage se basant sur les données issues de la Synthése de I’Enquéte N°49 du Budget des Familles 2019-2020
(Buffiere, 2021; https://www.isee.nc/societe/consommation-conditions-de-vie/consommation-et-equipement-desmenages):
37% de la population calédonienne totale pratiquent I’autoconsommation, et 41 % de ce pourcentage concerne

les produits de la mer soit sur 271 407 personnes, 41 172 personnes sont concernées.
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menacés par les contaminations métalliques sévissant aux abords des cbtes, liées notamment au
phénomeéne d’érosion des sols, renforcé par I'activité miniére.

1.2.1. ORIGINE ET REPERCUSSIONS DES CONTAMINATIONS AUX ETMS
ISSUS DES SEDIMENTS MINIERS EN NOUVELLE-CALEDONIE

1.2.1.1. Pédogenése des sols miniers et origine des contaminants métalliques
présents dans les contaminations d’origine ultramafique en Nouvelle-Calédonie

La Nouvelle-Calédonie tire profit de ses sols riches en ETMs qui se sont formés par des processus
géologiques survenus entre -90 et -10 millions d’années, laissant apparaitre différents types de
gisements de nickel (Laroche 2011; Sevin 2014). Elle se situe dans la ceinture intertropicale et subit un
climat tropical, toutefois influencé par des vents tempérés océaniques apparaissant dans cette zone du
Pacifique (David et al. 1995; Cavarero et al. 2012) . Outre les fortes teneurs en Mg et en Fe présentes
dans les roches qui leur valent la qualification d’ « ultramafiques », l'altération des roches provoquée
par les effets combinés de dépressions tropicales intenses et de I'érosion (Sevin 2014) conduit a
I'enrichissement des sols en Ni, Co et autres éléments-trace-métalliques (ETMs) (Trescases 1975;
Laroche 2011). En particulier, I'hydratation, I'oxydation et le lessivage en profondeur de ces roches
provoquent une hydrolyse de certains minéraux primaires comme l'olivine, facilitant une libération de
certains éléments comme le fer et le nickel. Ces mécanismes physico-chimiques donnent naissance a
des roches particuliéres : des saprolites (Audet 2009) puis des latérites (Figure 1.3). C’est dans ces
deux types de roches altérées que le minerai de nickel est exploité. Dans ces derniéres, des
oxyhydroxydes ferriques cristallisent progressivement en goethite, un minéral auquel s’associent
certains ETMs comme le Cr, le Ni ou 'Al (Audet 2009; Sevin 2014; Allenbach et al. 2015).).
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Figure 1.3: Processus d’altération des roches ultramafiques en Nouvelle-Calédonie et répartition
du Ni, Co, Cr, Mn, Fe, Al et des oxydes de Mg et Si. Schéma d’aprés J.-J. Trescases (1975) repris
par Sevin (2014) et utilisant l'infographie
(https://pairform.imtatlantique.fr/doc/17/138/500/web/co/grain2_3 _4.html) (Trescases 1975; Sevin
2014)
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Les concentrations et les formes des oxyhydroxydes métalliques peuvent varier en fonction du type

de sol. Les sols ferrallitiques, ou encore ferralsols selon les dénominations de la FAO de 1970 et la
WRB de 2006 (World Reference Base for soil resources), sont des sols cibles de I'activité miniére de
nickel (Latham et al. 1978; Baize and Girard 2009). Ces sols sont souvent hydromorphes, caractérisés
par une altération trés poussée des minéraux, ce qui explique les trés fortes teneurs en sesquioxydes
de Fe, Mn, Ni, Co, Cr (Baize and Girard 2009; Laroche 2011) La faible capacité de rétention d’eau de
ces sols, leurs faibles teneurs en argile et les propriétés amphotéres des oxydes et oxyhydroxydes
métalliques leur conferent un équilibre chimique trés instable et une forte sensibilité a I'érosion (Baize
and Girard 2009; Laroche 2011).
Les phénomenes d’érosion présents en Nouvelle-Calédonie sont liés au climat tropical et subtropical
océanique caractérisé par des événements pluvieux intenses et répétés (Desclaux et al. 2017).
L’érosion des roches ultramafiques émet un flux de particules riches en ETMs lourds qui se retrouvent
en suspension dans les cours d’eau et se répandent dans les zones de bassins versants miniers. Les
sols de Nouvelle-Calédonie connaissent le phénoméne d’érosion depuis le Miocéne et le transport de
matiéres en suspension (MES) vers l'aval est donc un phénoméne naturel. Cependant, les
aménagements du territoire entre autres liés a I'activité miniére amplifient le phénoméne d’érosion. Pour
Latham et al. (1978)(Latham et al. 1978), les zones cdtiéres et les zones de bassins versants en aval
des exploitations miniéres, qu’elles soient anciennes ou en activité, sont menacées par cet apport de
sédiments riches en ETMs. Le probléeme des « eaux rouges » aux abords des estuaires témoigne
notamment d’un transfert important de MES riches en ETMs de la mine au lagon (Figure 1.4) (Allenbach
et al. 2015)

Figure 1.4: Impact de I'érosion et du ruissellement sur les zones en aval. A. Evénement
pluvieux intense sur le site minier de Poro. B. Le ruissellement sur site minier. C. Impact de I'érosion
sur une baie (Photos : Auteur inconnu, d’aprés (Allenbach et al. 2015).

1.2.1.2. Bref historique de I'exploitation miniére, impacts et besoin de mesures
environnementales

La Nouvelle-Calédonie détient le quart des réserves mondiales de minerais de nickel, ce qui fait d’elle
le 7éme producteur mondial (Dumas and Cohen 2014; Gunkel-Grillon et al. 2014). Les premiéres
extractions apparaissent au Mont-Dore, au niveau des régions de Canala, Thio et Houailou, aprés la
découverte en 1873, par Jules Garnier, des latérites et saprolites (Laroche 2011). La Nouvelle-
Calédonie prend progressivement son essor économique avec la création d’entreprises miniéres
(Figure 1.5, A), dont la SLN en 1880, puis I'activité miniére s’intensifie vers les années 1940. Situé a
une profondeur de 10 & 30 m, le minerai de nickel se trouve sous le niveau latéritique (Gunkel-Grillon
et al. 2014) et I'extraction de minerai a ciel ouvert est donc marquée par le décapage obligatoire du sol,
intensifiant ainsi le processus naturel d’érosion, avec des répercussions irréversibles sur
I'environnement (Figure 1.5, B) (Latham et al. 1978; Laroche 2011).
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Figure 1.5: L'activité miniére en Nouvelle-Calédonie : un avantage économique aux dépends de
I’environnement. A. Voies de valorisation du minerai de nickel en 2012 et localisation des sites
miniers (d’apres https://sap.gouv.nc/schema-damenagement/nc2025/nc2025-orientations-et-moyens-
propositions/). B. Mine Souza. (Photo : © M. Dosdane, Pitoiset, 2016).

Le constat des dégradations est cependant assez tardif puisque les premiéres réglementations du
secteur minier n’apparaissent qu’a la fin du XXéme siécle, avec les premiers plans de revégétalisation
des sols dégradés vers 1971 pour ceux utilisant des plantes exotiques puis a partir de 1988 avec des
plantes locales mieux adaptées aux contraintes édaphiques (Laroche 2011; Allenbach et al. 2015).
Entre 1971 et 1995, 7 millions de tonnes de minerai saprolitique avaient déja été extraites. Laroche
(2011)(Laroche 2011) affirme que prés de 20 000 ha de sols sont dégradés avec seulement 296 ha de
terrains restaurés entre 1971 et 2006.

1.2.2. Répercussions environnementales de I’activité miniére : toxicité potentielle
des flux issus de la mine

1.2.2.1. Principaux Mécanismes et Facteurs d’érosion hydrique des sols

En Nouvelle-Calédonie, les précipitations se condensent surtout sur la période humide et chaude de
mi-novembre a mi-avril (Dumas and Cohen 2014). Entre 2009 et 2013, la pluviométrie annuelle
enregistrée varie de 1460 a 2720 mm (Allenbach et al. 2015). Les épisodes pluvieux les plus intenses
et les périodes de crues expliquent la majeure partie des quantités de sédiments érodés et transportés
(Dumas and Cohen 2014; Allenbach et al. 2015; Desclaux et al. 2017; Juillot F. et al 2019). A titre
d’exemple, I'épisode FINA de 2011 représente a lui seul 23 % de la pluviométrie moyenne annuelle
avec plus de 500 mm en 40 heures(Allenbach et al. 2015). Plus récemment, on enregistrait une
pluviométrie de 400 mm en 48h a Dumbéa dans le sud de la Grande Terre et a Ouvéa lors I'épisode
LUCAS de 2021 (https://www.meteo.nc/45-comprendre-la-meteo/climatologie/saisons-
cycloniques-passees). D’autre part, les nombreux feux de brousse, favorisés par la saison séche
entre mi-septembre et mi-novembre, détruisent le couvert végétal, et contribuent & augmenter le risque
d’érosion (Dumas and Cohen 2014; Desclaux et al. 2017). La modification de I'utilisation des terrains,
I'extraction de sable dans les lits de riviére sont également des facteurs aggravants (Garcin et al. 2013).
Lors des phénomenes d’érosion, les MES sont transportées de la mine au lagon (Figure 1.6) et leurs
concentrations, fortement liées a lintensité et la fréquence des pluies en Nouvelle-Calédonie,
augmentent a 'embouchure des riviéres (Allenbach et al. 2015).
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Figure 1.6: Facteurs amplifiant le phénoméne d'érosion au sein des bassins versants en
Nouvelle-Calédonie et répercussions pour les écosystémes coétiers (d’aprés Bonaventure 2023).

Plusieurs études menées en Nouvelle-Calédonie montrent que les mécanismes d’érosion des zones
dégradées dépendent également de la composition du sol et de sa compaction (Dumas and Cohen
2014; Allenbach et al. 2015) . Le transport de MES vers I'aval modifie de maniere importante le réseau
hydrographique des bassins versants ainsi que des littoraux (Latham et al. 1978; Danloux and Laganier
1991; Dumas and Cohen 2014). Garcin et al. (2013)(Garcin et al. 2013) montrent en I'occurrence une
étroite corrélation entre I'évolution du trait de céte au niveau des estuaires et I'érosion des zones
dégradées par I'activité miniére. Elles se déposent en particulier sous forme d’alluvions dans les riviéres,
les embouchures des cours d’eau et les estuaires et finissent par s’accumuler au fond des baies. Ce
phénomeéne d’hyper-sédimentation réduit I'apport lumineux dans I'eau, menant progressivement a
I'étouffement des coraux (Desclaux et al. 2017).

La modification de la topographie joue sur le comportement du sol et influence la vitesse et le volume
d’écoulement des particules de sol chargées en ETMs (Laroche 2011). Plusieurs facteurs déterminent
la fagon dont les particules de sol sont mises en suspension et dont les ETMs sont libérés, notamment
la présence de matiere organique dans le milieu ou encore les charges électrostatiques qui s’exercent
a la surface des particules et des minéraux (Allenbach et al. 2015). La solubilisation des ETMs dépend
également de la nature des minéraux présents dans ces MES (Quantin et al. 1996) En effet, on trouve
dans ces MES divers minéraux de type smectite ou goethite, naturellement associés au nickel, au
chrome et a I'aluminium (Sevin 2014; Allenbach et al. 2015). Les mécanismes de libération des ETMs
dans les cours d’eau peuvent s’avérer complexes et par conséquent, la limitation de leur transfert de la
mine au lagon fait I'objet de nombreux travaux de recherche en Nouvelle-Calédonie.

1.2.2.2. Equilibres et biodisponibilité des ETMs dans le sol

En majeure partie insolubles, sous forme d’ions adsorbés sur des particules, de précipités, ou encore
liés a des molécules organiques, ces ETMs peuvent étre libérés en une forme soluble et échangeable
dans la solution du sol. lls deviennent donc biodisponibles (Liu et al. 2018). Cette biodisponibilité des
ETMs, c’est-a-dire, la capacité a étre assimilés par les organismes vivants, est donc I'état sous lequel
ils deviennent toxiques pour ces derniers. Les transitions vers une forme ionique et biodisponible
dépendent de I'espéce métallique, de sa concentration et s’opérent sous l'effet de changements
physico-chimiques présents a I'échelle des MES et des particules du sol. De maniére générale, la
perméabilité du sol, le lessivage profond, le pH du sol, les teneurs en argile, en matiére organique et en
oxydes de Fe et Mn sont autant de paramétres déterminants dans les réactions de
complexation/dissolution des ETMs (Allenbach et al. 2015; Sarwar et al. 2017; L. Liu et al. 2018; Zhao
et al. 2021). La complexité des mécanismes de libération des ETMs réside par ailleurs dans le caractere
instable des paramétres du sol et de leur interdépendance. Par exemple, I'acidité du sol peut dépendre
de sa composition minéralogique(Laroche 2011; Gunkel-Grillon et al. 2014; Sarwar et al. 2017) qui elle-
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méme est déterminante dans la teneur en ETMs. Ainsi, la goethite peut lier les ETMs ou les libérer par
substitution du fer dans le complexe minéral ou par adsorption (Singh et al. 2002; Allenbach et al. 2015).
Les plantes et les microorganismes modifient également les propriétés des sols et peuvent donc agir
sur la biodisponibilité des ETMs (Sarwar et al. 2017; Ali et al. 2020; Priya et al. 2022).

D’autre part, la teneur des ETMs dans le sol peut varier le long du gradient terre-mer et selon la
profondeur du sol. Ceci a été montré dans plusieurs études dont celle de Marchand et al.
(2012)(Marchand et al. 2012) qui illustre cette variation avec I'exemple local de la mangrove a
I'embouchure de la riviere de Dumbéa, située sur la cote Ouest de la Grande Terre. Dans une autre
étude, Zhao et al. (2021) (Zhao et al. 2021) constatent que les concentrations des ETMs étudiés (As,
Cd, Cr, Cu, Mn Pb, Zn et Fe) ont tendance a étre plus élevées dans les premiéres couches du sol a
I'exception des milieux d’eaux saumatres, situés a environ a 200 m de la berge nord de la riviére étudiée.
La marée, et en particulier le temps et la fréquence d'immersion apparait aussi comme un paramétre
conditionnant la distribution des ETMs dans le sol (Santos-Echeandia et al. 2010; Zhao et al. 2021).

1.2.2.3. Pollutions aux ETMs des écosystémes cétiers de Nouvelle-Calédonie

Sarwar et al. (2017) (Sarwar et al. 2017) affirment que les pollutions métalliques ont longtemps été
ignorées car la dégradation des sols qu’elles engendrent est un processus lent et invisible dans I'instant.
Elles sont causées par divers secteurs industriels (mines, fonderies...), mais aussi par 'agriculture
intensive (intrants chimiques contenant des ETMs comme As, Fe, Cd) (Figure 1.7).
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Figure 1.7: Sources anthropogéniques de contaminations aux ETMs dans les zones cotiéres.
(d’apres Li, C. et al., 2022, (Li et al. 2022))

Bien que les milieux cétiers en général abritent une riche biodiversité et soient classés parmi les
écosystemes les plus productifs, ils ont pendant de nombreuses années été considérés comme des
zones de peu d’intérét agricole, notamment du fait de la non-disponibilité de terres non salées propices
a I'agriculture conventionnelle (Poljakoff-Mayber and Gale 1975). L’expansion urbaine, mais aussi les
actions de dragage, de mise en décharge, de dépdt de déblais et de conversion a l'aquaculture, ou
encore de l'extraction de sédiments et I'érosion sont des pressions importantes qui modifient
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drastiguement le paysage et impactent la biodiversité (Burke et al. 2001). Concernant le déversement
de polluants, notamment des ETMs, ces milieux jouent un réle de filtration et de rétention des sédiments
entre la terre et la mer. Cependant, les niveaux de pollution et les pressions s’exergant sur ces milieux
sont tels qu’on assiste a une dégradation ou altération de presque la totalité de ces zones humides
(estuaires, marais, mangroves...).

En Nouvelle-Calédonie, méme si les ressources naturelles sont moins exploitées que dans d’autres
régions du monde (Marchand et al. 2008), les zones littorales sont souvent utilisées comme dépotoirs.
De plus, l'activité miniére et le développement de I'aquaculture dans ces milieux contribuent a leur
fragilisation (Della Patrona 2016). D’aprés Gabrie et al. (2008) (Gabrie et al. 2008), I'érosion est I'une
des pressions majeures qui s’exerce sur environ 70% du littoral de la Grande Terre. Elle touche en
particulier la cote Ouest (Figure 1.8). Le Ni, le Co, le Cr et le Mn sont les principaux ETMs rencontrés
dans ces pollutions. La mise a nu des sols des maquis miniers étant la premiére cause de pollution des
bassins versants, de nombreux projets de revégétalisation visant a fixer les sols et limiter I'érosion sont
mis en place depuis plusieurs années. Cependant, le rythme de revégétalisation (de 30-40 ha/an),
annonceé par (Laroche 2011), serait insuffisant pour freiner significativement le flux des contaminants.
La pollution des rivieres, des estuaires et du lagon pose de réels enjeux socio-économiques et
écologiques pour la Nouvelle-Calédonie (Latham et al. 1978; Dumas and Cohen 2014). En effet, les
zones cotieres sont celles ou la population néo-calédonienne et les activités économiques se
concentrent. De plus, la Nouvelle-Calédonie est un hotspot de biodiversité mondial, par conséquent,
prioritaire en terme de conservation d’espéces (Richer, Forges and Pascal 2008; Dumas and Cohen
2014). Elle détient des ressources marines exceptionnelles, qui lui valent 'admission d’une partie de
son lagon au patrimoine mondial de TUNESCO depuis juillet 2008
(https://whc.unesco.org/fr/list/1115/documents/). De plus, la création du parc naturel de la mer de Corail
en 2014 permet de protéger officiellement 1,3 millions de km? de zones maritimes (Dumas and Cohen
2014), ce qui implique des mesures de prévention et de surveillance fortes face aux menaces pesant
sur ces écosystémes.

D’aprés Dumas and Cohen (2014)(Dumas and Cohen 2014), les activités économiques liées au milieu
marin (pécherie, aquaculture, écotourisme...) seraient vouées a compléter progressivement le « tout
nickel », d’ou une nécessité urgente de limiter le transfert des contaminants vers la mer (Latham et al.
1978; Garcin et al. 2013; Dumas and Cohen 2014; Gunkel-Grillon et al. 2014; Allenbach et al. 2015).
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Figure 1.8: Pressions s'exergant sur les milieux cotiers en Nouvelle-Calédonie. (d’aprés ((Gabrie
et al. 2008) ; Gouvernement de la Nouvelle-Calédonie 2013)

1.2.2.4. Principaux Risques biologiques liés aux pollutions aux ETMs

La mangrove est une zone tampon ou s’accumulent les ETMs. Ces derniers peuvent étre rapidement
libérés par la modification de certains paramétres environnementaux comme la salinité ou la période de
sécheresse (Tripathi et al. 2022). Dans le lagon de Nouvelle-Calédonie, et en particulier dans les milieux
soumis aux MES provenant des maquis miniers, le Ni, Co, Cr et le Mn se retrouvent dans les différents
niveaux trophiques, de la matiére organique jusqu’aux prédateurs (Marine J Briand et al. 2018). La
survie des organismes vivants dans ces milieux (phytoplancton, animaux marins...) est alors menacée
par les effets toxiques des ETMs, mais aussi par la diminution de I'accés a la lumiére résultant de
'augmentation de la turbidité de I'eau et I'hypersédimentation engendrée par I'érosion (Tripathi et al.
2022). D’autre part, la hausse des températures de I'eau liée au changement climatique augmente la
solubilité des ETMs, ajoutant alors une pression supplémentaire sur ces organismes, et en particulier
sur les récifs coralliens dont le blanchiment peut alors etre accéléré (Tripathi et al. 2022). Selon les
organismes considérés, les ETMs peuvent s’accumuler au fur et a mesure dans différents organes, par
ingestion, inhalation ou absorption et peuvent causer diverses maladies (Tripathi et al. 2022). Ces effets
sur les écosystémes et la santé humaine dépendent aussi de I'espéce métallique. En Nouvelle-
Calédonie, les ETMs majoritaires des contaminations lagonaires provenant des mines sont : Ni, Co, Cr
et Mn. Les effets de ces ETMs sur les organismes et la santé humaine ont été rapportés dans diverses
études et sont succinctement présentés ci-aprés afin de mieux comprendre les potentiels enjeux
sanitaires que ces contaminations peuvent représenter.

La solubilisation du nickel est contrélée principalement par les réactions de précipitations avec les
oxydes hydratés de Fe et de Mn (Yusuf et al. 2011). Les mécanismes de sa toxicité sont complexes et
peu clairs. Néanmoins, sa potentielle cancérogénicité sur les poumons, la gorge, I'estomac, le foie a été
rapportée ainsi que sa capacité a causer des mutations. Des effets notables sur les systémes
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immunitaire, hépatique, nerveux, respiratoire, et sur la chute des cheveux sont également relevés
(Duda-Chodak and Blaszczyk 2008; Tchounwou et al. 2012; Allenbach et al. 2015). De plus, (Genchi et
al. 2020) rapportent des effets épigénétiques du nickel sur le génome humain pouvant conduire a
certains cancers.

Le cobalt est I'un des ETMs affectant la croissance des coraux en impactant a la fois les zooxanthelles
et leurs hbtes (Biscéré et al. 2015). Concernant les effets sur la santé, bien que le corps humain ait
besoin d’un certain apport, les effets toxiques du cobalt sur la santé sont connus. (Leyssens et al. 2017)
y ont consacré une synthése bibliographique et relévent notamment une toxicité a doses sanguines en
général supérieures a 300 ug.L" chez des individus sains.

Le caractére cancérigéne et génotoxique du chrome hexavalent a été démontré sur des testicules de
rats (Marouani et al. 2012) et sur certains organes de poissons (Tumolo et al.; Mishra and Mohanty
2008). (Ahmed et al. 2013) rapportent également divers effets sur la santé humaine qui dépendent de
la fagcon dont cet élément a été absorbé. Lorsqu’il s’agit d’ingestion d’aliments contaminés, des effets
sur le foie, des reins, les systémes gastro-intestinal et sanguin ont pu étre constatés notamment avec
I'apparition de cancers liés a son caractére mutagéne.

En milieu aquatique, le manganése ionique est présent sous 2 formes : Mn?* et Mn**. Ses effets sur les
organismes aquatiques ont été recensés dans Howe et al. (2004)(Howe et al. 2004). Globalement, ce
métal inhibe la croissance de divers groupes d’organismes (micro- et macroalgues, protozoaires...) et
résulte en une perturbation du développement embryonnaire et larvaire de certains poissons et
mollusques. Chez 'Humain, ce métal peut étre accumulé durablement dans les tissus (8-9 ans) (O’'Neal
and Zheng 2015). L’exposition au Mn est dangereuse en particulier pour le systéeme nerveux avec des
répercussions pouvant étre assimilées aux symptdomes de la maladie de Parkinson.

En Nouvelle-Calédonie, les rapports de Baudrimont et al. (2019) (Baudrimont et al. 2019) et Germande
et al. (2022) (Germande et al. 2022), consacrés en partie a I'évaluation des niveaux de contaminations
aux ETM dans la population, montrent des concentrations des quatre ETM élevées dans les urines de
certaines personnes, en particulier des enfants. L’étude montre aussi que les sources de contaminations
sont multiples, a savoir les poussiéres, I'eau et I'alimentation.

1.3. STRATEGIES POTENTIELLES DE TRAITEMENT DES ZONES
COTIERES DE NOUVELLE-CALEDONIE POUR LUTTER OU
PREVENIR LES CONTAMINATIONS METALLIQUES
(REDACTEUR : P. BONAVENTURE).

1.3.1. CONTRAINTES BIOLOGIQUES DES ETMS CHEZ LES PLANTES

1.3.1.1. Absorption, transport, accumulation des ETMs chez les plantes

Les ETMs représentent une toxicité pour la plupart des organismes, ce qui n’exclue en rien le régne
végétal. Cette toxicité dépend de I'espéce métallique, de sa concentration, de ses formes chimiques et
également de I'espéce végétale considérée. Leur absorption au niveau des racines peut se faire de
maniére apoplastique ou symplastique, passive ou active, via certains transporteurs membranaires ou
certains canaux (Amari et al. 2017). L’acidité du sol joue un réle important dans la mobilisation des ETM
dans le sol. Un pH acide augmente généralement leur solubilisation dans I'eau interstitielle du sol et
donc leur disponibilité pour les racines des plantes (Chibuike and Obiora 2014). Le calcium peut affecter
I'absorption des ETM, positivement ou négativement selon I'espéce, probablement en raison du fait que
certains ETM rentrent dans les cellules racinaires en empruntant des canaux a Ca?* ou a K* (Amari et
al. 2017). En particulier pour le Ni, I'absorption racinaire peut également étre perturbée par d’autres ions
avec lesquels il peut rentrer en compétition comme les ions Fe3*, Co?*, Mg?*, NH4*, K* et Na* (Yusuf et
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al. 2011). Les ETM peuvent se lier a de nombreuses molécules possédant des groupes fonctionnels
divers, et, une fois absorbés au niveau racinaire, leur transport a travers les différents organes des
plantes est régulé par différents chélateurs, notamment des acides organiques, certains acides aminés
ou encore des peptides. lls peuvent aussi étre chélatés par des métallothionéines (MTs), qui servent a
leur transport, leur translocation, et leur accumulation dans les tissus (Amari et al. 2017)

Plusieurs familles de transporteurs membranaires sont connues pour étre impliquées dans I'absorption
des ETMs et 'homéostasie comme la famille des ZIP (« Zinc/Iron-regulated transporter-like Protein »),
ou encore les P1B-ATPases (protéines membranaires qui couplent I'hydrolyse de 'ATP au transport de
cations métalliques), les NRAMPs (Natural resistanceassociated macrophage proteins), et la famille des
CDFs (Cation diffusion facilitators), ou encore les OPTs (Oligopeptide transporters) (Amari et al. 2017).
Les protéines transmembranaires ZIP sont connues pour leur réle dans le transport du Fe, du Zn et du
Mn (Guerinot 2000). Les phytochélatines (PCs) sont des polypeptides a faibles poids moléculaires
également impliqués dans le transport des ETMs a I'exception de certains comme le nickel d’aprés
Amari et al. (2017) (Amari et al. 2017) et Schat et al. (2002) (Schat et al. 2002).

A un niveau non toxique, certains ETM comme le nickel servent a produire des métalloenzymes utiles
pour l'assimilation d’éléments métalliques nécessaires a leur métabolisme. L'absence totale de Ni
empéche notamment les plantes de compléter leur cycle de vie (Amari et al. 2017). Concernant ce
métal, des concentrations supérieures a 10 mg kg' de matiére séche dans les tissus des plantes
sensibles, ou 50 mg kg™' pour les espéces tolérantes entrainent chez la plupart d’entre elles des dégats
a différents niveaux biologiques (Amari et al. 2017).

1.3.1.2. Toxicité des ETMs chez les plantes

A forte dose, les ETMs s’accumulent dans les tissus et induisent une grande variété d’effets toxiques
directs et indirects (Figure 1.9).
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Figure 1.9: Représentation résumée des effets toxiques des ETMs chez les plantes. (d’aprés Lutts
et Lefévre, 2015 (Lutts and Lefévre 2015))

La figure 1.9 ci-dessus résume (de maniéere trés simplifiée), les différents effets négatifs des ETM sur
les espéces végeétales. La description précise de ces effets ne sera pas traitée ici, afin de simplifier la
lecture du présent rapport et de se concentrer sur les aspects clefs nécessaires au projet METDEP,
mais une description plus détaillée peut étre retrouvée dans le manuscrit de doctorat de Pauline
Bonaventure (Bonaventure 2023).

Pour résumer, il faut retenir que les ETM, a trop fortes concentrations, impactent les plantes qui y sont
exposées selon de trés nombreuses manieres et que leurs effets conduisent progressivement a la
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détérioration des fonctions vitales de la plante. Cette derniére sera finalement impactée a différents
niveaux et présentera alors divers symptémes, signes de son déclin (réduction de la taille et du nombre
des vaisseaux du xyléme, réduction de la taille des feuilles, réduction du nombre de stomates et de leur
taille, nécrose ou jaunissement des feuilles...) (Amari et al. 2020). Cependant, les plantes luttent pour
se défendre contre ces stress métalliques, de multiples fagons.

De maniére générale, les plantes répondent au stress métallique en activant des systéemes de
défense antioxydants colteux en énergie, en produisant des agents chélateurs, ou encore en
déclenchant des mécanismes impliqués dans le maintien des fonctions cellulaires vitales, ce qui
empiéte sur le métabolisme « normal » de la plante. Chez certaines plantes, ces mécanismes de
défense sont particulierement renforcés et leur conférent des propriétés de tolérance aux ETM
pouvant étre utilisées dans les techniques de dépollution (phytoremédiation). Parmi ces
mécanismes de défense, on trouve notamment I’association avec des microorganismes
bénéfiques a la plante (microorganismes a effets PGP : « Plant Growth Promoting », eux-mémes
adaptés aux ETM et pouvant également étre sources d’applications intéressantes
(bioremédiation ; phytoremédiation bio-augmentée ; restauration écologique ; agriculture
durable - pour n’en citer que quelques-unes).

1.3.2. LA PHYTOREMEDIATION

1.3.2.1. Concept et définitions

Le terme « remédiation » désigne I'ensemble des techniques d’ingénierie employées pour dépolluer un
milieu. Différentes dénominations sont utilisées en fonction du traitement appliqué : la remédiation par
filtration, la remédiation électrique, chimique ou électrochimique ou les polluants (métalliques par
exemple) pourront étre précipités, la remédiation thermique, et la remédiation biologique ou plus
communément bioremédiation (Lutts et al. 2016; Z. Liu et al. 2018).

Compte tenu de I'étendue des dégradations, I'Union Européenne affirme a travers la Commission du 5
juillet 2023 vouloir renforcer son engagement pour la remise en état de ses sols (European Commission
2023) notamment en soutenant davantage les activités de recherche, de surveillance, de traitements et
de restauration des sols. En 2020, la France a dépensé environ 2,3 milliards d’euros dans le secteur de
la dépollution des eaux et des sols (Portail de I'information publique environnementale, 2023). Depuis
plusieurs années, les scientifiques s’intéressent a la bioremédiation en raison des avantages
économiques et écologiques qu’elle offre. Outre le faible coit de mise en application, elle propose des
techniques plus durables et plus respectueuses de I'environnement. Le secteur de l'innovation est
d’ailleurs de plus en plus encouragé a résoudre les problémes de pollution en s’inspirant du vivant
(Solutions Fondées sur la Nature). A titre d’exemple, Saxena et al. (2019)(Saxena et al. 2019) rapportent
plusieurs programmes notamment portés par les Etats-Unis ou I'Union Européenne visant a préciser la
faisabilité de la phytoremédiation afin d’en permettre des applications concrétes a grande échelle
(Superfund Innovative Technology Evaluation (SITE) (US), Phytosudoe (UE), Life RiverPhy (UE)).

Les méthodes de bioremédiation utilisent directement des propriétés du vivant en utilisant des
matériaux/substrats biologiques capables d’adsorption passive par exemple (écorce, paille, coquille de
noix, biochar, microorganismes inactivés...), ou bien des étres vivants capables de dépolluer activement
un milieu (plantes vasculaires, algues, fougéres, microorganismes...) (Lutts et al. 2016; Zheng et al.
2018). Pour optimiser la décontamination des sols, les organismes peuvent étre vivants et/ou morts,
entiers ou bien a I'état de débris. A titre d’exemple, Houzelot et al. (2018) (Houzelot et al. 2018) étudient
les propriétés chélatrices des cendres d’'une plante hyperaccumulatrice Alyssum murale, connue pour
accumuler certains ETM. Par ailleurs, Lutts et al. (2016) (Lutts et al. 2016) montrent que les poudres de
racines de Kostelezkya pentacarpos, connue pour ses capacités d’accumulation des ETM, sont
efficaces pour chélater et retenir le Zn et le Cd dans une solution aqueuse. Ainsi, malgré la toxicité
avérée des ETM pour les plantes, certaines ont développé des adaptations leur permettant de résister
ou de tolérer la présence de concentrations élevées en ETM.
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La phytoremédiation, qui utilise les capacités accumulatrices de certaines plantes, est un concept
apparu il y a déja plus de 300 ans (Raymond A. Wuana and Okieimen 2011) et a déja montré des
résultats intéressants dans certains pays impactés par les pollutions métalliques. Elle présente
également 'avantage de revégétaliser les milieux, d’apporter une meilleure stabilité du sol et de réduire
le risque dérosion (Sepulveda et al. 2020). La phytoremédiation regroupe des techniques de
phytoextraction, de phytostabilisation, toutes les deux indiquées pour lutter contre les contaminations
du sol, mais aussi de phytovolatilisation, et de phytofiltration, plutét adaptées aux pollutions des milieux
aquatiques (Figure 1.10).
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Figure 1.10: Différentes approches de phytoremédiation. d’aprés (Parmar, S., & Singh 2015)

Nous nous concentrerons ici essentiellement sur la phytoextraction et la phytostabilisation qui sont les
deux procédés les plus adaptés a la dépollution des sols contaminés aux ETMs et également les plus
investigués dans ce contexte.

La phytoextraction des ETM utilise des plantes capables de retirer les contaminants métalliques du
sol en les stockant dans leurs parties aériennes. Pour obtenir des résultats significatifs, le choix des
especes végeétales doit respecter un certain nombre de critéres (Khan et al. 2017; Saxena et al. 2019).
Les plantes doivent notamment résister a des concentrations élevées en ETM, avoir une forte aptitude
a accumuler le ou les ETM a décontaminer, et plus particulierement, elles doivent les transloquer dans
les parties aériennes de maniére importante. Les paramétres de croissance (taux de croissance,
biomasse, vigueur du systéme racinaire, nombre et surface des feuilles...), ainsi que la résistance aux
maladies sont pris en compte dans I'élaboration de ce type de bioingénierie (Raymond A. Wuana and
Okieimen 2011; Hasanuzzaman et al. 2014). D’apreés la revue de Sarwar et al. (2017), les plantes dites
« multi-cut », c’est-a-dire permettant plusieurs récoltes en une seule période de croissance (Hazrat Ali
2012), sont des plantes particulierement recherchées pour la phytoextraction, car leur croissance rapide
et leur petite taille facilitent la récolte, plusieurs fois par an, des organes accumulateurs aériens.

La phytostabilisation ou phytoimmobilisation est une des autres techniques intéressantes pour la
dépollution des sols contaminés par les ETM. Elle permet d'immobiliser et d’'inactiver les ETM dans le
sol, d’éviter leur lessivage et leur entrée dans les chaines trophiques. Par des mécanismes comme la
précipitation, 'absorption racinaire ou la complexation a I'intérieur des cellules du cortex racinaire, cette
technique vise a réduire la solubilité des ETM et donc leur biodisponibilité (Raymond A. Wuana and
Okieimen 2011; Sarwar et al. 2017). Bien que cette méthode présente des limites, en raison de la
persistance des ETM dans le sol, elle est plus aisée a mettre en ceuvre (Sarwar et al. 2017; Mousavi
Kouhi and Moudi 2020). En effet, la phytoextraction exige des critéres bien plus stricts dans la mesure
ou les ETM doivent se trouver en majorité dans les parties aériennes, ce qui est plus stressant pour les
plantes. La phytostabilisation, quant a elle, mobilise tout aussi bien des mécanismes de résistance qui
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limitent I'absorption des ETM dans les racines et les immobilisent dans le sol, que des mécanismes
d’absorption et de bioconcentration des ETM dans les racines (Raymond A Wuana and Okieimen 2011).
Ces facultés sont plus largement répandues et les plantes candidates a la phytostabilisation sont donc
plus nombreuses.

En utilisant de telles plantes pour dépolluer un milieu, la phytoremédiation présente l'avantage
d’améliorer les propriétés du sol, voire des eaux pres desquelles elles agissent. La prolifération des
racines joue notamment un réle dans I'agrégation du sol, elle améliore les flux nutritifs et les propriétés
hydrauliques grace a la création de macropores dans le sol. Cette technique permet aussi le
recrutement de microorganismes agissant sur la compaction du sol et la simple revégétalisation des
terrains limite I'érosion (Hasanuzzaman et al. 2014). La phytoremédiation et les techniques de
bioremédiation doivent cependant étre élaborées en tenant compte du contexte local. En effet,
I'applicabilité de ces techniques dépend non seulement des espéces végétales et de leur tolérance aux
ETM ciblés, de leur mode de multiplication, mais également du niveau de contamination du site, du
contexte socio-économique, des équipements agricoles disponibles et, de maniére générale, des
connaissances sur le sol a décontaminer et des usages qu’en font les populations. Parfois, les plantes
peuvent étre une source de relargage de ETM dans l'environnement, comme observé lors de la
senescence de feuilles ayant accumulé des ETM (Burke et al. 2000; Garbisu and Alkorta 2001) et la
translocation des ETM vers les feuilles peut alors ne pas étre un bon critere (Van Nevel et al. 2007). ||
est par conséquent nécessaire de multiplier les études pour développer des opérations de dépollution
adaptées et efficaces (Raymond A Wuana and Okieimen 2011). Dans ce dernier cas de figure, certains
ingénieurs ont par exemple élaboré des techniques de recyclage des parties accumulatrices ou les
résidus peuvent étre revalorisés dans les industries chimiques (Stanovych et al. 2017; Richards K2021).

Afin d’augmenter son efficacité, la phytoremédiation peut étre combinée a d’autres techniques de
remédiation. Ainsi, de nouveaux concepts sont étudiés en combinant différentes techniques comme
'association de plantes accumulatrices a des agents chélateurs chimiques ou organiques facilitant
'absorption et 'accumulation des ETM (acide tétra acétique éthyléne diamine (EDTA), acide tétra
acétique glycol éthylene (AGTA), acide salicylique...) (Sarwar et al. 2017). Leur utilisation est
néanmoins discutable, car outre leur colt souvent élevé, ces composés sont la plupart du temps non
biodégradables.

La bio-augmentation ou lutilisation d’inocula microbiens pour optimiser I’extraction ou la
stabilisation des ETM est une autre solution émergente et prometteuse, du fait de son faible coat
et de ses avantages écologiques. Cette derniére implique cependant la connaissance et
I'utilisation de microorganismes cultivables bénéfiques a la plante en termes de croissance et/ou
de résistance aux ETM. Une fois ces microorganismes isolés et caractérisés, leurs effets PGP,
leurs résistances aux ETM peuvent étre mis a profit pour faire de la phytoremédiation bio-
augmentée, de la restauration écologique plus efficace, mais aussi, pour développer des
techniques innovantes de décontamination des environnements contaminés aux ETM,
notamment les eaux. Ces aspects, correspondant au chapitre 2 du projet METDEP, seront
publiés sous la forme d’une revue bibliographique.

1.3.2.2. Phytoremédiation des zones cétiéres contaminées par les ETM

1.3.2.2.1. Les zones intertidales : définitions générales et état de santé des écosystemes
cétiers

Les milieux de bord de mer représentent 20% de la surface totale des continents (Martinez et al. 2007;
Barbier et al. 2011). Les milieux que 'on qualifie de supratidaux, c’est-a-dire au-dessus de la limite de
la marée haute, rassemblent les dunes, les falaises, les rivages rocheux et sablonneux et les habitats
xéromorphiques cétiers (Burke et al. 2001). Les milieux intertidaux désignent les estuaires, les deltas,
les lagunes, vasiéres, ou encore les marais salants, les salines, et autres zones humides cotiéres (Burke
et al. 2001). La zone intertidale est une zone de balancement des marées. L’alternance des marées
induit une fluctuation des durées d'immersion/exondation et donc des conditions d’humidité et d’anoxie,
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de salinité et de température, ce qui structure les communautés végétales, animales et microbiennes.
Ces paramétres environnementaux apparaissent comme des contraintes auxquelles les organismes de
ces milieux se sont adaptés. En milieu tropical et subtropical, les zones intertidales sont caractérisées
par la présence de foréts de mangrove plus ou moins hétérogénes dans le couvert végétal. Ces
formations représentent 75% des littoraux tropicaux et subtropicaux (Holguin et al. 2001). Les
mangroves sont les milieux essentiels a la stabilité des cbtes face aux intempéries, car elles les
protégent des événements météorologiques destructeurs tels que les cyclones. Elles servent de zone
tampon vis-a-vis de la houle et assurent le cycle des nutriments ainsi que la filtration des sédiments et
des éléments provenant des zones en amont. Ce sont d’excellents puits de carbone et elles sont donc
particulierement importantes dans le contexte de changement climatique actuel (Marchand et al. 2008;
Della Patrona 2016). De plus, elles sont indispensables aux écosystémes marins et cotiers et donc aux
activités économiques liées a la mer (Marchand et al. 2008; Della Patrona 2016). En Nouvelle-Calédonie
(Figure 1.11, A), la succession écologique des mangroves est marquée par la primo-colonisation des
bords de mer par des palétuviers de type Rhizophora puis, au fur et a mesure qu’ils stabilisent les
sédiments et contribuent a leur accumulation, ces arbres facilitent I'installation d’autres palétuviers de
type Avicennia qui les remplacent progressivement sur le transect terre-mer (Figure 1.11, B).
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Figure 1.11: Habitats des milieux cétiers de la Nouvelle-Calédonie. Localisation des mangroves
en Nouvelle-Calédonie (Virly 2008). B. Succession des habitats cotiers au sein d’'un marais 8 mangrove
en Nouvelle-Calédonie (Marchand et al. 2008).

Ces derniers vont a leur tour favoriser 'accumulation de sédiments (Marchand et al. 2008). Au fil du
temps, cette zone finira par s’assécher en amont de la mangrove et se transformer en un habitat plus
ouvert. Ce dernier est caractérisé par un sol hydromorphe et colonisé par une végétation basse, palustre
et buissonnante, plus ou moins clairsemée ou par un sol totalement dénudé (Marchand et al. 2008). Il
s’agit d’'un tanne ou pré-salé d’arriere mangrove (Dumas 2004; Lebigre 2004). Lebigre (2004)(Lebigre
2004) les définit comme étant : « des surfaces nues (tannes vifs) ou couvertes de plantes de petite taille
» (tannes herbeux), « formées naturellement aux dépens de la mangrove ». Ces tannes représentent
27% des écosystemes de mangrove en Province Sud contre 23% en Province Nord (Haouet et al. 2016)
et correspondent a un total 9 200 ha (Della Patrona 2016). Les tannes (ou « salt marshes » en anglais)
sont soumis a un taux d’évaporation important ce qui augmente la salinité dans le sol. Sur cette zone,
les palétuviers ne se développent pas. Les tannes herbeux sont constitués d’'une végétation fortement
adaptée aux contraintes de salinité (Figure 1.12, B). Sur un tanne dit « vif » (Figure 1.12, A), la
végétation peut étre trés clairsemée voire absente. Sur ces derniers, la surface du sol est recouverte
d’un voile de cyanobactéries qui forme une couche épaisse (Marchand et al. 2008).
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Figure 1.12: Les tannes en Nouvelle-Calédonie. Tanne nu recouvert par des cyanobactéries (Photo
: Auteur inconnu, (Marchand et al. 2008). B. Tanne herbeux de la région de Boulouparis (Photo : Auteur
inconnu, (Della Patrona 2016).

En raison de sa position géographique et de la présence d’'une chaine montagneuse, la Grande Terre
possede deux cbtes climatiquement distinctes avec, a I'Est, une zone dite « cote au vent » caractérisée
par des pluies plus abondantes et, a 'Ouest, une zone « sous le vent », soumise a une pluviosité plus
faible (Marchand et al. 2008). Cette différenciation climatique induit une répartition des zones de
mangrove différente entre 'Ouest et 'Est de la Grande Terre (Marchand et al. 2008). En outre, 88% des
mangroves sont localisées sur la cote Ouest ou la diversité des plantes de bord de mer est plus forte
(Figure 1.13) (Della Patrona 2016). La cbéte Est comprend des plantes de la famille des Cypéracées
tandis que la c6te Ouest posséde d’autres familles avec des plantes plutot succulentes (Duke et al.
2010).
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Figure 1.13: Biodiversité des espéces halophytes sur 92 sites échantillonnés (Duke 2010).
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Trois grandes strates se répartissent selon le gradient terre-mer, avec une succession de mangrove a
Rhizophora, puis a Avicennia, suivie par des tannes (Della Patrona 2016). C’est dans ces derniers que
la phytoremédiation des ETM pourrait étre envisagée en Nouvelle-Calédonie pour limiter le transfert
des ETM vers le milieu marin.

Della Patrona (2016) a recensé 29 espéces de plantes herbacées a semi-ligneuses, appartenant a 25
genres et 15 familles distinctes, présentes dans les tannes de Nouvelle-Calédonie. L’étude de Duke
(2010) montre que les espéces Sarcocornia quinqueflora (Amaranthacées), Suaeda australis
(Amaranthacées), Sesuvium portulacastrum (Aizoacées) sont présentes sur respectivement, 18, 15 et
30 % des 82 tannes recensés et dominent les zones intertidales basses. En remontant vers la terre, on
retrouve des especes telles que Salsola kali, Atriplex jubata et Limonium tetragonum (Plumbaginacées)
puis des Cypéracées telles que Sporobolus virginicus dans les zones supratidales moins soumises au
marnage. Cette derniére est présente sur 58 % des tannes étudiés par Duke (2010), et est distribuée
sur la coOte est et la cdte ouest de la Grande Terre. Par ailleurs, d’aprés Della Patrona (2016), S.
quinqueflora, S. portulacastrum et S. australis seraient les espéces de bord de mer majoritaires des
tannes de la cOte ouest. Les salicornes ne seraient distribuées que dans la partie sud de la Grande
Terre tandis que S. australis et S. portulacastrum sont distribuées du nord au sud en colonisant
différents habitats de I'estran selon la latitude (Figure 1.14) (Della Patrona 2016).
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Figure 1.14: Répartition géographique des trois principales halophytes de la céte Ouest :
Sarcocornia quinqueflora, Suaeda australis, Sesuvium portulacastrum. A noter I'appauvrissement
spécifique Sud Nord et le glissement « tidal » de la répartition des peuplements (d’aprés Della Patrona
2016).

Certaines de ces espéces ont déja été étudiées pour leur potentiel dans la phytoremédiation de sols
salins pollués par les ETM. Sesuvium portulacastrum aurait en particulier des capacités importantes
d’accumulation du Ni dans les feuilles, pouvant aller jusqu’a 700 mg.kg-' (Ghnaya et al. 2007; Wali et
al. 2015; Fourati et al. 2016; Fourati et al. 2020). Varhammar et al. (2019) (Varhammar et al. 2019) ont
également observé une accumulation dans les racines de certains ETM (Zn, Cu, Pb, Cd) chez
Sarcocornia quinquefiora.

1.3.2.2.2. Communautés végétales des milieux cétiers : les halophytes

Les « halophytes » sont des plantes qui se retrouvent dans les zones de bord de mer et les déserts, et
sont capables de compléter leur cycle de vie en présence d’environ 200 mM NaCl (Flowers and Colmer
2008), soit une conductivité électrique du sol d’environ 20 dS.m-".

Grace a un systéme de transport des ions Na*/Cl- particulierement efficace, une forte capacité de
séquestration dans des compartiments spécifiques, et un contréle fin des concentrations osmolytiques,
ces halophytes peuvent vivre dans des conditions salines parfois extrémes. Shabala (2013) (Shabala
2013) rapportent par exemple que Atriplex nummularia peut accumuler entre 20 et 40 % de NaCl dans
sa matiére séche lorsqu'elle est irriguée avec de I'eau salée. Du fait de ces adaptations trés poussées
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a l'un des stress les plus communs chez les plantes, les halophytes répondent a un probléme majeur
de salinisation des terres agricoles, et ont été par conséquent largement étudiées ces derniéres années.
L’accumulation de connaissances sur ces plantes a fait émerger d’autres propriétés intéressantes dans
le domaine médicinal, de I'énergie verte (Hasanuzzaman et al. 2014), de la revégétalisation (Joshi et
al. 2012) et de la dépollution des sols (Naikoo et al. 2020; Aziz and Mujeeb 2022). En effet, ces
adaptations leur conférent des capacités de tolérance aux ETM (Lutts and Lefévre 2015; Nikalje et al.
2019; Amari et al. 2020; Naikoo et al. 2020; Sepulveda et al. 2020; Alam et al. 2021; Aziz and Mujeeb
2022). Depuis plusieurs décennies, elles sont ainsi étudiées pour leurs capacités a résister a de
multiples stress, et notamment a accumuler et stabiliser les ETM dans le sol. Leur potentiel en
phytoremédiation des ETMs a été souligné dans de nombreux articles expérimentaux et de synthese
(pour revue voir (Singh et al. 2023)).

Pour I'ensemble de ces raisons, des études préliminaires (voir Chapitre 3 du présent rapport) ont été
menées en 2018 par notre équipe de recherche, sur plusieurs espéces d’halophytes présentes en
Nouvelle-Calédonie afin d’en explorer les éventuelles possibilités de phytoremédiation sur les estuaires
et zones cotiéres contaminées par les sédiments miniers : Sesuvium portulacastrum, Suaeda australis,
Sarcocornia quinqueflora et Sporobolus virginicus. Ces plantes avaient été échantillonnées sur deux
zones de tannes, I'une vierge de contaminations aux ETM ; I'autre impactée par des sédiments chargés
en ETM, et présentant une couleur rouge (Figure 1.15). Les analyses de sols ont confirmé une
contamination aux ETM dans le tanne “rouge” (Tableau 3.1) et les analyses des végétaux ont montré
d’'importantes concentrations en Ni, Co, Cr et Mn dans les parties aériennes et racinaires (Tableau 3.2;
Maijorel et al., données non publiées).

Figure 1.15 : Sites de I'échantillonnage de 2018 localisés sur I'estuaire de la baie de St
Vincent, La Tontouta. A. Tanne a priori non ou faiblement impacté par les sédiments miniers (Photo :
© C. Majorel). B. Tanne rouge impacté par les sédiments métalliferes (Photo : © C. Majorel).

1.3.2.3. Contribution des microorganismes associés aux halophytes a la
phytoremédiation des ETM (et autres applications).

Les plantes s’associent naturellement aux microorganismes pouvant leur procurer des avantages
nutritionnels ou adaptatifs et notamment les aider a faire face a différents stress. Le terme « holobionte »
est utilisé pour décrire l'association d'un héte (ici une plante) avec son cortége microbien
(Vandenkoornhuyse et al. 2015).

En raison de la tolérance qu’il peut lui conférer, le microbiome d’une plante est parfois considéré comme
« son deuxieme génome » (Turner et al. 2013). Dans les milieux salins, Margesin and Schinner (2001)
(Margesin and Schinner 2001) ont souligné la richesse des adaptations biologiques que possedent les
microorganismes halophiles. Ces adaptations peuvent alors étre exploitées pour développer des
biotechnologies et les microorganismes halophiles sont ainsi souvent étudiés a des fins de valorisation
industrielle. Définie plus largement par Khan et al. (2020)(Khan et al. 2020) comme étant I'ajout in situ
ou ex situ d’enzymes ou d’organismes ayant des propriétés facilitant la bioremédiation de milieux
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pollués, le terme de « bio-augmentation » peut aussi désigner I'utilisation de microorganismes pour
assister et améliorer I'efficacité de phytoremédiation (Haferburg and Kothe 2010; Teixeira et al. 2014).
En effet, certains microorganismes peuvent diminuer les stress liés a la salinité et aux ETM, améliorer
la croissance et induire des mécanismes de tolérance chez les plantes auxquelles ils sont associés.
Ces microorganismes dits promoteurs de la croissance ou PGP (« plant growth promoting ») sont
fréquemment étudiés dans ce cadre a travers une grande variété de tests de laboratoire ciblant la
détection de certaines phytohormones, de métabolites, de substances chélatrices, en caractérisant
l'activité de certaines enzymes antioxydantes, leurs capacités a réguler les génes des plantes, ou
encore en recherchant des aptitudes a faciliter 'accés aux nutriments pour les plantes. De nombreuses
études montrent I'intérét d'utiliser des microorganismes endosphériques non symbiotiques ou encore
ceux vivant dans la rhizosphére, a 1 ou 2 mm de la racine (Tkacz and Poole 2021), dans le
développement et [l'optimisation de techniques de phytoremédiation bioaugmentée. Les
microorganismes peuvent coloniser les plantes et leur rhizosphére, sous forme d’associations
facultatives avec : des bactéries endophytes, rhizosphériques, des champignons endophytes ou encore
des champignons ectomycorhiziens. Elles peuvent également former des symbioses avec des
champignons mycorhiziens a arbuscules ou AMF (« arbuscular mycorrhizal fungi ») et déploient des
stratégies tout aussi diverses et originales pour faire face aux stress. Les effets des microorganismes
symbiotiques et mutualistes sur la croissance des plantes sont bien connus. Leurs bénéfices pour la
plante sont multiples (Figure 1.16) dans le cadre de sols salins. En contrepartie, les microorganismes
peuvent bénéficier de divers avantages procurés par la plante, comme une protection et une source de
carbone via la rhizodéposition (exsudats, mucilage, cellules mortes...) (Jones et al. 2009).
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Figure 1.16: Quelques effets promoteurs de la croissance des plantes chez divers
groupes de microorganismes en présence d'une salinité élevée. AA : acide ascorbique ; ABA :
acide abscissique ; APX : ascorbate peroxydase ; CAT: catalase ; DHAR : déhydroascorbate réductase
; Fla : flavonoides ; GAs : acides gibbérelliques ; HKT1 : transporteur de K+ a haute affinité ; IAA : acide
indole-3-acétique ; MDHAR : monodéhydroascorbate réductase ; MS : méthionine synthase ; Pro :
proline ; PIPs : protéines intrinséques de la membrane plasmique ; SA : acide salicylique ; SAM : S-
adénosyl-méthionine ; SOD : superoxyde dismutase ; SOS1 : géne 1 de sensibilité excessive au sel ;
génes UR/DR : rapport entre les génes régulés a la hausse/ les génes régulés a la baisse (modifié
d’aprés (Qin et al. 2016a)).
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Les halophytes structurent les communautés microbiennes et recrutent des microorganismes leur
permettant de mieux s’adapter a des environnements difficiles (Qin et al. 2018; Riva et al. 2019; Wang
et al. 2020). Jing et al. (2019) (Jing et al. 2019) ont analysé l'effet de la culture de deux halophytes
Atriplex triangularis et Suaeda glauca sur le recrutement des communautés microbiennes dans le sol
brut (sol non accroché aux racines) et dans le sol rhizosphérique (sol accroché aux racines). lls trouvent
une grande diversité de phyla tels que Actinobacteries, Proteobacteries, Bacteroidetes, Chloroflexi et
Acidobactéries, dans des proportions plus ou moins importantes selon I'espéce. Dans cette étude, la
structure des communautés microbiennes était significativement impactée par la présence des plantes.
La richesse et la diversité des espéces bactériennes étaient plus élevées dans la rhizosphére que dans
le sol sans plant, ceci pouvant étre lié aux exsudats racinaires produits par les plantes. De plus, le sol
rhizosphérique d'A. triangularis présentait des activités d’'uréase et de déshydrogénase plus élevées
que le sol brut associé a cette espéce. Dans le contexte de la Nouvelle-Calédonie, une étude récente
menée par Colette et al (2023) (Colette et al. 2023b) a montré une diversité des procaryotes
spécifiquement et fonctionnellement distincte entre 3 halophytes, Suaeda australis, Sarcocornia
quinqueflora et Atriplex jubata, cultivées dans des sédiments issus de bassins aquacoles. Li et al. (2018)
(Li et al. 2018) montrent qu’en comparaison avec un sol nu, les communautés microbiennes sont plus
diversifiées dans le sol rhizosphérique de 5 halophytes d’'un désert de Chine, et cette diversité est
d’autant plus importante dans le sol rhizosphérique accroché aux racines que dans le sol libre de la
zone racinaire. En comparant les racines, les feuilles, le sol rhizosphérique et le sol brut, Qin et al.
(2018) (Qin et al. 2018) montrent également une diversité maximale des communautés halotolérantes
dans le sol rhizosphérique, dominée par Protéobactéries et Actinobactéries ; deux groupes bactériens
fréquents dans les milieux salins. Par ailleurs, ils sont connus pour coloniser les sols contaminés par
les ETM (Pires et al. 2017). Parmi les groupes de champignons candidats a la bio-augmentation, les «
dark septate endophytes » (DSE) sont des champignons bruns ascomycétes aux hyphes mélanisés,
connus pour leur tolérance a de nombreux stress et pour coloniser des milieux aux conditions abiotiques
extrémes (Jumpponen and Trappe 1998; Berthelot et al. 2019). Les hyphes mélanisés se confondent
avec ceux des champignons bruns saprotrophes du sol (Mandyam and Jumpponen 2005). lIs forment
des structures s’apparentant a des microsclérotes a I'intérieur des racines (Qin et al. 2016b; Berthelot
et al. 2019). Ces microsclérotes ont une fonction de résistance aux stress et de conservation, les aidant
a persister dans les environnements difficiles. Dans la revue de Jumpponen and Trappe (1998)
(Jumpponen and Trappe 1998), les auteurs discutaient d’ores et déja des nombreuses adaptations chez
les DSE, impliquées dans la résistance a divers stress biotiques et abiotiques (faibles ou fortes
températures, sécheresse, pathogénes...). En effet, ces champignons ont déja montré des capacités
de bioremédiation particulierement intéressantes. L'étude de Zhang et al. (2008) (Zhang et al. 2008)
montre, a titre d’exemple, une accumulation intéressante de Cd et de Pb chez une souche d’'un DSE
(Exophiala pisciphila) dans des quantités égales a 5 et 20 % respectivement de sa masse séche. Ces
champignons produisent en général peu de structures reproductrices (Mandyam and Jumpponen 2005;
Qin et al. 2016b). Les DSE sont capables d’augmenter la teneur en azote et en phosphore dans les
plantes. lls peuvent ainsi augmenter la biomasse des plantes. Pereira et al. (2021) (Pereira et al. 2021)
montrent que Periconia macrospinosa induit une augmentation significative de la biomasse racinaire et
foliaire en conditions salines et non salines, sans cependant réduire la teneur de Na dans les plantes.
D’autres champignons endophytes sont connus pour leurs effets PGP en conditions de stress salins ou
métalliques. Piriformspora indica, un champignon basidiomycéte est une espéce largement
documentée concernant le stress salin chez les plantes (PeSkan-Berghofer et al. 2004; Becker et al.
2005; Baltruschat et al. 2008; Franken 2012; Varma et al. 2012), qui a aussi montré des effets positifs
vis-a-vis du stress métallique (Oelmdller et al. 2009).

Les champignons mycorhiziens a arbuscule ou AMF sont des symbiotes majeurs dans la vie des
plantes. Plusieurs études de la fin de 20%™e siécle (Hirrel et al. 1978; Juniper and Abbottt 1993) affirment
que les AMF se retrouvent peu dans les milieux salins. Becerra et al. (2014) (Becerra et al. 2014) ont
caractérisé la diversité des AMF dans 4 halophytes de la famille des Amaranthacées (Allenrolfea
patagonica, Atriplex argentina, Heterostachys ritteriana et Suaeda divaricate) sur des sols salins. lls
observent une distribution verticale (entre 0 et 50 cm de profondeur) des AMF dans le sol rhizosphérique
des 4 halophytes (Becerra et al. 2014). De plus, les racines sont faiblement colonisées, avec des taux
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de colonisation n’excédant pas 50%. lls ne trouvent par ailleurs aucun arbuscule dans les racines
malgré la présence de nombreuses spores dans les différentes couches du sol. Cette absence
d’arbuscule a aussi été constatée dans I'étude de Cofré et al. (2012) (Cofré et al. 2012). Plenchette et
Duponnois (2005) (Plenchette and Duponnois 2005) affirment que le type de mycorhizes formées par
les AMF dépend fortement de la plante hote et émettent I’'hypothése de I'existence d’un type mycorhizien
dépourvu d’arbuscules chez les Chénopodiacées. Aucune étude ne permet de valider cette hypothése
a ce jour. Une méta-analyse de Pan et al. (2020) (Pan et al. 2020) menée sur 916 cas d’études
provenant d’un total de 182 publications montre que les halophytes sont moins dépendantes des AMF
que les glycophytes face au stress salin et la contribution des AMF dans la croissance des halophytes
est surtout liée a une amélioration de la régulation osmotique induite par des osmolytes organiques et
des ions inorganiques (K* et Ca?*), tandis que chez les glycophytes, elle est plutét liée aux actions
combinées de l'accumulation de sucres solubles, I'amélioration de la nutrition, la réduction de
I'accumulation de Na, 'amélioration de I'activité de la SOD et 'augmentation de la teneur en pigments
chlorophylliens. L'utilisation de ce type de champignons peut s’avérer trés avantageux du fait de leur
dépendance a leur hote. Les AMF peuvent protéger la plante du stress en I'aidant a maintenir un ratio
K*/Na* stable, car ils favorisent I'absorption de K* et Ca?* en conditions salines, tout en empéchant
I'absorption et la translocation des ions Na* (Evelin et al. 2009; Hammer et al. 2011). L'étude de
Plenchette et Duponnois (2005) (Plenchette and Duponnois 2005) montre un effet positif sur la
croissance de I'halophyte Atriplex nummularia inoculé avec Glomus intraradices dans une expérience
en serre, effet que les auteurs attribuent principalement a I'amélioration de la biodisponibilité du
phosphore. Yang et al. (2016) (Yang et al. 2016) ont étudié I'effet de Glomus etunicatum et Glomus
mosseae sur une autre espéce d’Amaranthacées, Suaeda physophora. Ces champignons amélioraient
I'absorption de phosphore et diminuaient le stress oxydatif qui s’exerce sur les membranes (diminution
significative des teneurs en MDA) en augmentant I'activité de la SOD et de la POD impliquées dans la
réponse au stress salin. Ainsi, ils amélioraient significativement la croissance de I'’halophyte et le nombre
de graines produites. La sélection de souches intéressantes est complexe, car leurs effets peuvent étre
affectés par divers facteurs. Par exemple, la présence d’ETM influence fortement les communautés
microbiennes, selon I'espéce métallique, la forme chimique et la concentration de métal biodisponible,
elle-méme résultant de I'interaction complexe en différents facteurs du sol (Yi et al. 2021). De plus, les
effets sur la plante dépendent aussi des interactions microbe-microbe. L’évaluation des effets
synergiques (interactions bénéfiques mutuellement maximisées entre les différents microorganismes)
et des interactions antagonistes (compatibilité) sont cruciaux dans la sélection de souches pertinentes.
L’association artificielle de plusieurs souches ne prétend pas refléter la complexité des interactions
microbiennes s’opérant naturellement au sein du microbiome des plantes visées, mais peut parfois
s’avérer utile du fait que les souches sélectionnées peuvent parfois optimiser de maniére synergique
leurs effets bénéfiques sur les plantes.

Qu’il soit bactérien ou fongique, le microbiome des halophytes leur confére de trés nombreux
avantages en termes de croissance (effets PGP), résistance aux fortes concentrations salines,
résistances métalliques (la plupart du temps, tous ces effets étant étroitement liés les uns aux
autres). Ainsi, de nombreuses études ont montré une richesse microbienne notable des
halophytes, les bénéfices qu’ils apportent a la plante hote a laquelle ils sont associés, ainsi que
les adaptations dont ils font eux-mémes preuve face aux contraintes environnementales
auxquelles ils sont exposés. Ces propriétés, ainsi que leur relative facilitée de culture et leurs
faibles colts, en font des candidats idéaux dans le cadre du développement d’applications en
phytoremédiation bio-augmentée, comme nous I’avons récemment mis en évidence dans 'une
de nos revues (Bonaventure 2023).

Conclusions de I’état de I’Art

En Nouvelle-Calédonie, I'érosion des roches ultramafiques conduit a une contamination en ETM
(principalement Ni, Co, Cr, et Mn) des littoraux et du lagon. L’activité miniére, I'agriculture et les feux de
brousse amplifient ce phénoméne si bien que les ETM atteignent différents niveaux de la chaine
alimentaire et menacent alors la population insulaire, fortement dépendante des ressources cotiéres.
Les effets des ETM sur les écosystémes et la santé sont déléteres et de nombreux travaux de recherche
s’attélent a explorer les solutions de remédiation des milieux contaminés par ces éléments. La
phytoremédiation est une technique innovante et écologique ayant déja porté ses fruits dans des projets
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récents et de nombreux travaux de recherche. En contexte salin, les halophytes présentent des
adaptations aux stress environnementaux avantageuses vis-a-vis des ETM et ont un fort potentiel dans
la phytoremédiation des milieux cotiers contaminés. Elles disposent notamment d'un systéme
antioxydant trés efficace pour neutraliser les ROS générées tant par un excés de sel qu'en présence
d’ETM. Leurs adaptations a la salinité telles que leur forte aptitude a produire des métabolites impliqués
dans le maintien de I'équilibre osmotique, le potentiel redox, et la chélation des ions toxiques leur
conferent de grandes capacités de bioconcentration des ETM dans les racines et dans les parties
aériennes. L’exposition au NaCl apparait comme un facteur préparateur et protecteur contre le stress
lié aux ETM et tend a réduire leur translocation. En vue d’optimiser les capacités de fixation et de
remédiation des ETM, I'utilisation de microorganismes promoteurs de la croissance des plantes et
associés aux halophytes, est une solution prometteuse du fait que ces milieux stressants recélent une
grande richesse de bactéries et de champignons endophytes et rhizosphériques ayant acquis des
adaptations fortes de tolérance a la salinité et aux stress en général. La stabilisation extracellulaire des
ETM par les bactéries et les champignons halotolérants est possible, notamment en raison des
propriétés particuliéres de leurs parois, et de leur forte aptitude a produire des substances plus ou moins
complexes captant les ETM, filtrant 'absorption des nutriments, améliorant I'apport et la rétention d’eau,
et en chélatant aussi les ETM. lls peuvent réguler les niveaux de phytohormones, et agissent sur
I'expression des génes de la plante, la production de protéines et de métabolites et peuvent améliorer
la tolérance aux ETM des plantes. Les plantes peuvent aussi bénéficier d’'un apport en nutriments
augmenté par les microorganismes associés, et ainsi contribuer au développement des racines et des
tiges, ainsi qu'a 'accumulation et I'extraction des ETM.

Le potentiel des microorganismes associés aux halophytes de Nouvelle-Calédonie n’avait, a ce
jour, jamais été exploré et pourrait étre une opportunité intéressante de phytoremédiation des
estuaires contaminés par les ETM et/ou le développement de stratégies innovantes de
décontamination des ETM dans les eaux et les écosystémes.
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2. REVUE DE LA LITTERATURE (TACHE 3) : CAPACITE DE
SORPTION METALLIQUE DE SUBSTRATS INERTES
VEGETAUX EN ASSOCIATION AVEC LES
MICROORGANISMES SOUS FORME DE BIOFILM LES
PLUS INTERESSANTS OU LEURS BIOMOLECULES (EPS).

L’objectif de ce chapitre étant de publier cette partie du travail dans une revue scientifique
spécialisée, celle-ci sera communiquée une fois acceptée pour publication.

I 3. DONNEES PRELIMINAIRES : SITES D’ETUDES

La genése du projet METDEP résulte d’'une étude exploratoire ayant pour but la caractérisation des
capacités d’accumulation des ETM de quelques espéces halophytes de Nouvelle-Calédonie, menée
par notre équipe de recherche en 2018.

3.1. DI’EMARQHE SCIENTIFIQUE : ANALYSES PRELIMINAIRES — DONNEES
NON PUBLIEES

3.1.1. Caractérisation de la contamination d’une tanne de I’estuaire de la Baie de Saint-Vincent
La zone d’étude ciblée pour ce travail se situe a environ 82 km au nord de Nouméa (21°59'02.8"S
166°09'32.0"E), proche de I'aéroport de la Tontouta. Il s’agit d’'un tanne vif (Virly 2008) présentant peu
de végétation, impacté par la mine et localisé sur I'estuaire de la Tontouta (Figure 3.1).
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Figure 3.1: Localisation et sensibilité a I'érosion des bassins versants de la Baie de St Vincent.
A. Localisation des sites étudiés : impacté par les ETM et témoin (source : georep.nc avec superposition
d'une carte issue de la demande d’autorisation d’exploitation miniere du site d’Henriette.
https://www.provincesud.nc/sites/defaultfiles/1828039PIECE%20C_021_16_EtudelmpactHenriette_V
F.compressed.pdf). B. Indicateur pondéré de sensibilité a I'érosion des bassins versants sur la zone de
Boulouparis et de La Tontouta (Dumas 2004). Gradient de confinement du lagon de la cbte a la barriére
récifale, relatif a 'impact de I'érosion et a la sensibilité du milieu marin a la sédimentation terrigéne
(Dumas 2004).

D’aprés Certain (2021) (Certain 2021), plusieurs échantillons prélevés dans cette zone, en I'occurrence
au niveau du sol rhizosphérique de Suaeda et Sarcocornia sp. sur plusieurs sites, dont la Tontouta et
d’autres sites aux alentours, seraient caractérisés par une texture fine (dominée par la fraction
limoneuse), des conditions modérément réductrices (lorsqu'ils ne sont pas inondés), un pH neutre (6,5-
7,5) a basique (7,5-8,7) et une salinité modérée a élevée, allant de 2-4 dS.m"! (25°C) a =2 15 dS.m-1
(25°C). A partir de ces caractéristiques, ces milieux sont qualifiés de « saltpans » (ou de saline en
frangais). Pendant I'été, ces zones peuvent s’assécher et voir leur salinité augmenter a tel point qu’une
crolte de sel se forme a la surface. Les quantités en Mg, Na et K biodisponibles mesurées dans les
marais salants sont parmi les plus élevées de tous les sites étudiés. L'augmentation de la conductivité
électrique (EC, « electrical conductivity ») et donc de la salinité s’observe notamment pendant les
périodes particulierement chaudes et séches avec I'apparition d’une crolte de sel visible a la surface
du sol. Le sol du site contaminé posséde une couleur rouge (Figure 3.2), probablement en raison de la
présence des oxydes de fer. Certain C. (2021) (Certain 2021) a d’ailleurs caractérisé 24 sites de tannes
de Nouvelle-Calédonie et noté des concentrations en ETM biodisponibles plus élevées dans les zones
de Dumbéa et de la Tontouta que dans les autres sites d’échantillonnage. Le niveau de contamination
aux ETM, Ni, Co, Cr et Mn de ce site a été préalablement caractéris€ notamment par I'analyse des
concentrations en ETM totales et extractibles au DTPA. De plus, ces résultats ont été comparés a un
site non loin mais a priori non contaminé (« site témoin ») (Figures 3.1 et Figure 3.2). Les résultats sont
présentés dans Les Tableaux 3.1 et 3.2 ci-dessous.
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Figure 3.2: Sites d'étude pour la caractérisation des sols et de I'accumulation des ETMs par les
plantes a I'état naturel. (Photos : © C. Majorel)

Tableau 3.1 : Moyennes et écarts types des concentrations des ETM (extraits au DTPA et totaux,
mg.kg") présents dans le sol d’un tanne non impacté (tanne témoin) et d’un tanne impacté par les
apports sédimentaires miniers (tanne rouge), en présence ou non des plantes.

Co Cr Mn Ni

Concentrations des ETM extraits au DTPA (mg.kg-1)

Tanne avecplants 4,611 * 2,429 0,105 + 0,033 54,790 * 41,202 32,485 * 8,231
rouge sansplant 5450 * 2,685 0,113 * 0,005 58,638 + 18,747 33,188 + 5919
Tanne avecplants 2,168 + 0933 0,202 = 0,089 49,902 * 32,763 11,667 * 4,434
témoin sansplant 2,313 + 0,337 0,127 + 0,029 42,763 * 28,470 7,970 + 2,782
Concentrations totales des ETM (mg.kg-1)

Tanne avecplants 207,1 * 259 15179 = 126,4 14938 = 1656 33650 * 3174
rouge sans plant 238,2 + 444 17084 + 234,3 1651,1 + 423,8 3781,6 = 850,8
Tanne avecplants 223 % 153 1750 = 82,9 2269 = 1864 2005 * 166,5
témoin sans plant 20,0 = 81 1334 = 415 2093 + 1426 1508 = 92,9

Tableau 3.2: Moyennes des concentrations totales (mg.kg?) en Co, Cr, Mn et Ni dans les parties
aériennes et racinaires de Sesuvium portulacastrum, Sporobolus virginicus, Sarcocornia quinqueflora
et Suaeda australis prélevés sur le tanne rouge, contaminé aux ETMs.
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Les 2 moyennes les plus élevées sont en gras (C. Majorel, données non publiées).

Parties de la plante Espéces Ni Co Cr Mn  Total!

Sarcocornia quinqueflora 325 16,4 134 160 6354
Suaeda australis 421 215 166 254 862,5

Parties aériennes Sesuvium portulacastrum 529 40 317 500 1386
Sporobolus virginicus 203 8,4 118,3 85 414,7

Sarcocornia quinqueflora 178 6,5 159 280 623,5
: . Suaeda australis 491 26,2 503 356  1376,2
Faxiies stcirres Sesuvium portulacastrum 670 50,3 27 540 15343

Sporobolus virginicus 770 42 336 243 1391

ltotal : Ni+ Co+ Cr+ Mn

Tableau 3.3: Conductivité électrique mesurée selon la norme ISO 11265:1994 des sols échantillonnés
sur le tanne de la Baie des Cochons, La Tontouta (Novembre 2019)

N° d'échantillon 01 02 03 04 05 06 Moyenne
S. portulacastrum 18,6 28,3 21 28,2 21,2 30,4 24,62
S. australis 12,9 15,5 19,8 20,4 17,1 NA 18,14

Ces analyses préliminaires nous ont permis de montrer que les espéces de plantes halophiles
présentes sur des tannes contaminés par des ETM étaient capables de s’y développer et
d’accumuler, notamment au niveau racinaire, des ETM environnementaux. Nous avons ensuite
cherché a savoir si ces adaptations reflétaient des associations microbiennes spécifiques.

4. TACHE 1. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES
MICROORGANISMES CULTIVABLES RESISTANTS AU
SEL ET AUX ETM A PARTIR D’ESPECES HALOPHYTES
DES SOLS DE TANNES DE NOUVELLE-CALEDONIE.

4.1. INTRODUCTION.

La recherche de microorganismes résistants aux ETM et promoteurs de la croissance des plantes
(PGP) trouve des applications dans le domaine de I'agriculture, de la restauration écologique ou encore
de la bioremédiation des sols et eaux pollués. La démarche consiste le plus souvent en un isolement
puis une identification des souches cultivables, suivie d’'une caractérisation en conditions in vitro de
leurs propriétés de résistances métalliques et de promotion de la croissance (PGP).

De nombreuses études procédant selon cette méthodologie, ont abouti a I'identification de souches
d’intérét, tant pour la bioremédiation des ETM par des microorganismes dans divers environnements,
que pour la bio-augmentation d’une technique de phytoremédiation des ETM, notamment en contexte
salin (pour revue, voir (Bonaventure et al. 2023)). Les bactéries et les champignons, endophytes ou
vivants dans la rhizosphére des halophytes, symbiotes obligatoires ou facultatifs, sont largement
explorés pour leurs aptitudes de résistance au stress, de bioaccumulation des ions toxiques et leurs
mécanismes de neutralisation extracellulaire des ETM. Trés souvent, ces microorganismes sont doués
de deux types de propriétés fondamentales : ils sont d’'une part résistants/adaptés aux ETM et ils
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présentent, d’autre part, de nombreux effets PGP. De nombreuses méthodes, certaines simples et
d’autres plus complexes, existent pour détecter une grande diversité d’effets PGP (Bashan et al. 2014;
Kaminsky et al. 2019).

Nous avons donc entrepris d’isoler puis de sélectionner des bactéries et champignons cultivables
associés aux racines des trois espéces d’halophytes sélectionnées dans le cadre de notre étude
préliminaire (especes nommeées A, B et C) sur la base de leur résistance au NaCl et aux 4 ETM les plus
fréquemment rencontrés en Nouvelle-Calédonie (Ni, Co, Cr et Mn). Nous avons ensuite évalué
quelques propriétés PGP, dont les méthodes de test in vitro sont maitrisées au sein de notre laboratoire.
Ainsi, leurs capacités a produire de 'acide indol-3-acétique (AIA), a solubiliser du phosphore et a fixer
le N2 ont été testées. Enfin, pour les bactéries les plus intéressantes (c’est a dire a la fois résistantes a
un mélange multi-métallique et présentant plusieurs des effets PGP testés), nous avons testé leur
capacité a produire des exopolysaccharides (EPS) et/ou a former du biofilm.

En effet, d’aprés les données de la littérature, les ETM sous forme particulaire ou soluble, peuvent étre
accumulés par des cellules intactes (vivantes ou non) ou leur sous-produits, tels que les exopolyméres
(et notamment les exopolysaccharides ou EPS), qui constituent la majeure partie de la matrice
exopolymérique du biofilm. Le biofilm est une structure qui se forme lors du passage de la bactérie du
mode de vie libre dit « planctonique » & un mode vie sédentaire dit « sessile » (attaché a un support). |l
est donc constitué de bactéries adhérées a un support via I'excrétion d’'une matrice exopolymérique. La
formation de biofilms bactériens fortement chélateurs de métaux, sur des supports naturels faciles
d’accés et abondants en Nouvelle-Calédonie (fibres végétales ou calcomagnésiens) pourrait ainsi
représenter une piste prometteuse de limitation des contaminations aux ETM dans I'environnement
ou/et de dépollution des écosystémes contaminés. Par ailleurs, les microorganismes sont pour certains
également capables de produire des exopolyméres de type polysaccharidique en mode planctonique.
Ces exopolymeéres (EPS?), qu’ils soient matriciels ou excrétés dans I'environnement, servent, entre
autres, de protection cellulaire contre les stress environnementaux et notamment le stress métallique
(Gupta and Diwan 2017; Etesami 2018). C’est pourquoi il est pertinent, une fois des bactéries
résistantes aux ETM sélectionnées, de tester également leur capacité de production d’EPS, puis la
capacité de séquestration des ions métalliques par ces EPS. C’est 'ensemble de cette démarche que
nous avons réalisée dans la Tache 1 du projet METDEP présentée ci-dessous.

4.2. MATERIEL ET METHODES

Cette partie a été synthétisée et les protocoles complets ont été transférés en annexe confidentielle :
Annexes Partie 4. Tache 1 : Annexe 1.

4.2.1. ISOLEMENT DES MICROORGANISMES A PARTIR DES RACINES
(TACHE 1.A).

4.2.1.1. Bactéries associées aux racines

Les racines et le sol rhizosphérique de 5 plants par espéce, ont été prélevés le 20/11/2019 sur le tanne
impacté par les ETM. Les bactéries ont été isolées des racines broyées et du sol rhizosphérique
accroché aux racines. Aprés dilution en série du broyat racinaire ou de I'extrait aqueux du sol, les
suspensions bactériennes ont été étalées en duplicat sur milieux gélosés salins, additionnés d’un
antifongique et supplémentés ou non par du nickel (40 ppm) sous forme de NiSO4 hydraté. Les géloses
ont été incubées a 28°C et I'apparition des colonies bactériennes a été suivie de fagon journaliére. Cet
ETM (Ni) a été spécifiquement choisi pour cette premiére sélection en raison de la connaissance
approfondie qu’a notre laboratoire sur celui-ci, ainsi que de sa présence systématique comme I'un des
ETM majeur contaminant les environnements néo-calédoniens. Chaque colonie a été purifiée par
isolements successifs. A l'issue de cette démarche, 107 bactéries ont pu étre conservées en souchier

8 EPS : Exopolysaccharides
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a -80°C et ont été soumises a différents tests de résistance aux ETM et au NaCl, ainsi qu’a des tests
de détection de quelques propriétés PGP.

4.2.1.2. Recherche des AMF

L’extraction des spores d’AMF a été effectuée selon la technique de tamisage humide (Gerdemann and
Nicolson 1963) suivie d’'une centrifugation sur un gradient de saccharose (Giovannetti et al. 1991;
Warda and Fortas 2019) Elle a été réalisée sur 2 prélevements, réalisés a 6 mois d’intervalle (novembre
2019 et juin 2020). La moyenne des résultats de comptage a été calculée et rapportée a 10 mL (x100)
puis a 100 g de sol sec. L'abondance des spores a été exprimée en nombre de spores d’AMF par 100g
de sol.

La préparation des lames de microscopie de racines pour I’évaluation des paramétres de mycorhization
(fréquence et intensité de mycorhization) a été réalisée selon la méthode de Warda et Fortas (2018)
(Warda and Fortas 2018). Dix fragments de racine de 1 cm par lame ont été observés au microscope
optique (Olympus BX 50) aux grossissements x100 et x400 et photographiés. La fréquence de
mycorhization (F (%)) et l'intensité globale de la mycorhization (M(%)) ont été déterminées selon le
guide d'appréciation du pourcentage global de mycorhization (Trouvelot, A., Kough, J.L. and Gianinazzi-
Pearson 1986).

Dans le cas des autres endophytes présents, la fréquence d'apparition du mycélium dans les racines
est estimée de la méme maniere que celle utilisée pour la présence d'AMF.

4.2.1.3. Isolement des champignons endophytes racinaires

L'isolement des endophytes fongiques des racines de deux halophytes a été réalisé en utilisant la
procédure de désinfection des racines selon la méthode de Cranenbrouck et al. (2005) (Cranenbrouck
et al. 2005) indiquée pour les AMF. Les morphotypes fongiques ont ensuite été purifiés puis conservés
a 4°C pour les tests : (i) PGP, (ii) de résistance aux ETM et (iii) de résistance au NaCl. Les premiers
tests de conservation longue durée a -80°C, de ces souches ont montré des résultats satisfaisants avec
la méthode de Lecellier (2013) (Lecellier 2013). Les souches sont capables de croitre a nouveau sur
milieu PDA* aprés 1 an de conservation.

4.2.2. RESISTANCE MULTI-METAUX DES ISOLATS BACTERIENS ET
FONGIQUES (TACHE 1.B)

Les bactéries et les champignons isolés ont été testés pour leur résistance aux ETMs sur milieu gélosé
(LB agar ou PDA) contenant les mélanges d’'ETMs (Ni, Co, Cr et Mn) présentés dans le Tableau 4.1
(annexé). A I'exception du Cr pour lequel les concentrations ont été augmentées par un facteur 10 en
raison du caractéere épisodique des fortes contaminations au Cr (un phénomene bien connu en
Nouvelle-Calédonie), les concentrations des niveaux [ETM]1 et [ETM]2 en Ni, Co et Mn ont été
sélectionnées sur la base des analyses initiales de C. Majorel (Chapitre 3; données non publiées). Ainsi,
en tenant compte d’'une teneur massique en eau du sol de tanne d’environ 51% de son poids sec, le
niveau [ETM]1 refléte les valeurs minimales de ces analyses (tanne « témoin ») tandis que le niveau
[ETM]2 reflete les valeurs maximales (tanne contaminé par les ETM ou tanne rouge). En ce qui
concerne le niveau [ETM]3, nous avons choisi de doubler les concentrations du niveau [ETM]2. Pour
ce chapitre, la résistance maximale correspond au niveau de [ETM] avant lequel on observe une
inhibition totale du développement bactérien ou fongique.

4 PDA : Potato Dextrose Agar

CNR Ty

| . s
NICK E LM, Rapport final du projet « METDEP » — Décembre 2025 39



4.2.3. RESISTANCE AU NACL (TACHE 1.B)

La résistance au NaCl des bactéries et des champignons isolés a été évaluée respectivement sur LB
agar et PDA avec les concentrations en NaCl totales comprises entre 0 et 3000 mM de NaCl. La
concentration saline maximale correspond a la derniere concentration avant celle engendrant une
inhibition totale du développement bactérien ou fongique.

4.2.4. TESTS BIOCHIMIQUES DES EFFETS PGP IN VITRO
4.2.4.1. Evaluation de la production d’AlA

L’évaluation de la capacité de production d’acide indole-3-acétique (AlA) par les bactéries et les
champignons sélectionnés a été réalisée a I'aide de la méthode colorimétrique utilisant le réactif de
Salkowski (FeCls a 0,5M et acide perchlorique a 35%). Pour les bactéries, une colonie de chaque
souche étudiée a été mise en culture liquide en milieu salin additionné de L-Tryptophane (Paredes-
Paliz et al. 2016). Pour chaque souche, 1 mL de surnageant de culture a été mis en contact avec le
réactif de Salkowski additionné d’acide phosphorique (Gordon and Weber 1951). L’absorbance a été
mesurée aprés une vingtaine de minutes a 530 nm.

Pour les champignons endophytes, la méthode est sensiblement la méme et s’est inspirée de la
méthode de Bilal et al. (2018) (Bilal et al. 2018). Pour chaque souche, un carré de gélose contenant du
mycélium a été transféré dans le milieu liquide Czapek additionné de L-tryptophane puis incubé a 28°C
pendant 7 jours sous agitation rotative. Pour chaque souche, 1 mL de surnageant a été mis en contact
avec le réactif de Salkowski additionné d’acide phosphorique. L’absorbance a été mesurée aprés 30
minutes a 530 nm.

4.2.4.2. Fixation du N

La fixation du N2 a été évaluée chez les bactéries sur un milieu minimum salin avec et sans apport azoté
via NH4Cl. Les tests sont effectués en déposant en ftriplicat sur les milieux gélosés, 5uL d'une
suspension bactérienne (Asoonm=0,1) dans du NaCl 0,9%. Un témoin positif est réalisé avec une souche
de Rhizobium sp. et un témoin négatif avec une souche de Micrococcus sp.

4.2.4.3. Solubilisation du phosphate

La méthode employée pour les bactéries consiste en un premier test sur un milieu gélosé NBRIP (milieu
National Botanical Research Institute’s phosphate ; 3 réplicas/bactérie) selon le protocole de Paredes-
Paliz et al. (2016). Les bactéries sont ensuite incubées a 28°C. Les boites sont contrélées chaque jour
: la formation d’un halo autour du puits indique un résultat positif, donc des bactéries solubilisatrices de
phosphore (Paredes-Paliz et al. 2016). Les souches positives a ce test sont ensuite soumises a un
deuxiéme test similaire, mais en milieu liquide Pikovskaya. Ce test permet de valider (ou non) le test
effectué sur milieu gélosé.

Pour les champignons, un carré de gélose contenant le champignon cultivé a été transféré sur un milieu
gélosé Pikovskaya (PVK+ agar), puis incubé a 28°C pendant 7 jours. De la méme maniére que pour les
bactéries, les champignons formant un halo transparent autour de leur mycélium sont considérés
comme capables de solubiliser les phosphates.
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4.2.5. IDENTIFICATION MOL,E'CULAIRE DES ISOLATS BACTERIENS ET
FONGIQUES SELECTIONNES

4.2.5.1. Identification moléculaire des bactéries

L'extraction de 'ADN des bactéries a été réalisée a l'aide du kit commercial E.Z.N.A ® Bacterial DNA
Kit en suivant les instructions du fabricant, avec toutefois une modification pour aider la lyse : I'utilisation
de billes de verre. Le surnageant de lyse a été récupéré et 'amplification du géne codant pour 'ARN
16S a été réalisée en utilisant des amorces universelles FD1 (5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’)
et 1492R (5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3), permettant d’amplifier le géne codant pour 'ARN 16S
sur les régions variables de V1 a V9. Le géne ADNr 16S purifié sur SEPHADEX G50 a été séquencé
en utilisant ces mémes amorces. Les produits de la réaction de séquengage ont été analysés sur
SeqStudio (Applied Biosystem). Les séquences obtenues ont été comparées aux séquences
nucléotidiques présentes dans GenBank a l'aide du programme BLASTn (NCBI Data Base).

4.2.5.2. Identification moléculaire des champignons

L'extraction de I'ADN des champignons a été réalisée a l'aide du kit commercial DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen) en suivant les instructions du fabricant. L'amplification de I'I'TS a été réalisée avec les
amorces ITS1-f (5'-CTT GGT CAT TTA GAG GAA GTA A-3") et ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC-3").

Pour la réaction de séquencage, I'TS amplifié a été purifié des sels et des amorces a l'aide du
SEPHADEX G50 (Sigma-Aldrich) conformément aux instructions du fabricant. Le séquencage de I'lTS
amplifié a été effectué avec les amorces ITS1F et ITS4. Les produits de la réaction de séquengage ont
été analysés sur SeqStudio (Applied Biosystem). Les séquences ITS obtenues ont été comparées aux
séquences de nucléotides présentes dans GenBank a I'aide du programme BLASTn (NCBI Data Base).

4.2.6. IDENTIFICATION DES BACTERIES PAR MALDI-TOF.

Une colonie bactérienne fraiche a été inoculée dans de I'eau déionisée puis lavée deux fois a I'éthanol
pur par agitation au vortex puis centrifugation. Le culot séché sous vide a été extrait par un mélange
d’acide formique a 70 % et d’acétonitrile. Aprés centrifugation, le surnageant a été mixé sur la plaque a
la matrice a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA)®.

4.2.7. TEST DE PRODUCTION D’EXOPOLYSACCHARIDES (EPS)

La mise en évidence de la production d’exopolysaccharides a été réalisée en milieu gélosé salin
supplémenté en glucose selon Guezennec (2004) (Guezennec 2004). Le résultat de ce test est
qualitatif. Si les colonies qui se développent présentent un aspect particulierement visqueux (a la vue
et au toucher), le résultat est considéré comme positif.

4.2.8. TESTS DE PRODUCTION DE BIOFILMS.

L’évaluation de la production de biofilm a été réalisée en microplaque selon le protocole mis en place
au laboratoire par Bourles et al. (2019) (Bourles et al. 2019). Les cultures bactériennes ont été soumises
(ou non) a un stress métallique de niveau [ETM]2. Aprés 72h d’incubation statique, le biofilm a été

5 Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time Of Flight

CNR Ty

! Rapport final du projet « METDEP » — Décembre 2025 41
NICKEL*]



nettoyé des cellules non adhérentes et coloré au cristal violet (CV). La quantité de CV ayant pénétré
dans les cellules du biofilm a été re-suspendue dans de I'éthanol. Aprés 10 min d'agitation, le contenu
de chaque puits a été transféré dans une nouvelle microplaque et I'Asgo nm a été lue.

Conformément aux travaux de Brian-Jaisson (2014) (Brian-Jaisson 2014), la formation de biofilm a été
considérée comme ayant eu lieu lorsque le rapport A moyenne (6 réplicas) / A moyenne blanc était
supérieur a 2.

4.2.9. DESCRIPTIONS MORPHOLOGIQUES.

L’'observation macroscopique a été faite sur des bactéries isolées, pures, cultivées sur un milieu LB
agar, 2,5% de NaCl, 40 ppm de Ni (concentration a laquelle les souches ont été sélectionnées). Des
cultures fraiches ont été réalisées sur boites et mises a incuber pendant 48h a 72h a 28°C, puis
conservées a 4°C jusqu’a leurs descriptions. Les descriptions ont été réalisées selon une observation
multicritéres résumée dans la Figure 4.2 ci-dessous.

Caractéristique morphologique de la colonie :
observation macroscopique

Couleur Transparence Forme Contour Relief Reliefs centre Aspect Texture Halo
I Opaque ot Bord régulier | Plat H C Briant Li Pré
paq i gl onvexe rian isse résence
H Translucide irréguliere . ‘?"rd. H Semi-bombé [H Concave Mate Rugueux absence
irrégulier
L Transparente L1 Bombé — plat

Figure 4.2 : Criteres de descriptions morphologiques des colonies bactériennes
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4.3. RESULTATS ET DISCUSSION

4.3.1. BACTERIES

N

Production AIA
Fixation de N
Solubilisation du
phosphate

x4

Figure 4.3 : Schéma de la stratégie générale employée pour les sélections bactériennes.

Au total, nous avons initialement isolé plusieurs centaines de bactéries a partir des racines ou du sol
rhizosphérique de 3 halophytes cibles (A, B, C). Toutes ont ensuite été cultivées sur un milieu
doublement sélectif : enrichi en NaCl et en Nickel a 40 ppm. A noter que toutes les bactéries ont montré
une résistance a toutes les concentrations salines testées, résistant jusqu’a 3% de NaCl, en accord
avec les salinités auxquelles elles sont fréquemment exposées dans les tannes de Nouvelle-Calédonie,
régulierement recouvertes d’eau de mer.

Ensuite, 107 bactéries (Tableau synthétique 4.2 ; tableau complet Annexe 2 Partie 4 tache 1) ont pu
étre sélectionnées pour leur capacité a se développer sur un milieu Ni/NaCl (40 ppm/2,5%)
(concentration saline retenue car proche de la moyenne rencontrée dans I'eau de mer). Ces bactéries
ont été soumises aux différents tests PGP et de résistance a des mélanges d’ETM (voir section matériels
et méthodes).

Tableau 4.2: Nombre de bactéries cultivables en présence de Ni, isolées a partir des racines des 3
plantes cibles.

Espéce végétale Bactéries isolées du Bactéries isolées du sol
Rhizoplan rhizosphérique
A 56 0
B 22 1
C 13 15




Le nombre de souches bactériennes résistantes aux ETM diminue a partir du niveau [ETM]1 pour les
trois halophytes. Sur 23 souches isolées au total a partir de 'espéce végétale B, 12 sont résistantes
aux niveaux [ETM]1 et [ETM]2 mais pas au niveau [ETM]3. Sur 56 souches isolées a partir des racines
de A, 20 bactéries sont résistantes aux niveaux [ETM]1 et 5 d’entre elles étaient également résistantes
aux concentrations [ETM]2. Sur les 28 souches isolées a partir de C, 20 sont résistantes aux niveaux
[ETM]1 et 5 aux niveaux [ETM]2.

Toutes les souches résistantes au mélange [ETM]1 (52) ont ensuite été évaluées pour leurs effets PGP.
Trois effets PGP ont initialement été évalués : production d’AlA, solubilisation du phosphate et de
I'azote.

Chez la plante B, toutes les souches isolées étaient a la fois capables de produire de I'AlA et de
solubiliser les phosphates. 60% d’entre elles étaient fixatrices de No2.

Chez la plante A, 96,4 % produisaient de I'AlA, 64,4 % des isolats montraient des capacités de
solubilisation du phosphore et 46,4% étaient fixatrices de No.

Chez la plante C, sur les 20 souches isolées au total, seules 5 souches résistantes au mélange

capables de solubiliser du phosphore et de I'azote.

Pour la suite de nos travaux, la sélection des bactéries s’est basée sur une résistance minimum a un
niveau [ETM]1 de concentrations en ETM, ainsi que sur des résultats positifs a au moins deux des trois
tests PGP effectués. Ces bactéries ont ensuite été identifiées par séquengage du géne codant pour
I'ARN ribosomal 16S. L’ensemble des résultats, ainsi que I'identification moléculaire de ces bactéries
sont présentés dans le Tableau 4.3 (Tableau complet en annexe confidentielle 2 Partie 4 tache 1).

Sur les 52 souches de bactéries résistantes a une concentration multimétallique [ETM]1, 5 ont été
perdues au fur et a mesure des cultures bactériennes et de 'avancement des tests (ne poussaient plus,
quel que soit le milieu de culture utilisé). Les tests PGP ont donc été effectués sur 47 souches de
bactéries morphologiquement différentes restantes.

Sur ces 47 souches testées pour leur capacité a présenter trois effets PGP, seules 17 d’entre elles,
toutes issues des espéces végétales A et B, présentaient au moins deux des trois effets PGP testés
(Tableau 4.3 ; tableau confidentiel complet en annexe 2 partie 4 Tache 1).

Le séquencage du gene cible codant pour 'ARNr 16S a montré que sur ces 17 souches bactériennes
identifiées comme étant résistantes a un mélange multimétallique [ETM]1, 7 appartiennent au genre
bactérien B’, 5 au genre S, 2 au genre M, 2 au genre K et 1 au genre U. Parmi ces isolats cultivables
sélectionnés sur la base des résultats de résistance aux ETM et d’effets PGP, seuls les genres U et K
sont présents exclusivement chez /la plante A.

Toutes ces souches ont ensuite été testées pour leur capacité a produire des EPS et/ou du biofilm.
Seules 8 d’entre elles, appartenant au genre B’, ont montré la capacité a produire des EPS et ont été
sélectionnées pour la Tache 2 de notre étude (voir Chapitre 5 ci-aprés).

6 De nombreuses bactéries issues de la plante C ont malheureusement été perdues
(contaminées) dans le cadre d’'un stage de Master 2.
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Tableau 4.3 : Souches bactériennes cultivables isolées a partir des racines de A et B : identification,
résistance aux ETM et tests PGP (+ : test positif ; - : test négatif).

Plante Code! Identification [NaCl] [ETM]  AIA P N2
(%)? max. 3

A

1R00
1R01
1R16
1R19
1R23
1R25
1R26
1R27
1R28
1R30
1R32
2R04
2R08
2R21

+ |+

+ |+ [+ |+

+ |+

|+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+

|+ |+ |+
1

D wwlun ol |Rluvuwowlulom|x|IC
wWlwlwlwwlwlwlwlwlwlwlwlw|lw
N[NNI NN N NN

+ |+
+ |+
+ |+ |+

2R06 B 3 2 + + +
2R07 S 3 2 + + -

2512 M 3 2 + + +
IR= Rhizoplan ; S= Sol rhizosphérique
2Concentration en NaCl du milieu gélosé : Le niveau « 2 » correspond a une croissance en présence de 2% de Nacl et le niveau
« 3 » correspond a 3% de NaCl.
3[ETM] : niveau de concentration en ETM (Ni, Co, Cr et Mn) ; le niveau 2 correspond a [ETM]2 refléte les valeurs maximales
(tanne contaminé) et le niveau 3 a [ETM]3 soit le double de [ETM]2.

4.3.2. AMF

Les extractions de spores révélent une faible présence des AMF dans le sol. Le décompte des spores
vivantes et des spores noires (considérées comme non vivantes) a été effectué. Au mois de novembre
2019, chez la plante A, on comptait en moyenne 26 + 32,2 spores vivantes et 30,5 + 23,9 spores noires
pour 100 g de sol. Chez la plante B, on trouve 2 + 1,2 spores vivantes et 12 + 7,5 spores noires. En juin
2020, chez la plante A on obtenait 11,6 + 3,7 spores vivantes et 14 + 6,9 spores noires et chez la plante
B, 2 + 2,7 spores vivantes et 4,4 + 2,7 spores noires.

Concernant I'analyse des lames de racines des deux halophytes, aucun arbuscule, aucune propagule
et trace de mycélium d’AMF n’ont été observés.

En revanche, la présence d’autres champignons septés est notable. Deux types de mycélium septés
ont été trouvés (Figure 4.4) : un non mélanisé, coloré au bleu Trypan et un autre mélanisé (de type «
dark septate endophyte »). Par commodité, la fréquence du mycélium (notée F%) et son intensité (ou
densité) de colonisation (notée M%) ont été calculés, pour ces deux types de mycélium, selon les
mémes criteres que pour les AMF (Trouvelot, A., Kough, J.L. and Gianinazzi-Pearson 1986) et sont
présentés dans le Tableau 4.4 (Tableau complet en annexe).
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Tableau 4.4: Fréquence et intensité de colonisation des racines fines des plantes A et B par un
champignon bleu septé et un champignon brun septé.

Plante Bleu Brun
F%!? M%? F%! M%?
A 55,0 + 27,6 6,5+6,3 30,8+20,8 3,2+2,1
B 67,4+229 11,7%6,3 0,0+0,0 0,0£0,0

1 Fréquence de mycorhization calculée pour les endophytes selon la méthode de Trouvelot et al. (1986)

2 Intensité de mycorhization calculée pour les endophytes selon la méthode de Trouvelot et al. (1986)
Le champignon dit « bleu » - car non mélanisé (Figure 4.4) - est présent chez les deux espéces de
plantes halophiles. Cependant, l'intensité de colonisation (M%) s’étend de 6,5 a 11,7 ce qui est
considéré comme relativement faible.

4] |

?:!

50 pm
[F=Cs

Figure 4.4: Champignons septés observés dans les racines de la plante B (A) et de la plante A (B, C),
coloré au bleu Trypan (x400).

Compte-tenu de I’'absence de mycorhization des racines des deux halophytes, nous avons choisi
de ne pas isoler d’AMF du fait du faible nombre de spores retrouvées dans le sol.

4.3.3. CHAMPIGNONS ENDOPHYTES

Les résultats des isolats fongiques sont présentés synthétiquement dans le Tableau 4.5 anonymé et
dans leur intégralité en annexe (Annexe confidentielle 2 de la partie 4 Tache 1).

L’isolement des champignons endophytes a fourni au total 23 champignons (17 pour la plante A et 6
pour la plante B). En raison du faible nombre d’isolats, les tests et I'identification moléculaire ont été
réalisés sur la totalité des champignons. Le genre M était présent a la fois dans les racines des deux
plantes alors que les autres genres, P et D n’étaient présents que chez la plante A.

Toutes les souches sont au moins résistantes a 1 % de NaCl et au niveau 1 de concentration en ETM.
Le développement du mycellium de toutes les souches est inhibé a 3% de NaCl. Certaines souches
peuvent supporter des concentrations de 2 % de NaCl (Tableau 4.5). Concernant les ETM, toutes les
souches du genre M et P poussent a des concentrations au moins égales au niveau 2. Les souches du
genre D résistent a des concentrations en ETM de niveau 1 et 2 mais leur développement est
systématiquement inhibé en niveau 3.

La plupart des souches sont capables de produire de I'AlA dés le 11é™e jour. En revanche, aucune des
souches n’était capable de solubiliser le phosphate sous forme de phosphate tricalcique Cas(POa4)2 en
milieu solide.

CNRTg' . L
NICKEL.J Rapport final du projet « METDEP » — Décembre 2025 I 46

son environnement




Tableau 4.5: Souches fongiques cultivables isolées a partir des racines des plantes A et B :
identification, résistance aux ETM et tests PGP. (+ : test positif ; - : test négatif).

Plante Code Identification [NaCl] (%)* [ETM]max. 2 AlA P
A

01
02.1
02.2
03.1
03.2

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15
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01
02
03
04
05
06

IConcentration en NaCl du milieu gélosé : Le niveau « 2 » correspond a une croissance en présence de 2% de Nacl et le niveau « 3 »
correspond a 3% de NaCl.
2[ETM] : niveau de concentration en ETM (Ni, Co, Cr et Mn); le niveau 1 correspond a [ETM]1 refléte les valeurs minimales de ces
analyses (tanne « témoin »), le niveau 2 correspond a [ETM]2 et refléte les valeurs maximales (tanne contaminé) et le niveau 3 a [ETM]3
soit le double de [ETM]2.
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4.4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Dans un souci de confidentialité des résultats, les références bibliographiques ont été
supprimées. Elles sont toutefois consultables dans leur intégralité dans I’annexe confidentielle
3 Partie 4 tache 1.

A partir des racines des plantes A et B, 17 bactéries ont été isolées et présentent des propriétés
potentiellement intéressantes pour I'inoculation de plantes dans un contexte de phytoremédiation des
ETM. Les genres identifiés dans cette sélection de microorganismes PGP et résistants aux ETM ont
déja été décrits pour des effets similaires dans d’autres études et conditions. Sept bactéries sur 17
appartiennent au genre B’. Deux souches, 1R13 et 2R21, semblent particulierement intéressantes
puisqu’elles présentent les trois caractéristiques PGP testées. Le genre B’ est en effet bien connu en
bioremédiation, de nombreuses souches sont déja commercialisées comme engrais biologique et
inoculum bénéfique aux plantes par de nombreuses entreprises innovantes, en raison de leurs
nombreux traits PGP (production de sidérophores, AIA, ACC désaminase, cytokinine, EPS). Le genre
S est trés diversifié et est représenté par 5 souches dans notre étude, dont deux d’entre elles, 1R25 et
1R26 étaient capables de produire de I'AlA, de fixer I'azote atmosphérique et de solubiliser les
phosphates. De nombreuses souches de ce genre sont connues comme pathogénes mais de
nombreuses études montrent aussi des effets positifs des bactéries de ce genre S sur les plantes.
Certains auteurs montrent que ce genre est capable de réduire des concentrations en Cr (VI) et de
promouvoir la croissance des plantes. Certaines souches sont notamment positives aux tests de
production de sidérophores, d'acide indole acétique, d'ammoniaque et de catalase, de solubilisation du
phosphate et a la formation de biofilm en présence et en I'absence de Cr (VI). Dans une autre étude,
une souche de ce genre S s’est avérée capable d'éliminer I'arsenic des milieux liquides et de produire
de l'acide indole acétique (IAA), des sidérophores et de I'acide 1- aminocyclopropane-1-carboxylique
(ACC) désaminase. De plus, l'inoculation de plants de Brassica juncea avec cette souche bactérienne,
augmentait de maniére significative la biomasse, les protéines, la chlorophylle et les caroténoides dans
la plante ainsi que les concentrations en As dans les parties aériennes et racinaires. La souche 2512
du genre M est particulierement intéressante en raison de ces capacités a se développer sur un milieu
enrichi en ETM dans des concentrations [ETM]3 soit deux fois supérieures aux concentrations
maximales supportées par 88% de notre échantillon de souches bactériennes. De plus, cette souche
répond positivement aux trois tests PGP investigués. Le genre d’appartenance de cette souche a été
étudié dans plusieurs études pour ses capacités de (i) résistance a différents stress comme les ETM de
dégradation d’hydrocarbures ou de production d’EPS. Ce genre a été retrouvé dans le microbiome
d’halophytes et est couramment associé aux intertidaux et tidaux (Brito et al. 2006; Yuan et al. 2016).
La souche 1R01 appartenant au genre K manifeste également des propriétés PGP et de résistance aux
ETM. Ce genre a été décrit comme contenant des espéces et des souches avec des propriétés PGP
qui présentent un potentiel dans la bioremédiation de divers polluants. Des chercheurs ont montré
notamment que les plants de mais inoculés avec une souche du genre K améliorent leur tolérance au
stress salin. La souche est capable de réguler les hormones des plantes, elle a des capacités de
facilitation de I'accés aux nutriments notamment du phosphore, elle aide a 'homéostasie des cellules
végétales, au maintien de leur potentiel redox et stimule I'expression de génes de réponse aux stress.
Une autre étude de 2021 montre aussi plusieurs propriétés PGP (IAA, sidérophores, ACC désaminase)
d’'une souche du genre K avec des effets significatifs sur la croissance de la tomate sous d’importantes
concentrations salines (amélioration de la biomasse racinaire, de I'élongation racinaire, augmentation
du taux de germination, augmentation de la biomasse aérienne).

En ce qui concerne les champignons endophytes, la faible présence de spores dans le sol dans nos
échantillons et I'absence totale d’hyphe et de structure typique des AMF dans les racines des 2
échantillonnages effectués a 7 mois d’intervalles, suggerent que les populations d’halophytes présentes
sur la tanne contaminée étudiée pourraient ne pas étre associées a des AMF. Cependant, les
observations de racines ont permis de constater la présence d’autres champignons, septés, parcourant
I'épiderme et rentrant dans les cellules corticales des racines en formant par ailleurs des structures




ressemblant a des microsclérotes, portant la couleur bleue du bleu Trypan ou bien avec une couleur
brunatre, plus ou moins claire. Nos analyses concordent avec plusieurs études rapportant une faible
mycorhization voir une absence de mycorhization chez les halophytes et en particulier celles
appartenant aux Amaranthacées (Gerdemann and Nicolson 1963; Hirrel et al. 1978). Cependant, des
études plus récentes montrent que les AMF peuvent toutefois s’associer a des halophytes telles que
Allenrolfea patagonica, Atriplex argentina, Heterostachys ritteriana et Suaeda divaricate (Becerra et al.
2014).

L’isolement de 23 champignons endophytes cultivables et associés aux racines provenant du méme
échantillonnage a montré la présence de différentes souches de genre M (12 souches), de genre D (8)
et de genre P (3), toutes productrices d’AlA et résistantes a des concentrations multi-métalliques et
salines élevées. La diversité fongique cultivable observée chez la plante B est réduite au genre M tandis
que les 3 genres fongiques identifiés colonisaient les racines de la plante A. Le genre M est connu pour
sa pathogénicité envers diverses plantes cultivées (Cucurbitacées, Vignes) et provoque un
pourrissement racinaire et le dépérissement de la vigne. Il a été plusieurs fois isolé a partir du
microbiome d’halophytes (Bassia dasyphylla, Kalidium foliatum, Suaeda acuminata, Suaeda salsa).
Cependant, son rble chez ces plantes reste a élucider. Le genre P est un genre de champignon
endophyte largement documenté possédant une grande diversité fonctionnelle au sein du genre, avec
(i) des pathogénes des Cucurbitacées et provoquant une pourriture noire, (ii) des saprotrophes mais
aussi (iii) des mutualistes contribuant effectivement a la réduction du stress. Il est trouvé en association
avec certaines plantes médicinales, certaines halophytes, certaines cactées et certaines algues. On
rapporte que le genre P comprend des espéces présentant des propriétés (i) PGP telle la production de
diverses hormones (« indole-3-butyric acid » ou IBA et d’AlA), (ii) améliorant la croissance et la
ramification des racines. Il produit des flavonoides et de fortes teneurs en phénols, et augmente la
germination chez le riz. Le genre D a été récemment identifi€ comme DSE dans des plantes herbacées
de milieux semi-arides. Ce genre est peu documenté. Il est souvent associé a des plantes herbacées
type Poacées de divers milieux stressants arides. Des chercheurs en 2018 ont identifié plusieurs
souches du genre D dont 1 souche augmentant la biomasse d’'une espéce végétale de désert,
Ammopiptanthus mongolicus et 1 autre la réduisant.

Les présentes recherches ont permis l'isolement et la caractérisation de souches bactériennes et
fongiques potentiellement utilisables pour des techniques de bio-augmentation (car cultivables,
capables de manifester des propriétés PGP et fortement résistants aux stress salin et métallique). Les
propriétés PGP détectées en conditions in vitro permettent une premiére sélection de microorganismes
potentiellement intéressants qui seront alors classiquement testés en inoculation chez des plantes afin
de se rapprocher des conditions réelles. Il est impossible de tester la totalité des souches actuellement
disponibles dans notre bibliothéque de souches dans des expériences en serre sur des plantes, en
raison des efforts colossaux que cela représenterait (et incompatibles avec la durée de réalisation d’'un
projet de recherche de 3 années). Cependant, nous avons sélectionné deux souches fongiques la
souche 09 (genre D) et la souche 07 (genre P) isolées de la plante A sur la base de nos résultats, de la
littérature et de leur rapidité de croissance par rapport aux autres souches du méme genre, afin de
tester leurs effets en serre sur 'amélioration de la croissance des plantes et leur capacité a bio-
augmenter la phytoremédiation des ETM en conditions semi-controlées. Deux souches bactériennes
seront également choisies et prochainement testées dans une autre expérience en serre.

PRINCIPAUX RESULTATS DU CHAPITRE 4

e Isolement de 107 souches bactériennes associées aux racines possédant plusieurs propriétés
PGP (fixation d’azote, AlA, solubilisation des phosphates) et identification moléculaire de 5
genres.

e Isolement de 23 souches fongiques toutes productrices d’AlA et résistantes aux ETM et
identification moléculaire de 3 genres.
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5. TACHE 2. CAPACITES DE SORPTION METALLIQUE DES
DIFFERENTS TYPES DE MICROORGANISMES ET/OU
BIOMASSES PRODUITES (TACHE 1C ET TACHE 2 DU
PROJET METDEP)

En raison des nombreuses contraintes et difficultés évoquées en début de ce rapport, cette tache a été
réalisée uniquement sur les souches bactériennes préalablement sélectionnées. A noter que les 17
bactéries sélectionnées contenaient 8 souches appartenant au genre B, 6 au genre S, 2 au genre M, 1
au genre K. En raison de leur potentielle pathogénicité, nous avons éliminé de la suite du travail les 6
bactéries du genre S. Ainsi, la Tache 2 du projet a été réalisée sur les bactéries du genre B, M et K.

L’utilisation de microorganismes a des fins de restauration écologique et/ou de développements
biotechnologiques dans des environnements contaminés aux ETM, nécessite de connaitre leur capacité
de sorption ou d’accumulation métalliques, quel que soit le processus mis en ceuvre. Dans cette
perspective, nous avons (i) sélectionné les bactéries les plus résistantes au sel, aux ETM et présentant
au moins deux des trois effets PGP testés et (ii) évalué, dans différentes conditions :

- Leurs capacités a produire des EPS ;

- Leurs capacités a produire du biofilm ;

- L’influence du NaCl, de la température et du pH sur leur croissance ;
- Leurs antiobiorésistances ;

- Leurs capacités de biosorption et/ou de bioaccumulation des ETM.

5.1. MATERIEL ET METHODES.

Le matériel et méthodes a été résumé et anonymé et les parties confidentielles sont mises en
annexe 1 des annexes du Chapitre 5.

5.1.1. CAPACITE A PRODUIRE DES EPS

Test de la capacité des bactéries a produire des EPS. La mise en évidence de la production
d’exopolysaccharides a été réalisée sur un milieu salin agar additionné de glucose. Le protocole a été
adapté de (Guezennec 2004). En bref, des triplicats de 5uL d’'une suspension bactérienne sont déposés
sur la gélose et mis a incuber. Si les colonies formées présentent un aspect particulierement visqueux,
le résultat est considéré comme positif.

Production d’EPS en vue de la réalisation des tests de chélation.

La premiére étape consiste en une production de biomasse bactérienne en milieu de culture liquide par
des cultures successives. La biomasse est récupérée par centrifugation. Le culot est nettoyé de toute
trace de milieu de culture par 3 lavages avec un milieu minimum. La biomasse est remise en suspension
dans du milieu minimum et est utilisée pour inoculer des erlenmeyers de 2L de culture (28°C, 125 rpm,
96h) en milieu minimum additionné de glucose (3%). La pureté de chaque culture est vérifiée par dilution
en serie et étalement sur boite.

Aprés 96h de culture, le mo(t de fermentation est centrifugé. Le surnageant est ultrafiltré sur membrane
de filtration tangentielle (seuil de coupure 100 KDa). Le rétentat est lavé et concentré par ultrafiltration
puis lyophilisé. La quantité d’EPS produite est alors évaluée par pesée finale de 'EPS sec.
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5.1.2. CAPACITE A PRODUIRE DU BIOFILM

Dans une perspective d’automatisation, le test de formation de biofilm a été réalisé en microplaque (96
puits, a fond plat). Deux réplicats de plaques ont été réalisés en présence et en absence de la solution
métallique de concentration [ETM]2.

Sur chaque plaque, des témoins négatifs (milieu seul ou milieu + [ETM]2) et positifs (milieu ensemencé
par la bactérie) ont été réalisés. Les microplaques ont été incubées de fagon statique a 28°C pendant
72H. Aprés 72h, le milieu de culture contenant les bactéries non adhérentes a été éliminé par
retournement de la plaque. Le biofilm a été lavé trois fois a I'eau distillée. Les cellules du biofilm ont été
colorées au cristal violet (CV). Apres 30 minutes a température ambiante, I'exceés de colorant a été
éliminé. Le biofilm coloré a été lavé a I'eau déminéralisée. Aprés séchage, le CV intracellulaire a été
remis en solution par de I'éthanol a 95%. Le contenu de chaque puits a été transféré dans une nouvelle
microplaque et I'absorbance a 590 nm a été lue. La quantification de la formation de biofilm a été
réalisée en calculant I'absorbance moyenne de six réplicats pour chaque espéce bactérienne testée et
en divisant par I'absorbance moyenne du témoin négatif (sans bactérie). La formation de biofilm a été
considérée comme effective lorsque le rapport ainsi calculé était supérieur a 2.

5.1.3. DETERMINATION DE LA TEMPERATURE

Dix pL d’une culture bactérienne d’une nuit ont été déposés sur milieu LB agar et incubés pendant 48°C
a différentes température 4, 10, 15, 20, 25, 28, 40, 45 et 50°C. Un cercle de croissance confluente est
considéré comme positif.

5.1.4. DETERMINATION DU pH ET DE LA CONCENTRATION OPTIMALE EN NaCl.

La détermination des optimaux de pH (plage de 4 a 10) et de concentration en NaCl (plage de 0,5 a
14%) a été réalisée en milieu liquide en microplaques. La plaque a été incubée a 28 °C sous agitation
(120 tr/min). La croissance bactérienne a été suivie par lecture de I'absorbance a 590 nm.

5.1.5. ANTIBIORESISTANCES

Les antiobiorésistances bactériennes ont été évaluées par mise en culture sur boites des bactéries en
présence de disque commerciaux imprégnés de divers antibiotiques.

5.1.6. GALERIE API

La caractérisation plus approfondie des souches du genre B a été réalisée sur galerie API20NE.
5.1.7. TESTS DE BIOACCUMULATION ET DE BIOSORPTION (ADSORPTION)

La détermination des quantités de métal adsorbé a la surface de la cellule bactérienne et de métal
accumulé a l'intérieur de la cellule a été réalisée de la maniére décrite ci-dessous. Un triplica de culture
en milieu additionné d’ETM ([ETM] 2) ainsi qu’une culture témoin sans métaux ont été ensemencés par
une culture primaire de 24h et mis en culture (24h, 28°C, 125 rpm). Sur chaque surnageant de culture,
les parametres suivants ont été déterminés : (i) les CFU (Colony Forming Unit) par étalement sur boite,
(ii) le poids (frais et sec aprés lyophilisation) aprés lavage par centrifugation du culot bactérien et (iii) la
concentration métallique par minéralisation (HNOs/H202) du culot et du lavage du culot bactérien a
'EDTA. Les concentrations métalliques ont été déterminées par ICP-OES (Spectroscopie d'émission
optique par plasma inductif, Varian, Varian 730-ES, Palo Alto, CA, USA).
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5.2. RESULTATS ET DISCUSSION

Le tableau 5.1 ci-dessous résume la plupart des résultats obtenus sur les bactéries testées a la
date de restitution du présent rapport. Les quelques données manquantes seront fournies dans
les semaines (ou mois) a venir. Les parties confidentielles ont été transférées en annexe 2 du
chapitre 5.

Comme indiqué dans ce tableau, I'identification des microorganismes a été réalisée par voie moléculaire
et par spectrométrie de masse de type MALDI-TOF. Cependant, cette seconde technique n'a pas
permis de préciser plus avant l'identité des bactéries isolées. Seule I'identification génomique a permis
de confirmer que 8 des 11 souches appartiennent au genre B, deux au genre M et 1 au genre K. Il est
désormais nécessaire de procéder a leur identification précise par des techniques dites de WGS (Whole
Genome Sequencing ou Séquengage complet du génome).

Ces séquengages complets des génomes ne peuvent pas actuellement étre réalisés sur le territoire et
ont donc été externalisés sur une plateforme de séquencage internationale. Ces analyses sont en cours
pour les génomes des 11 bactéries sélectionnées et devraient étre disponibles d’ici la fin de I'année
2025 (sous réserve de complications techniques éventuelles au niveau de la plateforme de
séquencage).

Concernant les huit souches du genre B, des analyses complémentaires de type RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ont montré que ces huit souches ne sont pas clonales et appartiennent
toutes a un méme groupe (« clusterisent ensemble »). Cette analyse suggere la possibilité qu’il puisse
s’agir d’'un nouvel écotype d’'une espéce voire une nouvelle espece du genre B. Le séquengage complet
de leur génome (actuellement en cours), ainsi que la caractérisation biochimique des souches permettra
de confirmer ou d’infirmer ces hypotheses.

Tableau 5.1: Tableau récapitulatif des identifications, tests PGP, résistances salines,
métalliques, antibiotiques, croissance a différents pH et températures des souches
sélectionnées.

Numéro souche Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 | B11l
Identification ISEA 2R06 | 1R23 | 1R25 | 1R26 | 1R28 | 1R30 | 2R08 | 2R21 | 1R00 | 1RO01 | 1R19
Espéce végétale source B A A
Identification par Séquengage 16S (2022) B B B B B B B B M K M

id. pas|id. pas|id. pas|id. pas|id. pas|id. pas|id. pas| id. pas |id. pas|id. pas|id. pas

Identification par Maldi-Tof (2023) fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable | fiable

Salinité moyenne tolérée (en %) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Résistance maximale aux ETM [ETM]2[[ETM]2[[ETM]2|[ETM]2|[ETM]2[ETM]2[[ETM]2| [ETM]2 [ETM]2|[ETM]2|[ETM]2

Croissance milieu minimum sans azote + + + + + + + + - - +

Production AIA + + + + + + + + + + +

Tests PGP Solubilisation phosphore + + + + + + + + - + -

Production sidérophores + - - - + - - - + +

Mise en évidence de la
production d’EPS + + + + + + + + - - +
sur milieu agar

Mise en évidence de la

production EPS en présence - - - - - - - - - - _
[ETM]2

Mise en évidence de la

production EPS en présence - - - - - - - _

[ETM]1

Mise en
évidence EPS

Production biofilm - - - - - - - - - R R

Production biofilm en présence

Biofilm [ETM]2

Production biofilm en présence
de glucose 1%
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Production biofilm avec i i i i i i i i - i i
glucose 1% + [ETM]2
4°C - - - - - - - - - - -
10°C + + + + + + + + - - -
15°C + + + + + + + + + + +
20°C + + + + + + + + + + +
Température 25°C + + + + + + + + + + +
28°C + + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + + +
45°C + + + + + + + + + + +
50°C + + + + + + + + - - -
pH 4 - - - - - - - - - - -
pH5 + + + + + + + + + - +
pH 6 + + + + + + + + + + +
pH pH7 + + + + + + + + + + +
pH 8 + + + + + + + + + + -
pH9 + + + + + + + + - - -
pH 10 - - - - - - - - - + +
0,5% + + + + + + + + + + +
1% + + + + - + + - + +
2% + + + - - - - - + - +
4% + + + + - + - - + - +
NacCl 6% + - + + - + + - + + +
8% + - + + - + + + + + +
10 % + + + + + + + + + - +
12 % + + + + + + + + + - +
14 % + + + + + + + + + - +
Gentamycin S S S S S S S S S - S
Penicillin S S S S S S S S R S
Carbenicillin S S S S S S S S R S
Antibiotiques
Tetracyclin S S S S S S S S S S
Streptomycin S S S S S S S S S R
Ampicillin S S S S S S S S R S
Galerie API 3 .
20NE Cf. tableau supplémentaire
Galerie Biolog | Cf. tableau supplémentaire
en%| 8,53 (12,87(4,79 | 4,76 | 5,66 (13,65|12,23| 10,57 11,52|13,38|10,84
Nickel
megn/g 7,51|7,81(3,13|2,33|2,37|5,72|7,18 | 4,77 6,34 3,86 5,30
en%|13,30(18,70(1,56 (1,09 | 1,47 |1,96|1,91| 2,02 17,93|15,10|12,19
Cobalt
Bi . ) en 2,35|2,28/0,20(0,11 (0,12 (0,16 0,22 | 0,18 1,98 0,88 1,20
ioaccumulation| en présence mg/g
+Biosorption | de [ETM]2 en %|64,45|73,04/91,29/81,80(91,70(91,21|81,92(158,4392,45 34,37 43,02
Chrome
meg”/g 5,03 3,93 5,27 3,54 | 3,41 | 3,39 | 4,26 | 6,34 4,50 (0,88 [1,86
en%|55,17(61,61(56,38|57,00/59,19|62,19|59,97|100,7157,29|19,04(39,91
Manganése| o
me/e 90,91(70,02|68,83|52,18(46,45|48,80|65,88| 85,11 |58,99(10,29(36,54
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Concernant les résistances a des salinités élevées, toutes les souches testées sont résistantes a
une concentration de NaCl moyenne égale a 3% lorsqu’elles sont cultivées sur milieu solide (sur boites),
soit la salinité moyenne rencontrée dans I'eau de mer. La plupart des bactéries sélectionnées (a
I'exception des souches B5, B8 et B10), présentent une grande capacité de croissance sur des milieux
enrichis en sel, allant jusqu’a 14% pour certaines d’entre elles (soit plus de 4 fois la salinité moyenne
naturellement rencontrée dans I'eau de mer). A noter que des tests négatifs a salinité moyenne puis de
nouveau positifs a des salinités plus élevées peuvent étre le reflet d’'un probléme ponctuel de culture
bactérienne. Ces résultats devront donc étre confirmés.

Concernant les résistances métalliques, ces bactéries sont toutes résistantes a des concentrations
multimétalliques élevées (correspondant au niveau [ETM]2 testé dans notre étude), puisque [ETM]2 =
50 ppm Ni; 10 ppm Co ; 5 ppm Cr ; 100 ppm Mn, soit des concentrations de 2 a 5 fois plus élevées que
celles rencontrées dans des sols de tannes « rouges », contaminés aux ETM par I'érosion. Ainsi, notre
étude a permis I'isolement et |la caractérisation de bactéries a la fois résistantes aux ETM et au NaCl,
deux caractéristiques particulierement intéressantes en vue d’applications ultérieures. Dans cette
perspective, nous avons testé leurs effets PGP et leurs capacités de sorption des ETM, ainsi que leur
capacité a produire des biomolécules d’intérét, EPS et/ou biofilm.

Concernant les effets PGP, sur les 11 bactéries testées, 9 sont capables de se développer sur un
milieu dépourvu d’azote, démontrant leurs capacités a utiliser I'azote atmosphérique. Toutes les
bactéries sont capables de produire de 'AlA et toutes, a I'exception des deux du genre M, sont aptes a
solubiliser du phosphate. La production du sidérophores (quatrieme effet PGP testé, en lien avec
I'assimilation du fer) n’est observée que pour deux souches du genre B, les deux souches du genre M,
ainsi que pour la souche du genre K. A I'exception de I'une des deux souches du genre M qui n’en
présente que deux, la plupart des souches testées présente au moins 3 des 4 effets PGP testés, ce qui
est trés encourageant pour leur utilisation dans de futures applications de restauration écologique ou
de développements biotechnologiques. Deux souches du genre B (B1 et B5) présentent méme les
quatre effets PGP testés.

Concernant la capacité a produire des EPS, toutes les souches du genre B ainsi que I'une des deux
souches du genre M sont positives lorsque testées sur milieu solide. Cette production semble
constitutive et n’est en tout cas pas stimulée en présence de métaux, quelle que soient les
concentrations multimétalliques testées, puisque les résultats sont négatifs en présence d'ETM aux
concentrations [ETM]1 et [ETM]2.

Concernant la production de biofilm, seules deux souches présentent cette capacité : la souche B1
du genre B’ et la souche B9 du genre M. Dans les deux cas la production de biofilm est observée en
présence de Glucose dans le milieu de culture. Dans le cas de la bactérie B9, la production de biofilm
semble stimulée par la présence d’ETM a une concentration relativement élevée ([ETM]2). A noter que
seule la souche B1 présente a la fois la capacité de produire des EPS et du biofilm.

Concernant les optima de croissance testés (pH et concentration en NaCl), on observe que les
souches du genre B sont capables de croitre dans une gamme trés large de pH (allant de pH 5 a pH 9
inclus), tandis que les autres genres sont plus sensibles aux variations de pH. En effet, les souches du
genre M présentent une plage de croissance comprise entre pH 5 et pH 7 pour l'une et entre pH 5 et
pH 8 pour I'autre. En revanche, la gamme de pH des bactéries du genre K est beaucoup plus restreinte,
puisque cette souche ne se développe qu’'entre pH 6 et 8.

Concernant la gamme de température, les souches du genre B présentent une gamme de tolérance
particulierement importante puisqu’elles se développent entre 10 et 50°C inclus, contrairement aux 3
autres souches pour lesquelles la gamme de température de croissance est réduite, et oscille entre 15
et 45°C.

Concernant les antibiorésistances, toutes les souches du genre B’ sont sensibles a 'ensemble des
antibiotiques testés. La souche B9 est sensible a I'ensemble des antibiotiques testés sauf a la
streptomycine pour laquelle elle est résistante. La souche B7 est sensible a la gentamycine, a la
streptomycine et a la tétracycline, mais est résistante a la pénicilline, a la carbenicilline et a 'ampicilline.
Ces résultats font des souches du genre B des candidats idéaux pour de futures applications. Les deux
souches du genre M présentent des antibiorésistances.
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Tableau 5.2. Résultats galerie API pour les 8 bactéries du genre B

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
2R06 | 1R23 | 1R25 | 1R26 | 1R28 | 1R30 | 2R08 | 2R21
Nitrate reduction to
o + + + + + + + +
nitrite
Nitrate reduction to
. + + + + + + + +
nitrogen
Indole production - - - - - - - -
Glucose fermentation - - - - - - - -
Arginine dihydrolase - - - - - - - -
Urease - - - - - - - -
B-glucosidase
+ + + + + + + +
(hydrolyse)
Protease (hydrolyse) + + + + + + + +
[B-galactosidase + + + + + + + +
Assimilation
Glucose + + + + + + + +
Arabinose + + + + + + + +
Mannose + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + +
N-acetyl-glucosamine - - - - - - - i,
Maltose + + + + + + + +
Potassium gluconate + + + + + + + +
Capric acid - - - - - - - -
Adipic acid - - - - - - - -
Malic acid + + + + + + + +
Trisodium citrate - - - - - - - -
Phenylacetic acid - - - - - - - -
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Concernant les tests biochimiques réalisés grace a la galerie API 20NE (Tableau 5.2), on constate que
toutes les souches présentent le méme profil. Elles sont capables de produire de la beta-glucosidase,
de la beta-galactosidase et des protéases mais elles sont incapables de produire de l'uréase et de
l'arginine dihydrolase. Elles ne produisent pas d’indole et ne fermentent pas le glucose. Elles sont
capables de réduire les nitrates en nitrites et en diazote (dénitrification). Elles assimilent le glucose,
I'arabinose, le mannitol, le maltose, le gluconate de potassium et I'acide malique. Elles ne peuvent par
contre pas assimiler la N-acétyl glucosamine, les acides caproiques, adipique, malique et
phénylacétique.

Les résultats des tests biochimiques de la galerie Biolog (non montrés ici) sont plus complexes.
Toutefois on note que les souches en général sont capables d'utiliser I'alpha-D-glucose, le saccharose
et le lactate de sodium 1%, le chlorure de lithium mais n’utilisent pas la dextrine, le D-maltose, le D-
thréalose, Le D-cellobiose, le gentiobiose, le D-turanose, le stachyose, le D-raffinose, le sym-D-lactose,
le D-melibiose, le béta-Méthyl-D-glucoside, les dérivés d’oses (glucose, galactose, mannose) aminés
N-acétylés et 'acide N-acétyl-neuraminique. Elles n’utilisent pas non plus le D-galactose, D fructose, le
3-méthyl glucose, le Fucose (L ou D), le L-rhamnose, I'inosine, I'acide fusidique, la D-serine, , le D-
arabitol, le myo-inositol, les dérivés 6-phosphate du D-glucose et du D-fructose, I'acide D ou L-
aspartique,l'acide glutamique, la L-histidine, l'acide L-pyroglutamique, la L-sérine, l'acide D
galacturonique, l'acide D galactonique lactone, I'acide D-gluconique, l'acide D-glucuronique, la
glucuronamide, I'acide mucique, I'acide kinique, le tetrazolium violet ou bleu, I'acide D-lactique méthyl
ester, I’ acide alpha cetoglutarique, I'acide D-malique, I'acide bromo-succinique, I'acide gammaamino-
butyrique, I'acide alpha hydroxy-butyrique, le beta-hydroxy-D, L-butyrique, I'acide acéto-acétique, le
tween 40, l'acide propionique, I'acide acétique, I'acide formique. Les résultats concernant les autres
sources de carbones ou les activités enzymatiques sont souche-dépendants.

Concernant la sensibilité aux antibiotiques testés sur la galerie, on note une sensibilité des souches a
la vancomycine, 'acide nalidixique, la guanidine HCI, la lincomycine, le niaproof 4 mais une resistance
a l'azétronam, le chlorure de lithium, le tellurite de potassium.

Concernant les tests de biosorption et bioaccumulation, les expérimentations ont été réalisées en
absence d’ETM (témoin) ou en présence du mélange multimétallique [ETM]2. Les résultats ne sont
disponibles que pour les 8 souches du genre B au moment de la rédaction de ce rapport. Les tests pour
les trois autres souches (2 du genre M et et 1 du genre K) ont bien été réalisés mais les résultats des
analyses ICP ne sont pas disponibles (panne de I'appareil et transition vers linstallation du nouvel
appareil). Les résultats obtenus pour chacun des quatre ETM testés (mélange [ETM]2) sont présentés
dans le Tableau 5.3 et 5.4. (tous deux transférés en Annexe 2 - Résultats discussion du Chapitre
5).

Concernant 'ensemble des ETM, on note que le Manganése et le Chrome sont trés fortement captés
par les bactéries (a 60% en moyenne pour le manganése et entre 67 et 95% pour le chrome). Toutefois,
les différentes souches semblent avoir développé des stratégies adaptatives différentes vis-a-vis de ces
ETM. En effet, si 'on compare par exemple le comportement des souches B2 et B5 vis a vis du Mn, on
observe qu’alors que les deux souches peuvent capter des quantités d’ETM initiales semblables (autour
de 65%), la souche B2 adsorbe en surface 73% du Mn qu’elle assimile, tandis que la souche B5 en
internalise 85%. Concernant le chrome, a I'exception des souches B1 et B2, toutes les autres souches
semblent privilégier la bioaccumulation de cet ETM. Concernant le Nickel et le Cobalt, les quantités
initiales d’ETM captées par les bactéries sont moindres, avec au maximum 16% du Ni initial et 22% au
maximum du Co initial pour 'ensemble des souches testées. Cependant, alors que la majorité du Ni
semble étre adsorbé a la surface des cellules, le processus est souche-dépendant pour le Co, qui est
plutét adsorbé en surface par les souches B1, B2, B6 et B7 et internalisé pour toutes les autres. Ainsi,
selon le métal testé, les souches privilégient soit la biosorption, soit la bioaccumulation.

Concernant le Nickel, les résultats sont assez homogénes d’'une souche a I'autre et montrent que les
huit souches du genre B ont tendance a plus adsorber le nickel a la surface cellulaire plutét que de le
bioaccumuler. Ce résultat est en accord avec les données de la littérature concernant la tendance a
biosorption préférentielle du nickel par les especes de ce genre.

Ce résultat est inverse a celui obtenu pour le manganése, qui semble plus bioaccumulé par les bactéries
du genre B qu’adsorbé a leurs surfaces, a I'exceptions des souches B1 et B2. Ce résultat est également
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observé pour le chrome, qui est plus bioaccumulé qu’adsorbé a la surface des cellules sauf pour les
souches B1 et B2. Enfin, les souches ont développé des stratégies différentes concernant le cobalt :
B3, B4, B5 et B8 bioaccumulent le cobalt alors que B1, B2, B6 et B7 adsorbent plutét le cobalt en
surface.

Quoiqu’il en soit, et quel que soit le processus mis en ceuvre, biosorption et/ou bioaccumulation, les
deux processus concourent a la captation métallique et donc a la décontamination des ETM
environnementaux et sont donc intéressants. C’est pourquoi nous avons également calculé la quantité
totale d’ETM captés par les bactéries, rapportée a la masse de matiére séche.

Les quantités maximales d'ETM captés par les différentes souches different beaucoup d’'un ETM a
l'autre : de 2 a 7,8 mg / g de matiére séche pour le Ni ; de 0,1 a 2,3 mg / g de matiére séche pour le
Co; de 3 a 6,3 mg / g de matiére seche pour le Cr et de 1 a 3 ug/g (0,001 a 0,003 mg/g) de matiere
séche pour le Mn.

Concernant le chrome, cette capacité de sorption est assez faible, puisque certaines espéces
bactériennes du genre B’ ont été rapportées dans la littérature comme pouvant en biosorber jusqu’a 40
mg/g de matiére séche. Concernant le manganeése, la encore, certaines souches du genre B ont été
décrites comme capables de biosorber des quantités de manganése bien plus élevées (de I'ordre de
45 mg/g de matiére séche) que celle que nous avons rapportées ici. Concernant le nickel, les quantités
d’ETM moyennes assimilées par nos 8 souches B, comprises entre 2 et 7,8 mg / g de matiére séche
sont comparables a celles trouvées pour d'autres souches du genre B, mais inférieures a celles
rapportées pour d’autres genres (autour de 40 mg/g de matiére séche), isolées a partir de sources
thermales. Cependant, il est a noter que nos résultats doivent encore étre affinés. En effet, de tres
nombreux parametres influencent la capacité de biosorption/bioaccumulation des ETM par les
microorganismes et doivent étre testés pour chacun d’entre eux, et notamment : la concentration initiale
de I'ETM considéré, la durée de contact ETM/microorganisme, la salinité employée, le pH, la
température, pour ne citer que les plus importants. Il est ainsi possible que les valeurs présentées dans
les tableaux en Annexes puissent étre améliorées.

La capacité de sorption/chélation des ETM par les EPS récupérés a partir des bactéries qui en
produisent sera évaluée dans les mois a venir, puisque, comme évoqué plus haut, les EPS produits
sous contrainte métallique peuvent activement (et efficacement) participer a leur adsorption
(Mathivanan et al. 2021). lls sont, a ce titre, trés étudiés en tant que biosorbants pour la bioremédiation
des ETM (Santana de Oliveira Santos 2023). Cette derniére n’a pas pu étre établie a ce stade du fait
de problemes de production des polymeéres a grande échelle (pas de fermenteur opérationnel et
productions en « batch ») et des émeutes de Nouvelle-Calédonie en 2024. En effet, I'étudiante que nous
avions recrutée en stage pour assurer la production des polyméres en batch en avril 2024 puis tester
leurs capacités de sorptions métalliques a vu son stage interrompu de maniére brutale en mai 2024.
Deux EPS ont été produits a ce jour (a partir des souches B1 et B2). Les autres sont en cours de
production. Tous seront testés pour leurs capacités de sorptions métalliques. Dans le méme sens, les
biofilms produits seront également testés pour leurs capacités de sorptions métalliques, ces structures
biologiques étant également considérées comme des solutions prometteuses dans le cadre de
décontamination des eaux chargées en divers polluants (Sharma 2022; Saini et al. 2023; Karnwal et al.
2024).

5.2. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les travaux de caractérisation des souches bactériennes cultivables isolées a partir du sol
rhizosphérique et du rhizoplan des trois espéces de plantes halophiles se développant sur les sols de
tannes néo-calédoniennes nous ont permis d’isoler et de caractériser pleinement une pré-selection de
107 souches bactériennes (toutes résistantes a 40 ppm de Nickel et a 2,5% de NaCl), disponibles au
laboratoire. Ces 107 souches bactériennes ont été criblées sous le double prisme de leurs résistances
métalliques et de leurs effets PGP. Ceci nous a permis de mettre en évidence 51 souches présentant
des résistances a un mélange multimétallique dit [ETM]2, oscillant chacune entre 2 a 5 fois celles
rencontrées dans les tannes contaminées par des sols latéritiques (érosion et coulées). Sur ces 51
souches, 5 ont été « perdues » au fur et a mesure des cultures bactériennes (un phénomeéne courant).
Les 47 souches restantes ont toutes été caractérisées morphologiquement, et présentaient toutes des
caractéristiques morphologiques (macroscopiques et/ou microscopiques) tout ou parties distinctes. Sur
ces 47 souches, 3 tests d’effets PGP ont été réalisés in vitro. 16 d’entre elles, présentant au minimum
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2 des 3 effets PGP testés, ainsi que deux autres souches présentant des particularités morphologiques,
ont été sélectionnées pour une caractérisation compléte par séquengage du géne cible codant pour
'ARNr 16S et par MALDI-TOF. Ces séquencgages du géne cible nous ont permis de montrer que sur
les 18 bactéries, 6 appartenaient au genre S, 8 au genre B, 2 au genre M, 1 au genre U et 1 au genre
K. En raison du caractére fréquemment pathogéne des bactéries du genre S, ces derniéres ont été
écartées de la suite de I'étude. Les 11 bactéries restantes ont été caractérisées plus en détail. Tout
d’abord, une tentative d’identification plus fine de ces 11 bactéries a été entreprise par spectrométrie
de masse de type MALDI-TOF (sur la plateforme du Médipdle, en partenariat avec I'lPNC). Cette
approche s’est révélée décevante puisqu’aucune des souches isolées n’a pu étre identifiée dans les
bases de données actuellement disponibles. Cela pourrait cependant indiquer qu’il pourrait s’agir de
nouvelles espéces ou de nouveaux écotypes bactériens. Cela sera confirmé ou infirmé par séquengage
des génomes complets de certaines de ces bactéries (actuellement en cours sur une plateforme externe
spécialisée). Sur ces 11 souches, 8 étant du genre B, ces derniéres ont été caractérisées plus en aval
par : des tests de type RAPD, ainsi que par des galeries API et Biolog. Les résultats indiquent que les
huit souches du genre B ne sont pas des clones. Au vu des résultats bichimiques (qui sont souche-
dépendants mais avec des traits toutefois majoritaires), nous sommes potentiellement en présence
d’'une nouvelle espéce ou d’'un écotype de genre B autochtone a la Nouvelle-Calédonie.

En effet, les tests RAPD ont montré qu'il s’agissait de 8 souches bactériennes différentes (et non de
clones), et, bien que les analyses par MALDI-TOF n’aient pas permis de préciser I'identité de chacune
des souches, ils ont montré que les 8 souches « clusterisaient » ensemble d’'un point de vue
phylogénétique, renforgant la potentialité qu’il puisse s’agir d’'un nouvel écotype bactérien ou d’'une
nouvelle espéce.

Ces 11 souches ont été caractérisées plus avant en termes de résistance saline, de paramétres
physico-chimiques optimaux de croissance bactériennes (pH et température), et toutes présentent une
gamme de croissance large tant en termes de pH (de 5 a 10) que de températures (de 10 a 50 °C).
Ceci est particulierement intéressant en vue du développement de stratégies de décontamination des
eaux ou des sols, pour lesquels les gammes de pH et de température sont compatibles avec ces
données. Par ailleurs, les tests d’antibiorésistances, montrant la sensibilité des 8 souches du genre B a
'ensemble des antibiotiques testés, renforce encore leurs potentialités, ce qui n’est pas le cas des
autres souches bactériennes, puisque les 2 souches du genre M et la souche du genre K présentent au
moins 2 antibiorésistances, ce qui est problématique en vue d’utilisations potentielles en aval.

Les capacités des 8 souches du genre B a adsorber en surface et/ou bioaccumuler les ETM ont été
évaluées et, bien qu’intéressantes, ces derniéres semblent relativement faibles comparées a celles
rapportées pour d’autres souches du méme genre isolées a partir d’autres environnements. Outre le fait
que de nombreux paramétres physicochimiques et cinétiques influencent cette bioremédiation et restent
encore a tester (voir discussion supra), nous ne pouvons pas exclure que notre stratégie expérimentale
initiale ait peut-étre été trop ambitieuse. En effet, afin de mimer des conditions de pollutions
environnementales se produisant en conditions naturelles, nous avons systématiquement exposé nos
microorganismes bactériens a des mélanges multimétalliques. Il est possible, qu’'une forme de
compétition ait pu s’établir entre les différents ETM et que ceci ait impacté négativement leur capacité
a capter les métaux pour chacun d’entre eux par les bactéries. Cependant, nous ne pouvons pas
omettre le fait qu’il puisse également y avoir une synergie des effets des métaux sur les potentialités
des organismes. Ces possibilités devront étre challengées et, dans cette perspective, nous allons
retester les capacités de biosorption/bioaccumulation de chacune des bactéries étudiées en présence
non plus d’'un mélange, mais de chacun des 4 ETM, utilisé seul, a la concentration testée dans le
mélange [ETM]2. La détermination des concentrations inhibitrices a 50% (Clso) de la croissance pour
chaque métal et des mélanges métalliques serait intéressantes a évaluer.

Les capacités a produire des EPS et du biofilm ont été évaluées. Toutes les souches du genre B testées,
ainsi qu’une des deux souches du genre M (B11), sont aptes a produire des EPS quand testées sur
boite de culture. La souche de B1, a la fois capable de produire des EPS, de former du biofilm et
dépourvue d’antiobiorésistance, nous parait particulierement prometteuse et sera investiguée plus en
avant. La seconde souche (B9) du genre M, bien que ne répondant pas positivement au test de
production d’EPS sur boite, est capable de produire du biofilm en réponse a une stimulation métallique
(en présence de [ETM]2) et de glucose.

En perspective, les EPS et les biofiims de toutes les souches bactériennes en produisant seront
préparés en grandes quantités, puis leurs capacités de chélation/sorption métalliques seront testées.
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Enfin, le méme travail devra étre mené sur 'ensemble des souches fongiques isolées. En résumé, nous
avons encore bien du travail en perspective. Cependant, ce dernier ne sera possible que si nous
disposons de ressources humaines dédiées.

6. ETUDES DES COMMUNAUTES MICROBIENNES
TOTALES ASSOCIEES AUX PLANTES HALOPHILES DES
TANNES DE NOUVELLE-CALEDONIE PAR DES
APPROCHES DE METAGENETIQUE CIBLEE (TACHE 4)

Les études de communautés microbiennes par des approches cultures dépendantes, telles que
réalisées et présentées dans les chapitres 4 et 5 ci-dessus (et correspondant aux Taches 1, 2 et 3 du
projet METDEP) sont indispensables dans la perspective de pouvoir utiliser les microorganismes isolés,
purs, cultivables et pleinement caractérisés, dans le développement d’applications ultérieures (quelles
gu’elles soient, et dans notre cas plus spécifiquement celles liées a la restauration écologique et/ou au
développement de biotechnologies innovantes de décontamination des ETM). Toutefois, les
microorganismes cultivables ne représentent qu’'une proportion infime (moins de quelques %) du
microbiome total des espéces végétales ou des sols auxquels ils sont associés. C’est pourquoi, afin de
mieux comprendre la contribution microbienne aux adaptations aux contraintes environnementales, la
caractérisation compléte du microbiome total des espéces ou des sites d’intérét doit généralement étre
entreprise par des approches cultures-indépendantes, menées parallélement aux approches cultures
dépendantes. Ceci permet d’avoir une vision d’ensemble bien plus fine des interactions microbiennes
ayant cours dans I'écosystéme étudié. Parmi les approches cultures-indépendantes, la métagénétique
ciblée (ou metabarcoding), qui consiste de maniere simplifiée a extraire les ADN totaux d’'un échantillon
puis a séquencer de maniére sélective des génes cibles permettant la mise en évidence de toutes les
especes microbiennes présentes, est la méthode de choix. C’est donc ce type d’approche que nous
avons souhaité mettre en ceuvre sur les deux sites de tannes modeéles que nous avions choisis dans le
cadre de notre étude, a savoir un site « Rouge », contaminé par les ETM de maniére naturelle et un site
vierge de toute contamination. Sur ces deux sites, nous avons entrepris une caractérisation du
microbiome bactérien et fongique : (i) du sol a distance des trois espéces halophytes étudiées, (ii) du
sol en interaction directe avec les racines des trois espéces végétales (ou sol rhizosphérique), ainsi que
(iii) des racines et (iv) des parties aériennes de nos plantes modéles. Pour cela, nous avons suivi une
stratégie d’échantillonnage précise, testé de trés nombreux protocoles d’extractions d’ADN (stage de
Jeanne Girillot, 2022) afin de trouver les conditions optimales permettant d’obtenir un ADN en quantité
suffisante et de qualité compatible avec les techniques de séquencage a haut débit nouvelle génération
(NGS : Next Generation Sequencing). Nous avons ensuite testé la qualité des amplifications obtenues
et envoyé nos échantillons pour séquengage sur une plateforme spécialisée (Macrogen Inc.). A ce stade
d’avancement du projet, seules les amplifications pour le géne cible de 'ARNr 16S, permettant de
caractériser les corteges bactériens sont disponibles. En effet, a ce jour, les amplifications du géne cible
codant pour les ITS (Internal Transcribed Spacer), permettant de caractériser les communautés
fongiques, ne fonctionnent pas chez le prestataire choisi (bien que fonctionnant dans notre laboratoire).
C’est pourquoi, seuls seront présentés ici (en annexe confidentielle) les résultats pour les cortéges
bactériens ; directement traités et écrits sous forme d’un article scientifique en cours de finalisation pour
soumission (conformément a ce qui était prévu dans le cadre du projet METDEP). Dés qu’ils seront
disponibles, le méme type d’article sera écrit avec les données fongiques, puisque nous continuons
activement cette partie du projet avec notre prestataire.

Dans cette partie du travail, nous avons mené une étude a haute résolution sur les communautés
bactériennes associées a trois espéces d'halophytes et aux sols en vrac dans un site cétier contaminé
et un site de référence en Nouvelle-Calédonie. En utilisant le séquencage a haut débit d'amplicons
d'ARNr 16S et des analyses écologiques multivariées, nous avons étudié comment la diversité, la
composition et la structure microbienne varient en fonction des espéces, des compartiments végétaux
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et des niveaux de contamination. Nous avons également examiné le role d'ETM spécifiques dans les
changements de communautés en utilisant des méthodes d'ordination sous contrainte.

Nos objectifs spécifiques étaient les suivants : i) comparer la diversité bactérienne alpha et béta entre
les espéces végétales, les compartiments et les conditions de contamination ; ii) identifier les groupes
taxonomiques qui sont enrichis ou appauvris dans les environnements contaminés et dans des
compartiments végétaux spécifiques ; iii) évaluer la contribution relative des métaux biodisponibles a la
variation de la communauté microbienne ; et enfin iv) caractériser les taxons bioindicateurs potentiels
spécifiques aux compartiments et leurs associations avec les gradients de métaux. Avec ces objectifs,
cette recherche aborde deux questions écologiques clés : i) comment les gradients de contamination et
I'identité de la plante héte interagissent-ils pour fagonner la structure et la diversité des communautés
bactériennes dans les systémes halophytes cotiers ? Et ii) dans quelle mesure les compartiments
végétaux et le microbiote associé peuvent-ils servir de bioindicateurs ou de médiateurs du stress di
aux métaux lourds dans les écosystémes estuariens tropicaux ?

En établissant un lien entre I'écologie microbienne et I'assainissement potentiel de I'environnement dans
un hotspot de biodiversité d'importance mondiale, nos résultats offrent de nouvelles perspectives sur
les réponses biotiques complexes a la contamination des sols et éclairent les futures stratégies de
phytoremédiation et de conservation dans les environnements cétiers riches en métaux.

Comme indiqué plus haut, nous avons choisi de rédiger cette partie du travail sous la forme d’un
article scientifique, actuellement en cours de finalisation donc confidentiel. Nous ne détaillerons
pas ici ’ensemble des tests (deux stages et I'implication d’une ingénieure de recherche) qui ont
permis la mise au point (particulierement chronophage et complexe des protocoles employés
dans cette partie du travail). Un résumé des travaux réalisés est présenté ci-dessous. Une fois
accepté, I'article sera mis a disposition.

Résumé des travaux : La végétation halophyte et le microbiote qui lui est associé jouent un rdle
essentiel dans le fonctionnement des écosystémes coétiers et I'atténuation des polluants, mais la
dynamique écologique des interactions plantes-microbes-métaux dans les sols ultramafiques tropicaux
reste mal comprise. Ici, nous avons examiné les communautés bactériennes dans le sol en vrac, la
rhizosphére, I'endosphére racinaire et les compartiments foliaires de trois halophytes calédoniennes
communes sur un site contaminé par des métaux lourds et sur un site de référence adjacent. En utilisant
le séquengage a haut débit du géne de I'ARNr 16S, nous avons caractérisé la diversité alpha et béta,
la composition taxonomique et l'influence des métaux extractibles par le DTPA. Le compartiment (sol
en vrac, feuilles, racines et sol rhizosphérique) est apparu comme le principal moteur de la diversité
alpha (p < 0,001), le sol en vrac et les feuilles abritant la richesse et I'hnomogénéité les plus élevées, et
les racines les plus faibles. Les espéces hotes ont exercé un effet secondaire mais significatif sur la
diversité (p < 0,01), tandis que les effets de la contamination se sont manifestés principalement par des
interactions entre espéces et compartiments (p < 0,001). Les ordinations de la diversité béta (NMDS,
R2=0,88, p = 0,001) ont révélé des assemblages microbiens distincts selon le compartiment et l'identité
de la plante, et les analyses spécifiques au phylum ont montré que les Pseudomonadota dominaient le
sol et la phyllosphére, que les Cyanobacteriota monopolisaient les feuilles (>90 %), et que les
Chloroflexota étaient confinés dans les matrices du sol. Les gradients de métaux, en particulier le Ni et
le Co, étaient significativement corrélés avec les communautés rhizosphériques de deux des trois
especes végétales, ce qui indique un filtrage induit par les métaux. Nos résultats démontrent que les
compartiments végétaux agissent a la fois comme des bioindicateurs du stress d0 aux métaux lourds
et comme des réservoirs de taxons tolérants aux métaux et potentiellement favorables a la croissance
des plantes (par exemple, Pseudomonas, Halomonas) avec des applications dans la rhizoremédiation
ou la rhizostabilisation. Cette répartition multifactorielle des niches souligne I'importance des
interactions hote-microbiome-métal dans les stratégies d'assainissement des cétes tropicales et fournit
une feuille de route pour I'exploitation du microbiote des halophytes en biotechnologie et en
conservation.
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7. CONCLUSIONS ET PERPECTIVES GENERALES DU
PROJET METDEP.

Ce travail exploratoire, le premier du genre sur les tannes de Nouvelle-Calédonie, a permis d’explorer
les microbiomes fongiques et bactériens totaux (par métagénétique ciblée) et cultivables (approches
cultures dépendantes) associés aux espéces des sols et des plantes halophiles se développant sur les
sols de tannes néo-calédoniens.

Les données de métagénomique ne sont actuellement exploitables que pour le microbiome bactérien,
mais nous espérons obtenir celles pour le microbiome fongique. Ces données ont montré une
structuration des communautés bactériennes en lien avec le compartiment étudié (plus de richesse
bactérienne dans les sols que dans les racines ou les parties aériennes des plantes), mais aussi en
fonction de I'espéce végétale étudiée.

L’isolement des microbiomes cultivables des trois espéces halophytes a permis de cultiver plusieurs
centaines d’especes bactériennes et fongiques. Ces espéces ont ensuite été testées de maniere
systématique et sélectionnées pour leur résistance au sel, aux ETM, ainsi que pour leur capacité a
présenter des effets promoteurs de la croissance des plantes (PGP). Cela nous a permis d’isoler des
souches bactériennes et fongiques particulierement résistantes aux métaux et présentant plusieurs
effets PGP. Les souches bactériennes sélectionnées appartiennent aux genres B, M et K. Certaines de
ces souches sont connues d’aprés la littérature pour présenter des propriétés intéressantes de
Biosorption ou Bioaccumulation des ETM. Toutes sont capables de produire des EPS et/ou du biofilm
et seront investiguées plus avant. Les souches fongiques sélectionnées appartiennent aux genres P et
D. Tous ces genres, qu’ils soient bactériens ou fongiques sont connus dans la littérature pour étre
particulierement adaptés aux métaux et présenter des avantages de croissance aux espéces végétales
avec lesquelles ils sont en association.

Tous ces genres continueront donc d’étre investigués plus avant par notre équipe de recherche. En
particulier, la vérification de leurs effets PGP et de leurs effets sur la bioaccumulation des ETM par les
especes végétales devront étre vérifiés, dans le cadre d’expériences en conditions contrlées en serre,
puis idéalement, sur le terrain.
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