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Comprendre le fonctionnement des écosystemes

naturellement riches en métaux lourds pour proposer
des outils de réhabilitation des sols pollués

1- Caractérisation de la biodiversité
2- Organisation des groupes fonctionnels
3- Les interactions Plantes — Microorganismes

4- Fonctionnement génomique sous stress meétallique

— Propositions d’itinéraires techniques de réhabilitation
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1- Caractérisation de la biodiversité

1-1 : Descriptions de nouvelles espéces de champignons

Multifurca aurantioph

lleodictyon sp nov
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1- Caractérisation de la biodiversité

1-1 : Descriptions de nouvelles espéces de champignons

Eyssartier G., Ducousso M. (2014) — Hymenopellis atroruginosa sp. nov. un nouveau champignon xéruloide
de Nouvelle-Calédonie. Bulletin de la Société Mycologique de France 130(4):267-273.

Buyck B., Duhem B., Eyssartier G., Ducousso M. (2012) - Podoserpula miranda sp. nov. (Amylocorticiales,
Basidiomycota) from New Caledonia. Cryptogamie Mycologie 33(4) : 453-461.

Eyssartier G., Ducousso M., Buyck B. (2010) - Entoloma pseudomurrayi sp. nov., un nouvel entolome jaune
des foréts néo-calédoniennes de montagne a Nothofagus. Cryptogamie, Mycologie, 31(1):3-8.

Eyssartier G., Ducousso M., Buyck B. (2010) Agaricales nouveaux ou intéressants de Nouvelle-Calédonie.
Cryptogamiel MyCO/Ogiel 31(1):329_339' Cryptogamie, Mvcologie, 2004, 25 (2): 115-125
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1- Caractérisation de la biodiversité

1-2 : Descriptions de nouvelles espéces de bactéries

Guentas L., Gensous S., Cavaloc Y., Ducousso M., Amir H., De Georges de Ledenon B,,
Moulin L., Jourand P. 2016. Burkholderia novacaledonica sp. nov. and B. ultramafica
sp. nov. isolated from roots of Costularia spp. pioneer plants of ultramafic soils in
New Caledonia. Systematic and Applied Microbiology, 39 (3) : p. 151-159.
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2- Organisation des groupes fonctionnels

2-1 : Diversité des communautés bactériennes cultivables de la rhizosphére de Costularia

Des isolats bactériens de la rhizosphere de Costularia arundinacea, C. nervosa et C. pubescens prélevés
dans 4 sites ont été caractérisés taxonomiquement et pour leurs capacités a solubiliser le phosphore, fixer
I'azote de l'air et tolérer le nickel.

4 sites : Koniambo 1, Koniambo 2, Mont Dore, Plum
- isolement des bactéries du rhizoplan sur 3 espéeces de Costularia

Culture en présence de [Ni] élevée
Capacité des cultures a solubiliser les phosphates
Mise en évidence d’une capacité réductrice d’acétylene

Séquencage partiel ADNr 16S des bactéries cultivées
Recherche cnrE et nreB, déterminants moléculaires de la tolérance au nickel
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2-1 : Diversité des communautés bactériennes cultivables de la rhizosphére de Costularia

L'organisation taxonomique du cortege bactérien est structurée de facon similaire pour
les 3 espéces de Costularia étudiées : Bradyrhizobium (= 30 %), Paraburkholderia (= 20
%), Curtobacterium (= 10-15 %), autres genres (tous < 5 %).

10 genres mineurs: 3/genres majeurs :
- de 30 % de la biodiversité + de 60 % de la biodiversité
Genres
mineurs Brady (30%)
(30%)
Curtobact.
(10%-15%) Paraburkhol.
(20%)

[l | R | 1. ol 4 R 4 H : [ A | N o N PN |
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2-1 : Diversité des communautés bactériennes cultivables de la rhizosphére de Costularia

Tolérance aux métaux : % de souches

Potentiels PGPR : % de souches
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2-2 : Diversité et structure des communautés bactériennes et fongiques des groupements
végétaux du massif de Koniambo, Nouvelle-Calédonie

Bordez L., Jourand P., Ducousso M., Carriconde F., Cavaloc Y., Santini S., Claverie J.M.,
Wantiez L., Leveau A., Amir H. (2016) - Distribution patterns of microbial communities
in ultramafic landscape: a metagenomic approach highlights the strong relationships
between diversity and environmental traits". Molecular Ecology 25:2258-2272.
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2-3 : Diversité et structure des populations de Pisolithus albus en Nouvelle-Calédonie

: . = 4 { \ \
Pisalithus albus jgolat B39 /1
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2-3 : Diversité et structure des populations de Pisolithus albus en Nouvelle-Calédonie

‘ LARECHERCHE AGRONOMOUE
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2-3 : Diversité et structure des populations de Pisolithus albus en Nouvelle-Calédonie

PasohO1 | P. aurantioscabrosus, SE Asia

41
MU986 Pisolithus sp.10, Australia
CSH4461
- MU98101
87,441 Pisolithus sp.8 and P. microcarpus,
_I UFSC132 Australia, S America
72| |MHS56
MDQ7-112 NCsite 1
2] I:40MD06-381 NC site 4
100 1= REB2078
— GEMAS P. albus
44| - MDO07-227 NCsite 5 New Caledonia,
23 6MDO07-166 NC site 2 Austra_lla, New—_ZeaIand,
MD07-220 NC site 3 SE Asia, W Africa
CAO02
881 cor4
131H4937
100f K915 | Pisolithus sp.1, E Africa
L5105
> —|98 K387l l P tus, Australi
MU9822 . marmoratus, Australia
3 PTO03 l Pisolithus sp.3 and P. sp.4, Europe
_‘57 CRO4
46 76r MARX270 ) ) )
100122 | P. tinctorius, N America, Europe
MH728 o )
o3 | MSN l Pisolithus sp.5, SE Asia
SUILLUS
0.1

Les ressources microbiennes des sols : des outils biologiques pour atteindre les Objectifs de Développement Durable



2-3 : Diversité et structure des populations de Pisolithus albus en Nouvelle-Calédonie

Profil RFLP ITS

pb Ladder ITS Mbol Hinfl Alul Tagl Ladder ITS Mbol Hinfl Alul Tagl

1000—
500—
300—
200—

100—

‘r‘id \7?‘
Ultramafic Volcano sedimentary RFLP

Tolérance au Nickel

Sols Ultramafiques
55 % des échantillons tolérants au Ni avec EC;;= 575 uM
45 % des échantillons sensibles au Ni avec EC.,= 37 uM

Sols volcano-sédimentaires
100 % des échantillons sensibles au Ni avec EC.,= 30 uM
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2-4 : Diversité et structure des populations de champignons ectomycorhiziens associées a
Acacia spirorbis

PAND (sol ultrabasique) D=0,10 PIND (sol volcano-sédimentaire) | p-=o0,18

Russulaceae

Sebacma
Acacia spirorbis sur sol

ultrabasique

Pisolithus

Scleroderma

Acacia spirorbis sur sol
volcano-sédimentaire

Pisolithus Thelephoraceae

Agaricomycetes

Ascomycota

» Des éléments communs : les contraintes des sols ultrabasiques affectent peu la diversité

— Hypotheéses : Structures en écotypes et variations adaptatives
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2-4 : Diversité et structure des populations de champignons ectomycorhiziens associées a
Acacia spirorbis

* Diversité et type de sol PIND (sol volcano-sédimentaire) | p=0,18

EAS (sol calcaire) D=0,38

Russulaceae

e

Inocybe

PAND (sol ultrabasique) | D=0,10

Russulaceae

Sebacina
Cortinarius
N .' & " 7 ‘ Boletaceae
7

‘.helephoraceae

Agaricomycetes

\_Ascomycota

Pisolithus

‘ Diversité tres différente et réduite sur sols calcaires

irad
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2-4 : Diversité et structure des populations de champignons ectomycorhiziens associées a
Tristaniopsis spp.

Waseem M., Ducousso M., Prin Y., Domergue O., Hannibal L., Majorel C., Jourand
P., Galiana A. (2017) - Ectomycorrhizal fungal diversity associated with endemic
Tristaniopsis spp. (Myrtaceae) in ultramafic and volcano-sedimentary soils in New
Caledonia. Mycorrhiza 27(4):407-413. DOI: 10.1007/s00572-017-0761-4

@ciad

Les ressources microbiennes des sols : des outils biologiques pour atteindre les Objectifs de Développement Durable



ea

2-5 : Diversité et structure des populations de rhizobium associés a Acacia spirorbis

Travaux en cours dans le cadre de la these de Bryan VINCENT.
Publication prévue pour début 2019.

\\\\\\\\\\\\\\\\\\



3- Interactions Plantes - Microorganismes

3-1: Des Cypéracées capables d’établir et de tirer bénéfice de la symbiose mycorhzienne

- 5000 especes, ubiquistes, 27 especes endémiques de NC, Costularia genre
majeur : 10 especes endémiques des maquis min

O

iers.
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3-1: Des Cypéracées capables d’établir et de tirer bénéfice de la symbiose mycorhzienne

- 9 especes pionnieres

- 4 sites d’études (maquis ligho-herbacés)
Koniambo, Plum, Prony, Plaine des lacs

- Echantillonnage des fragments racinaires

- Coloration au bleu Trypan

- Calcul des taux de mycorhization

= Fréquence de mycorhization

nbre de fragments mycorhizés

F% = .
°” nbre de fragments observés

- Vésicules dans racines de Costularia

M.O. : x100

)

\

ol
_BAS 3
N\ 5 A
Y AN

" |ntensité de mycorhization

M % = quantité moyenne de structures mycorhiziennes

des fragments

@cirad
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M.O. : x100

Arbuscule de Costularia
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3-1: Des Cypéracées capables d’établir et de tirer bénéfice de la symbiose mycorhzienne

— Colonisation des racines faible et

variable

= % de colonisation plus importants
chez les especes du genre Costularia

sp.

—> Recherche des modifications
physiologiques apportées par la

mycorhization ?
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3-1: Des Cypéracées capables d’établir et de tirer bénéfice de la symbiose mycorhzienne

30 plants par traitement

(SFONL) (0) (IN)




3-1: Des Cypéracées capables d’établir et de tirer bénéfice de la symbiose mycorhzienne

* Corrélation

**: Significantly different for P < 0,01; *™: Significantly different for P < 0,001 ; n = 48

—> Corrélations positives entre % AM et croissance

‘girad
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3-2 : Des écotypes de Pisolithus albus aux capacités symbiotiques différentes

Test d’inoculation d’écotypes ultramafique de Pisolithus albus
tolérant au Ni sur plante héte modele (Eucalyptus globulus)
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3-2 : Des écotypes de Pisolithus albus aux capacités symbiotiques différentes

Test d’inoculation d’écotypes ultramafique de Pisolithus albus
tolérant au Ni sur plante h6te modele (Eucalyptus globulus)

Non-mycorrhizal, Ni = 0 : ."':;'Non-mycorrhizal, Ni=60pgg* &

@cirad
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3-2 : Des écotypes de Pisolithus albus aux capacités symbiotiques différentes

A la concentration Ni toxique 60 pug /g

Gain en biomasse des plants ECM 20 X + pour les racines
30 X + pour les parties aériennes

Taux de mycorhization (%) = 20 % a Ni =0 et encore 9 % a Ni = 60 pg/g

Réduction du Ni dans les tissus comparé a plante non ECM : 2,4 X moins de Ni dans
les racines et 60 X moins dans les feuilles + tiges.

Pisolithus albus écotype ultramafique joue un rbéle dans
:> I'adaptation de la plante hote a la toxicité au Nickel

@ciad
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Synthese

53 espéces

- Etude d’une toposéquence végétales 4 y

- Etats mycorhiziens des plantes
- Diversité des champignons
ectomycorhiziens

Walyany rusly B

iona
R Araucaria

1

58 especes 7 @
végetaless i
erbacé

72 espéces "
végétalessi* >

Y ‘,5A

Pisolithus

81 especes
égétales
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4- Fonctionnement génomique sous stress métallique

4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'adaptation chez Pisolithus albus

1¢re étape de la démarche scientifique :

— Le nickel (Ni) : marqueur de la contrainte edaphique
ultramafiqgue (métal le + toxique)

— Analyse comparée de transcriptome de P. albus Ni-tolérant et
Ni-sensitive en présence et en absence de nickel: acquisition de
metadonnée transcriptomique (base de donnée)

— Recherche dans la base de donnée transcriptomique de
marqueurs moléculaires de la tolérance au nickel

@cirad
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4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'adaptation chez Pisolithus albus

Résultats :

= 20 % du génome transcrit est induit en présence de nickel

Scatter plot

9000 — 21 % de genes surexprimés

8000 — ¢ 70 % de génes non régulés

+ Ni

9.2 % de géne sous exprimes

¥

- Ni

- Normalized means
1

+Ni

I’ T T T T T T T T T

I
0 2000 4000 6000 8000 10000
-Ni - Normalized means
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4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'ladaptation chez Pisolithus albus

Résultats (suite)

- Les genes induits par le Ni couvrent I'ensemble des fonctions
cellulaires et métaboliques

W= MDO06-337 P. albus avec nickel (23 % sequences assignées GO)

20 1 MD06-337 P. albus sans nickel (25 % sequences assignées GO)

Nombre relatif de génes (%)

Composés cellulaires Fonctionnement moléculaire  Processus biologiques
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4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'adaptation chez Pisolithus albus

2¢me étape de la démarche scientifique (suite)

* Recherche et sélection dans le transcriptome exprimé du
« top 10 » des genes les + induits par le nickel

- Comparaison des niveau d’expression de ces genes chez
P. albus Ni-tolérant et Ni-sensitive en présence et en
absence de nickel.

@ciad
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4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'adaptation chez Pisolithus albus

Résultats majeurs :

- Des genes sont specifiguement et exclusivement
iInduits chez les isolats de P. albus Ni-tolérant.

- Ces genes sont impligués dans la synthese de la
paroi (chitine) ou le métabolisme régulant le flux
du métal (permeéase / transférase)

Vérification de cette spécificité d’expression de ces
genes chez d’autres isolats de P. albus

ECH
POUR LE DEVEL OPPEMENT
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4-1 : Identification de déterminants génétiques de I'adaptation chez Pisolithus albus

Conclusions majeures :

- Des genes sont specifiguement et exclusivement
iInduits chez les isolats de P. albus Ni-tolérant.

- Ces genes sont potentiellement des marqueurs de
I'adaptation du champignon ECM a la contrainte
édaphique ultramafique

Ensemble de résultats publiés dans l'article
Majorel et al., 2012, revue Molecular Ecology
(vol 21, pp 2208-2223)

@ciad

Les ressources microbiennes des sols : des outils biologiques pour atteindre les Objectifs de Développement Durable



Conclusion de ces

travaux

e Des écosystemes hyper diversifiés et originaux (plantes, animaux,

champignons et bactéries)
—> Connaissance de la diversité et de I'organisation des groupes fonctionnels

e La contrainte ultrabasique reste complexe méme si le fer est un élément
central : difficulté a mobiliser le phosphore. Importance du magnésium et des
métaux lourds, notamment le nickel.

= Connaissance du sol et de ses contraintes

e Les champignons mycorhiziens et les microorganismes en général
contribuent a l'adaptation de leurs plantes hotes a leurs environnements,
notamment en réduisant le transfert de métaux vers les parties aériennes et en
améliorant la croissance des plantes hotes.

= Nécessité de maitriser de la composante microbienne de ces sols

@cirad
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=> Propositions d'itineraires techniques de réhabilitation

La symbiose mycorhizienne, un partenaire clé
du processus de facilitation entre plantes

Competition m ‘* &

Facilitation ﬁ n r?se -
a \

JUESSaJlS JuaWaUuUOJIAUTG
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Principe du systeme Plante nurse — Plante cible
(Padilla et Pugnaire, 2006)

Plante nurse Facilitation

Plante isolée

/

‘mf5‘¥\ \\:)'
G" \-)" t’Compétition
=

Echanges

Pression pour la consommation des nutriments

Distance plante nurse-plante cible

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww
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Plante
nurse

Plant cible
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Especes ectomycorhiziennes localement dominantes des maquis de Nouvelle-Calédonie

irad
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Especes ectomycorhiziennes localement dominantes des foréts naturelles malgaches

Leptolaena sp. @ Sarcolaena sp. Asteropeia
mcphersonii
Famille Sarcolanaceae @ Sarcolanaceae @ Asteropeiaceae
Semis en forét .
Faible Non Abondant
Semis sur sol nu
Non Non Abondant

@ciad

Uapaca
densifolia

Phyllanthaceae

Oui

Non
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Caractérisation des ectomycorhizes d’un site minier a Madagascar

: partage des corteges

Les arbres adultes et les semis partagent majoritairement les mémes partenaires

seedlings adults
e 0.2 NS 0.2
w ® N o1 *
< o01s = : . © @ @9
g @ ® — o @ +° @ @@¢
o O = i
@ 0.1 O Q O
c O é? £ 01 -
© @ ©
- 0.05 o |
x Cb@ © S5 02
<
S o] o e § o3
= . % ° % g L.
= 005 | s ]
S . S
4= = -0.5
S 01 - L4 T
= O £ 06 -
O [ ] QL
o .01s o +
T Q@ & 07
o
@) ()
a 02 : : : : : : 8- os : : : : : : : ‘
-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 o] 0.1 0.2 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3
PC1: Percent variation explained 39.67 % PC1: Percent variation explained 35.91 %

@ Asteropeia mcphersonii Uapaca densifolia
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Controle de la mycorhization dans le cadre d’un itinéraire de

réhabilitation d’un site minier a Madagascar

Environement
naturel a t0

Pépiniere a tl

Environement
naturel a t1

H Amanitaceae

H Boletales

E Cantharellales

M Cortinariaceae

H Hymenochaetales
M Russulaceae

M 5clerodermataceae
M Sebacinales

W Thelephoraceae

H Tricholomataceae
H Agaricales

M Sordariomycetes OTU_1
U Leotiomycetes

i unknown 2

W Trechisporales

M unknown_1

i other unknown

50



Controle de la mycorhization dans le cadre d’un itinéraire de

réhabilitation d’un site minier en Nouvelle-Calédonie

Analyse de la diversité ectomycorhizienne en pépiniéere en fonction du type de sol
Sur les sols SAS (sols sous A. spirorbis : AS1, AS2 et AS3)

TO en mine

T13 mois en pépiniére

100%
10/12 lineages présents sur les arbres
90% ’ ’ . . . 7
des sols prélevés sont identifiés sur les
80% plants semés sur ces mémes sols

70%

60% * Thelephoraceae stables

50% » +Sordariales et Sebacinales
40%
30% _- * -de S.clerodermataceae, Helotiales,
- — Eurotiales
20% I — —_—
10% ) ’ isi 3 )
6 - - - e 25-30 % - d’OTUs mais jusqu’a 100 % +
0% I de séquences (E. tereticornis)
A. spirorbis w A. spirorbis E. tereticornis
100 OTUs 72 OTUs 70 OTUs
n =30120 n = 25074 n = 63960
M Agaricales B Atheliales M Boletales B Cantharellales
Hm Dothideomycetes incertae sedis ™ Eurotiales B Glomerales B Gomphales
M Helotiales B Hymenochaetales Pezizales M Russulaceae

Sclerodermataceae Sebacinales Sordariales B Thelephoraceae



Controle de la mycorhization dans le cadre d’un itinéraire de

réhabilitation d’un site minier en Nouvelle-Calédonie

Analyse de la diversité ectomycorhizienne en pépiniére en fonction du type de sol
Sur les sols STG (sols sous T. guillainii : TG1, TG2 et TG3)

TO en mine

T13 mois en pépiniére
- 8/16 lineages présents sur les
arbres des sols prélevés sont
absents sur les plants semés sur ces
mémes sols.

100%

90%
80%
70%

60% * Thelephoracea stables

50%

40% * + Sordariales et Sebacinales

30%
* Les autres lineages sont absents ou

0, . ’
20% beaucoup moins présents

10%

. S . « 300-400 % - d’OTUs mais 75-100 % +

A. spirorbis w A. spirorbis E. tereticornis de sé . .
e sequences (E. tereticornis
184 OTUs 66 OTUs 40 OTUs q ( )
n=17415 n =26066 n = 38471
M Agaricales B Atheliales M Boletales B Cantharellales
B Dothideomycetes incertae sedis ™ Eurotiales B Glomerales B Gomphales
M Helotiales B Hymenochaetales Pezizales B Russulaceae

Sclerodermataceae Sebacinales Sordariales B Thelephoraceae



Controle de la mycorhization dans le cadre d’un itinéraire de

réhabilitation d’un site minier en Nouvelle-Calédonie

RNCFY O
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Diversité fongique ECM : Partage des taxons ECM

A. spirorbis TS A. spirorbis SM T guillainii TS T. guillainii SM

A. spirorbis pépiniére T. guillainii pépiniére

* Des partages des taxons en proportions similaires entre T. guillainii et A. spirorbis plantés

* Ladiversité taxonomique est plus importante sur les sols SM

‘ LA RECHERCHE AGRONOMIQUE
POURLE DEVEL
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Controle de la mycorhization dans le cadre d’un itinéraire de

réhabilitation d’un site minier en Nouvelle-Calédonie

Imétres
étre

Estimation de la diversité
des champignons
ectomycorhiziens avec des
outils moléculaires(NGS)

LA RECHERCHE AGRONOMIQUE

R
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Diversité des champignons ECM associées aux plantes ECM

T. guillainii maquis T. guillainii maquis
A. spirorbis adjacent A. spirorbis adjacent

T. callobuxus T. callobuxus
L{0) T 13mois

Enrichissement de la diversité de T. callobuxus et des taxons ECMs
partagés avec I'espéece nurse A. spirorbis
@ciad
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Merci de votre attention
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Trois définitions de base de la restauration

écologique des sites dégradeés

Restauration écologique

Processus qui assistent l'autoréparation d’un écosysteme qui a été endommagé, dégradé ou détruit.
L'objectif étant de stopper le processus de dégradation et tenter de rétablir les fonctions
essentielles et la structure générale (I'intégrité biotique préexistante au niveau de composition

spécifique et de structure des communautés).

Réhabilitation

Notion de réparation des processus, de la productivité et des services de I’écosysteme.

Réaffectation ou Remise en I'état

Mise en place d’un couvert végétal sans tenir compte de I'écosysteme d’origine



Fonction

ecosystemique : .
y q Ecosysteme

initial

Remise en état
Biomasse
et contenu
nutritif

Restauration

....................... Développement
»normal de
t......................g ’ I'écosystém
degrade
Autoreégeneration T

de I'écosysteme
Espéceet complexité

Différentes approches de la mise en place d’une végétation sur terrain dégradé

(Bradshaw, 1997)




INTRODUCTION : La restauration écologique des sites dégradés

* Hydroseeding avec des graminées sur les
talus des pistes de mines

- Réaffectation

* Plantation de graines/semis d’'une centaine
d’espéces — Rehabilitation

* Apport de terre végétale « topsoil » depuis les
années 2000




