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Avant-propos

Cette theése de doctorat est le fruit de trois années de travail commencées aux
Laboratoire Insulaire du Vivant et de I’Environnement devenu Institut des Sciences Exactes et
Appliquées (ISEA) au sein de 1’Université de la Nouvelle-Calédonie.

Cette thése a été financée par le prix d’encouragement de la recherche de la Province Sud.

Le contenu de cette thése est bilingue. L’introduction, la synthése bibliographique, les
introductions aux chapitres et la conclusion sont rédigées en francais. Les chapitres présentés
sous forme d’articles scientifiques soumis a des revues internationales sont rédigés en anglais.

Les références bibliographiques sont présentées pour chaque article. La mise en page
ainsi que la mise en forme des références bibliographiques peuvent différer selon le journal
dans lequel le travail a été soumis. Les références présentées a la fin du manuscrit regroupent,
la bibliographie utilisée dans I’introduction générale, le chapitre 1, les introductions aux articles
et la conclusion générale.
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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale
Selon un rapport établi par le Programme des Nations-Unies pour I'environnement

(PNUE, https://www.unenvironment.org/fr, consulté en Février 2018) sur la dégradation des

sols dans le monde, il est estimé que 25% des terres utilisables sur le globe sont dégradées avec
pour principales causes dans I’ordre le surpaturage, la déforestation, la mauvaise gestion des
terres agricoles, la consommation de bois de feu, I’industrie et 1’urbanisation (construction de
route et exploitation miniere). Parmi ces sols dégradeés, les sols miniers sont particulierement
touchés car la demande de matiére premiére ne cesse d’augmenter au fil des années avec des
méthodes d’exploitation particuliérement destructives (e.g. mines a ciel ouvert). De plus, ces
sols riches en métaux abritent généralement une biodiversité végétale unique, adaptée a cette
contrainte métallique (Isnard et al., 2016 ; Reeves et al., 1996) et des enjeux de conservation et
de restauration sont également a considérer (L’Huillier et al., 2010). C’est le cas des sols
ultramafiques exploités pour leur teneur élevée en métaux tel que le nickel (Ni), le cobalt (Co)
et le chrome (Cr) (Woodell, 1988).

Les sols ultramafiques

Les sols ultramafiques se caractérisent par de faibles concentrations disponibles de
macronutriments indispensables pour les plantes (N, P, K), un rapport Ca/Mg déséquilibré
(généralement, 1/20) et la présence d'oxydes de fer avec des concentrations élevées en métaux
tels que le nickel, le chrome, le manganese (Mn) et le cobalt (Woodell, 1988). Ces sols
contiennent peu de matiere organique, une capacit¢ d’échange cationique et de rétention de
I’eau faible (Kazakou et al., 2008). Ces conditions édaphiques extrémes font que de tres forts
taux d’endémisme sont retrouvés sur ces sols (Isnard et al., 2016). Ces caractéristiques
particuliéres associées a la distribution sous forme de patch isolés sont principalement
responsables de I’importante diversité des organismes présents sur ces sols (Chiarucci et Baker,
2007 ; Kazakou et al., 2008. De plus, bien que ces sols soient répartis dans le monde entier, ils
ne couvrent que 1% de la surface terrestre (Kazakou et al., 2008). Leur exploitation par
I’industrie miniére, notamment pour le minerai de nickel, constitue donc une réelle menace
pour ces écosystemes et la biodiversité qu’ils abritent. En effet, le décapage des premiers
horizons (a faible teneur en métaux) entraine une perte de la végeétation, mais également une
perte (i) des capacités du sol (rétention en eau, CEC, matiere organique), (ii) des nutriments,
(iii) de la banque de graines, ainsi que la disparition des communautés microbiennes (O’Dell
et Claassen, 2009).
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La restauration écologique
La réhabilitation de ces écosystéemes dégradés est donc un impératif afin de conserver
la biodiversité et limiter notamment 1’érosion. L’application des principes de la restauration

écologique des sites dégradés est largement pronée par les grandes sociétés miniéres. Elles se

sont ainsi regroupeées en International Council on Mining & Metals (https://www.icmm.com/,
consulté en Février 2018) qui a édité un fascicule intitulé « Good Practice Guidance for Mining
et Biodiversity » en 2003. Cet ouvrage a pour objectif d’accompagner les entreprises miniéres
pour améliorer la gestion de la biodiversité. Il est a ce jour clairement reconnu que les
opérations de revégétalisation des zones impactées doivent avoir pour objectif 1’installation a
terme d’une couverture végétale qui permet de (i) protéger de 1’érosion, (ii) réguler les débits
hydriques, et (iii) assurer la reconstitution et la protection de la diversité biologique ainsi que
la réintégration des sites impactés dans le paysage. En effet, les activités miniéres entrainent
une incapacité d’installation et de développement d’une couverture végétale pérenne et donc
une perte de la résilience des écosystemes. De plus, sur ces sites, les temps de recolonisation
et de développement des especes d’origine sont trés lents ce qui favorise 1’installation d’espéces
« indésirables » (Bradshaw, 1997). L’intervention de I’Homme pour relancer la résilience est
primordiale et nécessaire sur ces zones impactées de maniére importante. Dans le contexte des
sols ultramafiques, ’apport d’engrais chimiques azotés et phosphorés nécessaires a
I’installation d’une couverture végétale peut s’avérer inenvisageable (L huillier et al., 2010).
En effet, ce genre d’amendement chimique est coiteux. De plus, I’apport doit étre renouvelé
car ’azote assimilable, apporté sous forme de nitrates peut étre lessivé ou dénitrifié et le
phosphore, trés fortement retenu par les oxydes de fer et de chrome des sols ultramafiques,
devient indisponible pour la plante. Une alternative est 1’utilisation de microorganismes natifs
de ces sols présentant des effets bénéfiques vis-a-vis des plantes (Emam, 2016 ; O’Dell et
Claassen, 2009 ; Perkins et Hatfield, 2016 ; Wang, 2017 ; Whiting et al., 2004). Ces
microorganismes peuvent apporter une aide substantielle a I’implantation et a la survie des

plantes en milieux pauvres ou hostiles (Perkins et Hatfield, 2016).

Les rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

La microflore du sol regroupe majoritairement des champignons, des archées et des
bactéries (Alexander, 1991 in Glick, 2014). Cette microflore est capable de dégrader la matiere
organique, recycler le carbone, I’azote, le phosphore ou le potassium ou encore de rendre
indisponible certains contaminants (Revillini et al., 2016). lls assurent un réle essentiel dans la

formation des sols et leur évolution et constituent donc une composante indispensable au bon
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fonctionnement de I’écosystéme. Parmi ces microorganismes, des bactéries qualifiées de
rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (PGPR pour « Plant Growth Promoting
Rhizobacteria ») en 1978 par Kloepper et Schroth, vivent au voisinage des racines, utilisent les
exsudats racinaires comme éléments nutritifs et exercent en retour des effets bénéfiques sur la
plante via divers mécanismes. Ces rhizobactéries peuvent agir sur l'architecture du systeme
racinaire principalement en influencant la balance hormonale de la plante (\Vacheron et al.,
2013). Certains de ces mécanismes reposent sur la production de molécules telles que des
enzymes (ACC-déaminase), des phytohormones (acide indole acétique, acide abscissique,
gibbérellines et cytokinines), des sidérophores, des vitamines, mais également via des
mécanismes chimiques (solubilisation des minéraux et minéralisation des composés
organiques) et physiques permettant une tolérance a certains stress abiotiques, tels que la
sécheresse ou la présence de métaux (Vacheron et al., 2013). D’autres mécanismes tels que la
formation de biofilm et la production d’exopolysaccharides (EPS) jouent également un role
dans I’interaction des rhizobactéries avec la plante (Allison, 2003 ; Ferreira, 2011). Ces
mécanismes seront abordés dans la synthése bibliographique. De plus les bactéries sont
capables d’interagir avec les champignons mycorhiziens (Fig.1) et notamment les
champignons mycorhiziens a arbuscules (AMF, pour « Arbuscular Mycorrhizal Fungi)
(Bonfante et Anca, 2009 ; Miransari, 2011). Les échanges entre les microorganismes et la
plante sont d’ailleurs décrits par certains auteurs comme une boucle de rétroaction qui
maintiendrait la rhizosphére dans un équilibre dynamique (Dessaux et al., 2016). La figure 1
extraite de la revue publiée par Revillini et al. (2016) illustre les interactions tripartites
(auxquelles s’intéressent ce travail de thése) qui peuvent exister entre la plante, les bactéries et
les champignons mycorhiziens. Bianciotto et Bonfante (2002) qualifient d’ailleurs les
champignons mycorhiziens a arbuscules comme des niches spécialisées pour les bactéries
rhizosphériques et endophytes. Certaines de ces bactéries exercent des effets bénéfiques sur les
mycorhizes (Fig.1.1), elles sont qualifiées par Garbaye (1994a) de bactéries auxiliaires de la
mycorhization (MHB pour « Mycorhiza Helper Bacteria »). Il s’agit de bactéries associées
avec les champignons mycorhiziens qui améliorent 1’établissement de la symbiose
mycorhizienne (Duponnois et Garbaye, 1991 ; Garbaye, 1994b). Les interactions entre ces
différents organismes sont peu étudiées en Nouvelle-Calédonie alors qu’elles représentent des
applications intéressantes pour la restauration des sites miniers dégradés (Amir et Ducousso,
2010).
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==1

—)
= Plante
- = Champignon
[ = Bactérie
-— Positif

Fig. 1 Illustration de I’interaction tripartite (Bactérie/Plante/Mycorhize). Ce schéma a été
repris, traduit et complété a partir de la revue de Revilenni et al. (2016). (a) action de la plante
pour la mycorhize, (b) action de la plante pour la bactérie ; (c) action de la mycorhize pour la
plante, (d) action de la mycorhize pour la bactérie, () action de la bactérie pour la plante et (f)
action de la bactérie pour la mycorhize.

Contexte néo-calédonien

L’archipel néo-calédonien est situé dans le sud-ouest de 1’océan Pacifique entre le 18°
et le 23° degré de latitude Sud et entre le 163° et le 168° degreé de longitude Est. Cet archipel est
constitué d’une ile principale (la Grande Terre), encadrée par les iles Bélep au Nord, 1’ile des
Pins au Sud et les iles Loyautés a I’Est. Les terres émergées représentent une superficie de 19
100 km? et un tiers de la surface de I’archipel est recouvert par des substrats ultramafiques. Ces
roches proviennent d’un feuillet du manteau terrestre qui a recouvert la Grande Terre, il y a 37
millions d’années suite a une phase de submersion (Pelletier, 2006). Ces massifs présentent des
conditions édaphiques extrémes, caractérisées par (i) une faible teneur en éléments nutritifs
majeurs pour les plantes, (ii) un fort déséquilibre du ratio calcium/magnésium et (iii) une forte
concentration en métaux tels que Fe, No, Co, Cr et Mn (L’Huillier et Jaffré, 2010). Ces
contraintes font que les écosystemes qui se développent sur ces sols montrent une biodiversité
végeétale unique avec un taux d’endémisme aux alentours de 85% contribuant ainsi de maniére

importante au taux d’endémisme total de 1’ile (75%) (Isnard et al., 2016). Associée a cette
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grande diversité floristique, une importante communauté fongique et microbienne a été mise
en évidence (Bordez et al., 2016). L’étude de ces microorganismes a montré une grande
diversité et une faculté d’adaptation aux contraintes édaphiques (Amir et Ducousso, 2010 ;
Chaintreuil et al., 2007 ; Crossay et al., 2018 ; Guentas et al., 2016 ; Hery et al., 2003 ; Jourand
etal., 2010 ; Mercky, 1998 ; Perrier et al., 2006).

En Nouvelle-Calédonie, 1’exploitation par excavation des massifs ultramafiques
comme source de minerai de nickel impacte fortement les écosystémes terrestres et menace
leur équilibre biologique (L Huillier et Jaffré, 2010). L’impact de ces activités s’exprime par
des zones dénudées avec des marques d’érosion importantes. Cette exploitation associée aux
forts taux d’endémisme retrouvés sur cette ile classe la Nouvelle-Calédonie parmi les hotspots
de Biodiversité (Myers et al., 2003 ; 2001). La restauration écologique réalisée en Nouvelle-
Calédonie se traduit par la mise en place d’un couvert végétal qui va permettre d’une part de
réguler les débits hydriques et diminuer ainsi 1’érosion et d’autre part de limiter les impacts
paysagers dus a I’exploitation miniere. Le principe préconisé consiste a amorcer le processus
de succession primaire ou a accélérer le processus de succession écologique secondaire
(L’huillier et al., 2010). Depuis les années 70, des travaux concernant la revégétalisation des
sites miniers de Nouvelle-Calédonie (Jaffré et Pelletier, 1992 ; Jaffré et Veillon, 1994 ;
L’huillier et al., 2010 ; Lucon et al., 1994 ; Sarrailh et Ayrault, 2000) ont peu a peu mis en
évidence la nécessité d’une meilleure connaissance (i) des communautés des espeéces
microbiennes du sol (ii) des mécanismes d’adaptation de ces microorganismes face a la
contrainte édaphique, (iii) du mode de fonctionnement de I’interface sol/plante lors de la
contrainte édaphique ainsi que (iv) de I’utilisation des plantes endémiques dans les programmes

de revégétalisation.

Problématique de la thése
La prise en compte des interactions plantes-microorganismes pour la restauration des
sites miniers dégradés en Nouvelle-Calédonie apparait comme primordiale (Amir et Ducousso,
2010). En Nouvelle-Calédonie, la grande majorité des études sur ces interactions s’est portee
sur ’utilisation des champignons mycorhiziens et peu de travaux se sont intéressés aux
rhizobactéries (Amir et Ducousso, 2010). Ce travail de thése s’attache particuliérement aux
rhizobactéries isolées de sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie et a leur réle dans
I’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. 1l fait suite aux travaux de Lagrange (2009)
qui a isolé des bactéries cultivables de la rhizosphére de trois espéces végétales (Tetraria
arundinaceae, Chamaedendron nervosa, Tetraria raynaliana). Ces trois espéces appartenaient
5
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au genre Costularia (Cyperaceae), genre particulierement étudié et utilise en restauration
écologique (Wulff et al., 2010). Ces especes ont été récemment reclassées dans les genres
Tetraria et Chamaedendron (Larridon et al., 2018a, b). L’identification jusqu’au niveau du
genre des bactéries (Gonin et al., 2013) a permis de montrer que la rhizosphére de ces plantes
était dominée par des Protéobactéries (69%), dont les genres majoritaires sont : Burkholderia
(28%), Curtobacterium (15%), Bradyrhizobium (9%), Sphingomonas (8%). Gonin et al. (2013)
ont montré que ces rhizobactéries étaient adaptées aux conditions édaphiques des sols
ultramafiques et présentaient de multiples propriétés promotrices de la croissance des plantes.

C’est dans ce contexte que s’insére ces travaux de thése dont 1’objectif est de mieux
appréhender le role de ces rhizobacteéries isolées des sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie
dans I’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. L’étude, focalisée sur les rhizobactéries
appartenant au genre Burkholderia et Curtobacterium est articulé autour de I’interrogation
centrale suivante : « Quels sont les réles de ces rhizobactéries dans I’adaptation des plantes
a la contrainte édaphique ? ». Pour répondre a cette problématique le travail a été subdivisé
en différents objectifs :

1. — Identifier et caractériser les souches appartenant au genre Burkholderia
et Curtobacterium

Le travail de caractérisation des souches bactériennes constitue un prérequis a leur
utilisation comme inoculum dans le cadre d’un programme de restauration par revégétalisation
des sites ultramafiques post-miniers (O’Dell et Claassen, 2009). La caractérisation des souches
appartenant au genre Burkholderia par Guentas et al. (2016) a permis d’identifier deux
nouvelles espéces bactériennes : Burkholderia novacaledonica STM10272T7 et Burkholderia
ultramafica STM10279". La taxonomie au sein du genre Burkholderia étant en constante
évolution (Estrada-de los Santos et al., 2018), une partie du travail s’est attachée a réévaluer la
position taxonomique de ces deux espéces. Concernant le genre Curtobacterium, Gonin et al.
(2013) avaient mis en évidence par comparaison des séquences ADNr 16S que les souches
présentaient une forte homologie avec Curtobacterium citreum. Une analyse plus approfondie

via une étude polyphasique a été réalisée pour caractériser ces souches.

2. Evaluer la réponse adaptative des rhizobactéries a la contrainte edaphique

Au fil des ans, l'intérét pour la communauté bactérienne vivant dans les sols
ultramafiques a augmenté de maniére importante, en particulier pour I'étude de leur tolérance
aux métaux (Mengoni et al., 2010). La compréhension des mécanismes de résistance aux

métaux est primordiale, car ils peuvent étre responsables de 1’évolution des concentrations de
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ces éléments toxiques dans les plantes (Etesami, 2018 ; Koechler et al., 2015). Différents
mécanismes de résistance aux métaux (bioaccumulation, biosorption, production de biofilm et

d’exopolysaccharides) ont donc été investigués dans cette these.

3. Evaluer I’action promotrice de la croissance des plantes des rhizobactéries

et de leur association avec les champignons mycorhiziens a arbuscules.

L’étude part de I’hypothése que ces bacteéries, de par leur occurrence, leur abondance
et leurs traits particuliers (tolérance aux fortes concentrations aux métaux et propriétés
promotrices de la croissance des plantes), pourraient jouer un role dans 1’adaptation des plantes
a la contrainte édaphique. Ces rdles potentiels ont été mis en évidence par la réalisation
d’expérimentation en serre. De plus, des co-inoculations avec des champignons mycorhiziens
a arbuscules ont été testées afin d’évaluer la possible complémentarité des effets de ces
microorganismes. Trois plantes ont été utilisées dans cet objectif : le sorgho, choisi comme
plante modéle pour sa croissance relativement rapide et sa capacité a croitre sur sol
ultramafique amendé, Tetraria comosa ex Costularia comosa (Larridon et al., 2018b) et
Metrosideros laurifolia ex Carpolepis laurifolia (Pillon et al., 2015). T. comosa et M. laurifolia
sont endemiques de la Nouvelle-Calédonie et inféodées aux milieux ultramafiques. Elles
appartiennent respectivement aux familles majoritaires de la strate herbacée (Cyperaceae) et
arbustive (Myrtaceae) sur milieu ultramafique et sont fréquemment utilisées dans les
programmes de restauration écologique pour leur caractére pionnier (premiére espéce végétale
a coloniser le milieu) (Wulff et al., 2010).

Présentation du manuscrit

Ce manuscrit a été subdivisé en quatre parties. Le premier chapitre est une synthese
bibliographique qui s’efforcera de faire un état des lieux des éléments abordés durant ce travail.
Les résultats sont présentés sous forme d’articles scientifiques (soumis) au nombre de trois. Le
1% article présente les résultats obtenus pour Burkholderia ultramafica STM10279" et B.
novacaledonica STM102727. Le second article porte sur la caractérisation des isolats
appartenant au genre Curtobacterium. Le troisi¢me article présente I’effet de la co-inoculation
de la souche de Curtobacterium citreum BE et de champignons mycorhiziens a arbuscules sur
la croissance des plantes. Pour chaque article, une breve introduction rappelant le contexte au
sein du travail de these est preésentée. Enfin une conclusion générale reprenant 1’ensemble des
résultats du travail et des perspectives pour la restauration écologique des sites miniers de

Nouvelle-Calédonie vient clore ce manuscrit.
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1.1. Les sols ultramafiques

Dans ce manuscrit le terme «sol ultramafique » est utilisé comme définissant
I’ensemble des sols dérivés des roches ultramafiques. Ces roches, aussi appelées roches
ultrabasiques, sont tres pauvres en silice (moins de 45% de la masse totale) et contiennent des
concentrations trés élevées en fer et en magnésium. Il s’agit de péridotites ou de roches issues
de I’altération de la péridotite comme la serpentine. Ces sols se caractérisent par des conditions
édaphiques particuliérement inhospitalieres pour la majorité des plantes et qui sont le résultat
de trois contraintes majeures (Woodell, 1988). La premiere contrainte concerne le rapport
calcium/magnésium qui est tres faible (<1), et qui s’explique par les teneurs élevées en
magnésium héritées du matériel géologique. La deuxiéme contrainte est la faible concentration
disponible de macronutriments (N, P, K) et la troisieme est la présence d'oxydes de fer et de
métaux (Ni, Cr, Mn et Co) en concentrations particulierement élevées (Woodell, 1988). Une
étude menée sur des sols ultramafiques au Sri Lanka a montré que le Ni était beaucoup plus
labile que le Cr et le Mn et qu’il constituait donc le métal le plus disponible pour les organismes
(Vithanage et al., 2014). Concernant le nickel, dans certains sols ultramafiques, des
concentrations jusqu’a 10 000 mg kg™ de sol sont retrouvées (Echevarria et al., 2006).
Cependant, la quantité de métaux totaux mesurée dans les sols ne représente pas la quantité
disponible réelle pour les organismes. En effet, le risque éco-toxicologique des métaux pour
les organismes dans les sols est controlé par leur disponibilité. Echevarria et al. (2006) ont
démontré que le Ni extrait via D’acide diéthylénetriamine pentacétique (DTPA pour
« diethylenetriaminepentaacetic acid ») est corrélé avec la fraction de nickel biodisponible pour
les plantes (Echevarria et al., 2006). Récemment, Pasquet et al. (2018) ont mis en évidence, les
quantités maximales de métaux extractibles (via une extraction a I’EDTA:
« ethylenetriaminepentaacetic acid ») sur des sols ultramafiques de Nouvelle Calédonie. Bien
que moins de 5% du nickel total et entre 5 et 35% du Co et du Mn ont été extraits, cela
représente des concentrations particulierement élevées et toxiques pour les organismes
(Pasquet et al., 2018). Cette disponibilit¢ du nickel dans les sols depend de l'origine
géochimique du métal et des caractéristiques du sol telles que le pH, le potentiel redox, la
matiére organique et la teneur en argile (Echevarria et al., 1998). Les sols ultramafiques
contiennent en plus peu de matiére organique, de faibles capacités d’échange cationique et de
rétention de I’eau (Kazakou et al., 2008). Comme dans la majorité des sols, le pH est une

constante importante a considérer, il peut varier entre 6 et 8 sous climats méditerranéens et
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dans les sols jeunes (Nkrumah et al., 2016). Cependant dans les régions tropicales, le pH peut
étre acide : 5,5 (Van der Ent et al., 2013a) et atteindre jusqu’a 4,4 (Amir et Pineau, 2003).

Bien que ces sols soient inhospitaliers pour la majorité des plantes, les contraintes
¢daphiques ont aussi favorisé le développement d’organismes adaptés (Kazakou et al., 2008)
créant ainsi de forts taux d’endémisme au niveau des végetaux (Isnard et al., 2016). La
distribution sous forme de patchs isolés contribue a I’importante diversité des plantes présentes
sur ces sols (Chiarucci et Baker, 2007 ; Kazakou et al., 2008). De plus, ces sols constituent un
véritable modéle d’étude dans les domaines de I’évolution. En effet, 1’étude de ces sols et des
organismes qui s’y développent a apporté et continue d’apporter des connaissances dans la
compréhension des mecanismes d’adaptation, de différenciation écotypique, de sélection
naturelle et de spéciation (Brady et al., 2005). Cependant le principal intérét porté a ces
écosystemes est économique, en effet ces sols représentent des gites métalliferes reconnus
mondialement. Ces substrats sont sources de minerais métalliques a fortes valeurs ajoutées (Ni,
Fe, Cr, Co, Mn). L’exploitation des sols ultramafiques par 1’industrie miniére constitue une
réelle menace pour ces écosystemes et la restauration de ces écosystémes est apparue comme

étant nécessaire et primordiale (Losfeld et al., 2015a ; O’Dell et Claassen, 2009).

1.2. Bactéries et sols ultramafiques

1.2.1. Toxicité des métaux pour les bactéries

La diversité microbienne retrouvée dans un sol est dépendante de la température, de
I’humidité, du pH ou encore de la composition en éléments du sol. Sur sol ultramafique,
Mengoni et al. (2010) ont montré que comme pour les pour les plantes (Kazakou et al., 2008)
la concentration en métaux est un facteur de sélection pour les microorganismes du sol et
notamment les bactéries. Ces métaux sont essentiels pour différents processus chez les
bactéries (de I’ordre du nanomolaire) avec une implication (i) comme catalyseurs dans les
réactions biochimiques, (ii) comme composants des protéines et de la paroi bactérienne et (iii)
dans le maintien de la balance osmotique (Bruins et al., 2000). Cependant a des concentrations
de I’ordre du millimolaire, ces métaux sont toxiques pour la majorité des bactéries ce qui se
traduit par une altération de la structure des acides nucléiques ainsi que des protéines et une
interférence avec la balance osmotique (Bruins et al., 2000). Sur sol ultramafique, le nickel
apparait comme étant 1’'un des metaux les plus toxiques pour les microorganismes. Aux
quantités de 1’ordre du nanomolaire, le nickel joue le r6le de cofacteur pour les enzymes telles

que les hydrogénases, la superoxyde dismutase ou encore l'uréase (Ragsdale, 1998). Au-dela
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du millimolaire il devient toxique pour les processus cellulaires (Nies, 1999, 1992). Au-dela
des processus cellulaires, les fortes concentrations en métaux affectent ainsi les communautés
bactériennes en réduisant la biomasse totale, leur activité et la composition (Tak et al., 2013).
Cependant certaines bactéries natives des sols riches en métaux ont développé des adaptations

vis-a-vis de cette contrainte métallique.

1.2.2. Diversité des bactéries sur sols ultramafiques

En se basant sur les travaux publiés jusqu’a la finalisation de ce manuscrit, un
récapitulatif des différents phylums bactériens retrouves sur les sols ultramafiques a été réalisé
(Table 1.1). Ce tableau regroupe les différents genres bactériens qui ont pu étre isolés des sols
ultramafiques naturels (non exploités). Les bactéries majoritairement retrouvées sont des
Proteobacteria. Au sein des Proteobacteria, on retrouve dans I’ordre, les alphaproteobacteria,
les betaproteobacteria et les gammaproteobacteria. Aprés les Proteobacteria, les

Actinobacteria sont majoritaires. .
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Table 1.1 Phylums auxquels appartiennent les bactéries majoritairement retrouvees sur sols ultramafiques.

Phylums Classe

Genre

Référence

Firmicutes Bacilli

Alphaproteobacteria

Proteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Actinobacteria Actinobacteria

Bacteriodetes Flavobacteria

Bacillus, Paenibacillus, Staphylicoccus

Aurantimonas, Bradyrhizobium, Caulobacter,Devosia,
Inquilinus,Mesorhizobium, Methylobacterium, Methylosinus,
Phyllobacterium, Rhizobium, Roseomonas, Sinorhizobium,

Sphingomonas

Acidovorax, Alcalagines, Burkholderia ; Cupriavidus,

Massilia, Variovorax

Acinetobacter, Pseudomonas, Psychrobacter, Pantoea,

Serratia, Stenotrophomonas

Actinobacteria, Amycolatopsis, Arthrobacter, Clavibacter,
Curtobacterium, Frankia, Janibacter, Leifsonia,
Microbacterium, Nocardioides, Okibacterium,Rhodococcus,

Streptomyces, Streptosporangium, Williamsia

Chryseobacterium

(Abou-Shanab et al., 2007a,b, 2003 ; Barzanti et al., 2007 ;
Becerra-Castro et al., 2011a,b ; Gonin et al., 2013 ; Héry et

al., 2003 ; Idris et al., 2004 ; Ma et al., 2009 ; Mengoni et al.,

2004, 2001 ; Navarro et al., 1999 ; Pal et al., 2007, 2004 ;
Rajkumar et al., 2009a ; Rajkumar et Freitas, 2008a)
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1.2.3. Importance de la couverture végétale

Parmi les facteurs qui peuvent influencées la composition de la microflore du sol, on
retrouve la couverture végétale (Bordez et al., 2016 ; Gourmelon et al., 2016 ; Herrera et al.,
2007). Bordez et al. (2016) ont mis en évidence que la couverture végétale était la principale
responsable (43%) de la distribution des microorganismes (bactéries et champignons) sur sols
ultramafiques. Les parameétres eédaphiques n’expliquant que 31-32% de la variation. Les auteurs
vont jusqu’a dire que la richesse, la composition et 'abondance des microorganismes sont liées
au type de couverture végétale et a I'espéce végétale dominante. Dans ce sens, Gourmelon et al.
(2016) ont montré que «chaque formation végétale échantionnée posséde sa propre
communauté bactérienne résultant d'interactions multiples entre les facteurs abiotiques et
biotiques ». La comparaison, menée par Herrera et al. (2007), des communautés bactériennes
(1) d’un sol ultramafique naturel (non exploité), (ii) d’un sol ultramafique apreés exploitation, et
(iif) de deux sols ultramafiques reveégeétalisés montré des differences en termes de diversité
phylogénétique mais pas en termes d’abondance. Ils ont ainsi mis en évidence une diminution
de la diversité au sein des protéobactéries, suite a 1I’exploitation. De plus, cette étude a souligné
des différences significatives en termes de composition phylogénétique entre tous ces systémes.
Les auteurs ont montré qu’en terme de diversité phylogénétique qu’un sol revégétalisé est une
situation intermeédiaire entre un sol exploité et un sol naturel. Les auteurs ont émis I’hypothése
que I’introduction de plants permettait une augmentation des protéobactéries due aux apports
de carbone et d’azote des plantes ce qui a terme aboutirait a la restauration de la communauté

microbienne retrouvée sur sol naturel.

1.2.4. Adaptation des bactéries aux metaux sur sol ultramafique

Comme pour les plantes qualifiées de métallophytes (Whiting et al., 2004), les bactéries
présentes dans les sols ultramafiques présentent des adaptations particulieres qui leur
permettent de tolérer les concentrations élevées en métaux (Bruins et al., 2000 ; Etesami, 2018
; Mengoni et al., 2010). Il n’existe pas de seuil de concentration claire mis en évidence pour
qualifier une bactérie de tolérante comme cela peut étre le cas pour les especes végétales (Baker
et Brooks, 1989 ; Wenzel et Jockwer, 1999). Cependant, au regard de la toxicité des métaux, il
apparait que des bactéries capables de tolérer des concentrations de I’ordre du millimolaire
peuvent étre qualifiées de tolérante au métal considéré. Ainsi pour Escherichia coli, les valeurs
de concentrations minimales inhibitrices (plus petite concentration suffisante pour inhiber, au

laboratoire, la croissance d’un organisme) pour les métaux sont les suivantes : Ni et Co : 1mM,
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Cr (Cr®") : 0,2 mM, Mn : 20mM (Mergeay et al., 1985). La table 1.2 reprend les valeurs de
concentration minimale inhibitrice pour le Co, le Cr et le Ni de diverses bactéries retrouvées
dans la littérature. Tres peu de données ont pu étre retrouvées pour le Mn. Cette table indique

des valeurs particulierement importantes en comparaison des valeurs retrouvées pour E. coli.

Table 1.2 Concentrations minimales inhibitrices pour diverses bactéries isolées des sols
ultramafiques.

CMI (mM)
Bactéries —_—

Co Cr Ni

Alcaligenes eutrophus 15 25 10
Acidovorax avenae 5 05 10
Arthrobacter rhombi 5 5 15
Bacillus niacini 25 5 15
Bacillus sp. - - 20
Burkholderia terricola - - 1
Burkholderia sp. - - 20
Burkholderia sp. - - 10
Burkholderia sp. - - 30
Burkholderia cepacia 10 5 15
Caulobacter cescentus 05 01 10
Clavibacter xyli 25 25 15
Curtobacterium sp. - 10 15
Massilia timonae 5 25 15
Mesorhizobium loti 01 01 5
Methylobacterium mesophilicum - - 12
Microbacterium arabinogalactanolyticum 5 5 15
Nocardioides simplex 1 01 5
Okibacterium fritillariae - - 10
Paenibacillus amylolyticus 1 25 25
Phyllobacterium myrsinacearum 1 05 15
Pseudomonas riboflavina 5 05 10
Pseudomonas sp. - - 10
Psychrobacter sp. - - 15
Rhizobium etli 10 5 15

L’ensemble de ces données ont été extraites des articles suivants ;. Abou-Shanab et al., 2007b ;
Giovanellaetal., 2017 ; Idris et al., 2004 ; Ma et al., 2009 ; Rajkumar et Freitas, 2008b ; Stoppel
et Schleggel, 1995

Le niveau de tolérance des rhizobactéries aux métaux dans les sols ultramafiques peut étre
influencé par la couverture végetale. Pour exemple, Schlegel et al. (1991) ont mis en évidence
une corrélation positive entre 1’abondance de rhizobactéries tolérantes a de fortes
concentrations en nickel et la proximité de Pycnandra acuminata, espece reconnue comme
étant la plante accumulant le plus de nickel a travers le monde avec un latex constituait a 25%
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de nickel (Jaffré et al., 1976a). Dans sa rhizosphére, des bactéries capables de tolérer des
concentrations de I’ordre de 30 mM de Ni ont été isolées (Schlegel et al., 1991). Plus
récemment, une revue Mengoni et al. (2010) montre que les plantes hyperaccumulatrices sont

des niches dans lesquelles sont retrouvées des bactéries extrémement tolérantes aux métaux.

1.2.5. Ecotype bactérien relié a la contrainte édaphique

Les sols ultramafiques constituent un véritable modele d’étude dans les domaines de
I’évolution, I’écologie et la conservation (Kazakou et al., 2008 ; Mengoni et al., 2010 ; Whiting
et al., 2004). Comme indiqué dans la Table 1.2, les études sur les communautés microbiennes
des sols ultramafiques conduisent bien souvent a I’isolement de souches tolérantes aux métaux.
Pour plusieurs auteurs, ces sols fournissent un environnement unique pour étudier les
mécanismes favorisant la génération et le maintien des variations intra spécifiques (Kruckeberg,
1986 ; O’Dell et Rajakaruna, 2011). La présence de souches bactériennes tolérantes aux métaux
suggere I'existence d'écotypes bactériens (Cohan, 2006) reliés a la contrainte édaphique comme
cela a été montré chez les plantes (Chiarucci et Baker, 2007 ; O’Dell et Rajakaruna, 2011 ;
Proctor, 2003), les ectomycorhizes (Gongalves et al., 2009 ; Jourand et al., 2010 ; Moser et al.,
2005 ; Panaccione et al., 2001), ou encore les champignons mycorhiziens a arbuscules
(Schechter et Bruns, 2008). Cette différenciation en écotype constitue une étape dans les
processus de spéciation relié a la contrainte édaphique (O’Dell et Rajakaruna, 2011). De plus,
I’existence d’écotype bactérien relié aux propriétés édaphiques a été mise en évidence au sein

du genre Curtobacterium (Chase et al., 2018, 2017).

1.3. Mécanismes de résistance impliqueés dans la tolérance aux méetaux des

bactéries

Les bactéries tolérantes aux fortes concentrations en métaux ont développé différents
mécanismes retrouvés sous le nom de mécanisme de résistance (Bruins et al., 2000) pour tolérer
cette contrainte. Ces mécanismes ne sont pas exclusifs et la tolérance des bactéries peut étre le
résultat de la combinaison de plusieurs de ces processus (Bruins et al., 2000 ; Etesami, 2018).
Ces mécanismes sont aujourd’hui étudiés pour une utilisation des bactéries majoritairement
dans le domaine de la bioremédiation des sites pollués (Ayangbenro et Babalola, 2017 ;
Etesami, 2018 ; Mosa et al., 2016). Parmi ces mécanismes, la bioaccumulation et la biosorption
sont particulierement décrits dans la littérature (Bruins et al., 2000 ; Chojnacka, 2010 ; Ledin,
2000 ; Velasquez et Dussan, 2009) mais d’autres mécanismes sont également impliqués.
L’ensemble de ces mécanismes sont schématisés en figure 1.1.
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Fig 1.1 Principaux mécanismes de résistance impliqués dans la tolérance des bactéries aux
métaux. 1. Bioaccumulation 2. Biosorption par I’intermédiaire de composés de surface 3.
Biosorption par I’intermédiaire d’un biofilm 4. Transport a I’extérieur de la cellule 5
Séquestration extracellulaire par D’intermédiaire d’exopolysaccharides 6. Séquestration
extracellulaire par I’intermédiaire de mélanine.

1.3.1. La bioaccumulation

La bioaccumulation (Fig 1.1) a lieu lorsque la quantité de métaux absorbée par la cellule
est supérieure a celle rejetée, le métal s’accumule donc dans 1’organisme (Chojnacka, 2010). Il
s’agit d’un mécanisme actif qui demande de 1’énergie et qui est partiellement réversible
(Velasquez et Dussan, 2009). Le métal est transporté a I’intérieur de la cellule et y est accumulé
sous forme chélatée par I’intermédiaire de différents composés bactériens tels que les
metallothionéines (Mosa et al., 2016). D’autres mécanismes de séquestration cytosolique sont
impliqués dans la protection de la cellule vis-a-vis des métaux. Ainsi, de nombreuses bactéries
tolérantes accumulent les métaux sous forme de corps d'inclusion internes, par exemple, les
granules de polyphosphate (volutine) qui lient de grandes quantités de cations métalliques
(Gonzalez et Jensen, 1998).

1.3.2. Labiosorption par ’intermédiaire de composés de surface

La biosorption (Fig 1.1) est un processus physico-chimique naturel retrouvé permettant
de chélater et concentrer les métaux en surface de la paroi (Mosa et al., 2016). 11 s’agit d’un
mécanisme passif, réversible et rapide ce qui permet de séquestrer de plus grandes quantités de
métaux en comparaison avec la bioaccumulation (Velasquez et Dussan, 2009). Ce mecanisme

est principalement influencé par les caractéristiques de la biomasse, les propriétés physico-
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chimiques des métaux cibles et le microenvironnement de la solution de contact, y compris le
pH, la température et I'interaction avec d'autres ions (Ledin, 2000). Les métaux sont adsorbés
sur la surface de ce que 1’on appelle le biosorbant. Les bactéries expriment une large gamme de
molécules (protéines ou peptides) sur leur paroi cellulaire, qui conférent une charge nette
anionique a la surface cellulaire pouvant étre a 1’origine de 1’adsorption des métaux (Bruins et
al., 2000 ; Mosa et al., 2016). Vijayaraghavan et Yun (2008) dressent une liste exhaustive des
espéces bactériennes impliquées dans la biosorption de différents métaux. Parmi les nombreux
genres bactériens cités, on retrouve majoritairement des bactéries appartenant au genre

Baccilus, Pseudomonas et Desulfovibrio.

1.3.3. L’exclusion

Certaines bactéries limitent les concentrations en métaux a I’intérieur de la cellule par
I’intermédiaire de transoporteurs (Fig 1.1). Un grand nombre de bactéries tolérantes aux
métaux, possede des transporteurs qui excrétent les métaux toxiques a I’extérieur de la cellule.
Ces transporteurs sont des transport d’efflux soit passifs tels que ceux retrouvés chez
Cupriavidus metallidurans, soit actif. Ces derniers peuvent utiliser I’hydrolyse de I’ATP ou des
gradients électrochimiques comme source d’énergie pour exporter les métaux a I’extérieur de
la cellule. Trois familles de protéines sont impliquées. Les protéines de la famille « resistance,
nodulation cell division » qui vont exporter les cations superflus a I’extérieur de la cellule. Les
protéines de la famille « cation diffusion facilitator » qui sont des transporteurs membranaires
secondaires de type antiport protons/cations, utilisant la force proton motrice ou le gradient en
potassium comme source d’énergie. Les protéines de la famille P-type ATPases qui sont
capables de chélater les métaux et de transporter les cations métalliques a travers la membrane

cellulaire contre leur gradient en utilisant I’hydrolyse de I’ATP comme source d’énergie (Nies,
2003).

1.3.4. Laséquestration extracellulaire

Le processus de séquestration extracellulaire (Fig 1.1) repose sur la capacité des
bactéries a excreter des composés possédant de fortes propriétés chelatrices des metaux.
Certains organismes bactériens sont capables de garder les métaux a I'extérieur de la cellule en
excrétant de la mélanine (Ledin, 2000). Ce métabolite secondaire est un chélateur cationique
grace aux fonctions anioniques retrouvées au sein de sa structure comme les groupements

carboxyles et les groupements hydroxyles déprotoneés (Riley, 1997). Un autre mecanisme
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impliqué dans la sequestration extracellulaire des metaux est la production

d’exopolysaccharides (Gupta et Diwan, 2017 ; Nocelli et al., 2016).
1.3.5. La détoxification enzymatique des métaux

Certains microorganismes sont capables par différents mécanismes enzymatiques
(oxydation, réduction, méthylation) d’immobiliser les métaux (Rajkumar et al., 2009b). Par
exemple, une souche de Bacillus sphaericus isolée de sols ultramafiques est capable de réduire
la forme mobile et toxique du chrome : Cr®* en la forme immobile et non toxique Cr3* (Pal et
Paul, 2004).

1.3.6. Le biofilm

Ce mécanisme a été investiguée particulierement au cours de cette thése. Le biofilm est
le mode de vie sessile majoritaire des bactéries. Il est constitué de bactéries enveloppées dans
une matrice polymérique fortement hydratée, attachées a un support vivant ou inerte (en mode
sessile). Schématiquement le biofilm peut se définir comme un systeme microbien dynamique
structuré composé de pores par lesquels I’eau transporte les nutriments (Costerton, 1999).
Physiologiquement, il s’agit de plusieurs couches de bactéries, adhérant a une surface grace a
une matrice de polymeére, qui se regroupent et interagissent. La vie sous forme de biofilm offre
divers avantages parmi lesquels la tolérance accrue a certaines contraintes environnementales
Ou encore une protection vis a vis des pathogenes (Danhorn et Fuqua, 2007). De plus, le biofilm
joue un rdéle majeur dans ’interaction avec les autres organismes et notamment les plantes

(Angus et Hirsch, 2013 ; Danhorn et Fuqua, 2007 ; Ramey et al., 2004).

Structure du biofilm

La figure 1.2 présente le schéma général de mise en place du biofilm. La premiére étape
consiste en une adsorption transitoire entre les cellules planctoniques libres et la surface de la
plante via des forces de liaisons faibles (adhésion réversible). Certaines cellules peuvent se
détacher sous I’influence de facteurs physiques, chimiques ou biologiques, d’autres s’adsorbent
de maniére irréversible. L’adsorption irréversible est liée a la production de substances
polymériques extracellulaires. Elle induit une cascade de changements physiologiques qui
mene a I’excrétion d’exopolyméres formant ainsi une matrice. Durant cette phase, le biofilm
croit et se développe en micro-colonies. Les bactéries au sein de cette matrice se divisent et
forment des macrocolonies qui s’étendent sur le support (maturation du biofilm). Les bactéries

expriment au sein du biofilm un certain nombre de génes impliqués dans la communication
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inter-bactérienne, appelé « quorum sensing » (QS). Le QS est responsable de la différenciation
cellulaire et n’est exprimé qu’a partir d’une certaine densité cellulaire. Il permet aux cellules de
s’adapter aux différents facteurs environnementaux (Kjelleberg et Molin, 2002). Lorsque le
biofilm a atteint une certaine densité cellulaire, les cellules bactériennes peuvent se détacher et

retourner a une vie planctonique et un autre cycle peut débuter (Angus et Hirsch, 2013).

Dispersion

Maturation Finale

Cellules planctoniques ¢
Attachement réversible

R 9

@) 0 — Attachement  Maturation

irréversible
- @ Omm
S5 e = —
Racine

Fig 1.2 Schéma de formation de biofilm (adapté de Angus et Hirsch, 2013).

La structure du biofilm bactérien est caractérisée par la présence d’une matrice
polymeérique extracellulaire, pouvant occuper étre 75-95% du volume du biofilm mature. Ces
substances polymériques extracellulaires sont composées majoritairement de polysaccharides,
de protéines et d’ADN (Costa et al., 2018). Ces éléments participent a la structure du biofilm et
sont également responsables de ses propriétés biologiques. Ces substances polymériques
extracellulaires sont responsables des interactions attractives et de la force de cohésion lors de
la phase d’adhésion irréversible des bactéries a leur support (Angus et Hirsch, 2013 ; Danhorn
et Fuqua, 2007). Ces substances sont généralement décrites comme étant des éléments
importants dans 1’établissement de I’interaction plante/bactérie (Ferreira, 2011 ; Fraysse et al.,
2003 ; Nielsen et al., 2011 ; Ramey et al., 2004).

Ro6le du biofilm dans la tolérance aux métaux

L’ensemble des éléments abordés dans cette partie sont issus de la revue publiée par
Koechler et al. (2015). Dans cette revue, les auteurs font un état des meécanismes impliquant le
biofilm dans la tolérance des bactéries aux métaux. La présence de métaux peut induire des
changements au niveau physiologique mais ¢galement génétique. Au niveau de I’attachement

et de I’adhérence du biofilm, la présence de métaux dans la majorité des cas, va augmenter
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I’adhésion, la formation et la persistance du biofilm. Dans d’autres cas plus rare, la présence de
métaux peut empécher la formation de biofilm sans agir sur la viabilité de I’organisme (Vega
et al., 2014). La présence de métaux peut également entrainer un changement au niveau de la
structure et de la maturation du biofilm. La croissance dans un biofilm induit une tolérance plus
importante dans le temps. Les mecanismes mis en place sont (i) la séquestration et
I’immobilisation des métaux a ’intérieur du biofilm, (ii) ’'induction de génes spécifiques au
biofilm ainsi que des changements métaboliques et (iii) la formation de cellules persistantes
(Koechler et al., 2015). La séquestration est réalisée par 1’intermédiaire des substances
polymériques extracellulaires qui vont diminuer la biodisponibilité du métal, retarder sa
diffusion et ainsi réduire I’exposition des cellules bactériennes aux concentrations ¢élevées en
métaux. Au niveau de I’expression de genes en présence de métaux, le mécanisme le plus étudié
est I’induction de génes impliqués dans la production de substances polymériques
extracellulaires. Concernant les changements métaboliques, des voies métaboliques sont
favorisées en présence de métaux, par exemple le processus de méthylation du mercure est plus
rapide chez les cellules organisées sous forme de biofilm que chez les cellules planctoniques.
Enfin, certaines bactéries sont capables d’entrer dans un état de dormance en présence de
métaux. Qualifiées de cellules persistances elles attendent des conditions plus favorables pour

leur croissance (Koechler et al., 2015).

1.3.7. Les exopolysaccharides bactériens
Géneralités

Les polysaccharides sont impliqués dans la tolérance aux métaux chez certaines
bactéries et jouent également un réle majeur dans I’interaction plante/bactérie, ¢’est pourquoi
ils ont été particulierement investigués dans cette these (Etesami, 2018 ; Gupta et Diwan, 2017).
Généralement les polysaccharides produits par les bactéries sont classés en trois catégories
relatives a leurs fonctions biologiques dans 1’organisme : les polysaccharides intracellulaires
tels que le glycogene, les polysaccharides capsulaires et les polysaccharides extracellulaires
aussi appelés exopolysaccharides (EPS). Les EPS sont majoritairement composees de glucides
et de quelques substituants non glucidiques comme 1’acétate, le pyruvate, le succinate ou le
phosphate (Ates, 2015). La composition, la fonction, les propriétés physiques et chimiques des
EPS varient d’une espece bactérienne a I’autre. La majorité des bactéries productrices d’EPS
ont été décrites comme capables de produire des homopolysaccharides ou des

hétéropolysaccharides (Suresh Kumar et al., 2007). En raison de leur type de liaison et de la
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nature des unités monomeriques, les homo-polysaccharides peuvent étre catégorisés comme
des a-D-glucanes, B-D-glucanes, fructanes et polygalactanes. Les unités de répétitions des
hétéropolysaccharides sont généralement le D-glucose, le D-galactose, le L-rhamnose, et le N-

acetylglucosamine, le N-acétylgalactosamine, ou I’acide glucuronique (Ates, 2015).

ROle des exopolysaccharides

Les exopolysaccharides jouent un réle dans la protection de la cellule, dans 1’adhésion
des bactéries a une surface et sont impliqués dans 1’interaction cellulaire et notamment sur les
racines des plantes (Ferreira, 2011 ; Kandel et al., 2017a). lls peuvent protéger la cellule contre
la dessiccation, les antibiotiques, les bactériophages, les stress abiotiques tels que la
température, 1’intensité lumineuse ou le pH (Ates, 2015). De plus, la nature anionique de la
couche extérieure de polysaccharides peut aider a capter les nutriments essentiels. Les EPS
contribuent également & chélater certains métaux en raison de leur caractere anionique qui leur
confeére la capacité de chélater les métaux et les ions (Etesami, 2018 ; Gupta et Diwan, 2017 ;
Nocelli et al., 2016). La production d’EPS peut également étre impliquée dans 1’amélioration
de la croissance des plantes (Upadhyay et al., 2011) notamment vis-a-vis de la sécheresse
(Naseem et al., 2018). En effet, I’influence des rhizobactéries promotrices de croissance des
plantes capables de produire des EPS sur 1’agrégation du sol a été reporté par Alami et al.
(2000). Ces bactéries sont capables d’augmenter de fagon significative le volume de macropore
du sol ce qui entraine une augmentation de la disponibilité de I’ecau et des minéraux (Alami et
al., 2000 ; Naseem et al., 2018).

Production des exopolysaccharides

La quantit¢ d’exopolysaccharide produit varie en fonction des espéces/souches
bactériennes considérées et des conditions de culture. Une étude menée sur I’optimisation de la
production d’EPS d’une souche de Rhizobium par Sayyed et al. (2011) illustre parfaitement
cette complexité. En effet, dans cet article, les auteurs se sont intéressés a sept variables
susceptibles d’améliorer la production d’EPS : la quantité de bactéries, le temps d’incubation,
le pH, la température, le seuil limite de sel, le substrat carboné et la source d’azote. La
production d’EPS est généralement plus importante quand une source de carbone en exces est
associée a une limitation des autres nutriments tels I’azote et I’oxygene. La production d’EPS
par les bactéries se fait majoritairement en condition aérobie. Pour une production optimale de
certains EPS, une aération maximale est requise par contre pour d’autre la synthése est
améliorée suite a une aération minimale, c’est le cas pour les alginates bactériens. L ajout de
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vitamines d’aminoacides est réalisé dans certains cas également pour améliorer la production
d’EPS. Cependant, I’ensemble de ces facteurs sont limités par la physiologie de la bactérie.
Bien souvent, les perspectives les plus intéressantes pour une amélioration de la production
d’EPS se retrouvent dans 1’ingénierie métabolique soit par la manipulation des genes qui codent
les enzymes qui catalysent les réactions dans les voies, soit en modifiant les voies régulatrices
qui affectent I'expression des genes et I'activité enzymatique (Ates, 2015 ; Donot et al., 2012 ;
Freitas et al., 2011 ; Sayyed et al., 2011). Concernant la phase de croissance durant laquelle les
EPS sont produits cela dépend des espéces mais la production a généralement lieu durant la fin
de la phase exponentielle et dans la phase stationnaire (Freitas et al., 2011). La production
d’EPS peut étre augmenté en condition de stress. Citons en exemple le cas du stress metallique
chez une souche de Pseudomonas dont la production d’EPS est 50% plus importante en

présence de 2mM de NiCl2 en comparaison au témoin sans métaux (Chien et al., 2013).

1.4. Les bactéries promotrices de la croissance des plantes

1.4.1. A Pinterface du sol et des plantes : la rhizosphére

Au début des années 1900, Hiltner, agronome et microbiologiste allemand, observe que
le sol au voisinage des racines contient une quantité plus importante de microorganismes que
le sol environnant. Il introduit le terme de rhizosphére pour décrire cette zone immédiate de sol
autour des racines dans laquelle les microorganismes sont stimulées par les exsudats racinaires.
Un article publié par Hartmann et al. (2008) fait état des différents travaux de Hiltner sur la
rhizosphére. Hiltner définissait la rhizosphére comme un site avec des interactions uniques entre
des microorganismes bénéfiques ou pathogénes attirés par les exsudats racinaires (Hartmann et
al., 2008). Ce terme a par la suite été élargi et inclut le sol autour des racines dont les propriétés
physiques, chimiques et biologiques sont influencées par ’activité et la croissance racinaire
(McCully, 2005). Les travaux de Hiltner sont considérés comme les pionniers dans le domaine
de I’écologie microbienne avec une vision globale des interactions plantes-microorganismes
comme par exemple 1’idée que 1’abondance de la microflore au voisinage des racines est
dépendante des produits excrétés par la plante (Hartmann et al., 2008). L’étude de la
rhizosphere a ensuite été peu a peu abandonnée dans les 50 années qui ont suivi la création du
concept. Cependant aujourd’hui les études portant sur cet écosystéme unique ont pris une place
importante dans la recherche en sciences du végétal (Brink, 2016). En effet, les plantes sont
engagées dans des interactions avec une multitude de microorganismes parmi lesquels les

bactéries ou encore les champignons mycorhiziens (Partida-Martinez et Heil, 2011). Les plantes
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peuvent changer la composition des communauteés microbiennes par la sécrétion de composés
qui stimulent ou inhibent spécifiqguement les microorganismes présents dans la rhizosphére
(Bais et al., 2006). La capacité des microorganismes a utiliser ces sources de carbone apparait
comme étant primordiale pour un succés de colonisation (Bais et al., 2006). De maniére
génerale, la plante sécréte plus de 40% de ces photosynthétats dans la rhizosphére (Bais et al.,
2006). Cependant, Berendsen et al. (2012) ont montré que méme si la rhizosphere abrite une
quantité plus importante de microorganismes (102 a 10° par gramme de sol), la diversité y est
plus faible que dans le sol environnant ou on retrouve les communautés les plus diversifiées
(10* espéces par gramme de sol). Parmi les microorganismes retrouvés au niveau de la
rhizosphere, les bactéries sont les plus abondantes (Saharan et Nehra, 2011). Les bactéries
majoritaires généralement retrouvées dans la rhizosphere appartiennent au genre
Achromobacter, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas et Serratia (Gray et Smith, 2005). Parmi ces bactéries, entre 2 et 5% sont
qualifiées de rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes (Antoun et Kloepper,
2001).

1.4.2. Concept et définition

Dans les années 70, la communauté scientifique a commencé a porter un intérét pour
des bactéries capables de stimuler la croissance des plantes. A cette époque I’hypothése qu’il
existe des bactéries capables d’avoir des effets positifs sur la croissance des plantes était
controversée (Kloepper et Schrotch, 1981). C’est en 1978 que deux chercheurs américains
Kloepper et Schrotch ont mis en évidence des souches « rhizo-bactériennes » spécifiques
capables de stimuler la croissance chez le radis (Raphanus sativus). Dans cette étude les auteurs
avaient inoculé 53 souches bactériennes individuellement En comparaison du témoin, la
biomasse du radis avait augmenté de 180 a 560% suite a I’inoculation de 11 souches
bactériennes indépendamment. Les auteurs ont qualifié ces bactéries de PGPR pour « Plant
Growth Promoting Rhizobacteria » (Kloepper et Schroth, 1978). Ils définissent les PGPR
comme « des bactéries du sol qui colonisent la rhizosphere des plantes, poussant dans, sur ou
autour des tissus végetaux et qui stimulent la croissance des plantes par plusieurs mécanismes ».
Un flou autour du role de ces PGPR a persisté jusque dans les années 90 (Kloepper, 2018).
Depuis, de nombreux travaux portant sur ces bactéries capables d’améliorer la croissance des
plantes ont été effectués (Bashan et al., 2014) et les différents mécanismes impliqués ont fait
I’objet de plusieurs revues (e. g. Rajkumar et al., 2012 ; Vacheron et al., 2013). Au fil des

années, et notamment au regard des travaux réalises sur la rhizosphére, une nouvelle définition
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des PGPR a fait son apparition. Les PGPR se définissent comme des bactéries libres de la
rhizosphére qui utilisent les exsudats racinaires comme éléments nutritifs et exercent en retour
des effets bénéfiques sur la plante via divers mécanismes (Vacheron et al., 2013). Pour ces
organismes on parle en général de symbiose associative qu’il faut distinguer des symbioses
« vraies » qui ont des organes spécialisés comme les nodues pour les rhizobia ou les frankia ou

les arbuscules pour les champignons mycorhiziens.

1.4.3. Diversité des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

La premiére souche bactérienne qualifié de PGPR appartient au genre Pseudomonas.
Depuis la littérature fait état d’occurrence de PGPR dans un grand nombre de genres. Certains
genres sont plus étudiés que d’autres notamment pour leur utilisation dans le domaine de

I’agriculture (Pérez-Montafio et al., 2014). Parmi ces genres bactériens, on retrouve :

- Des a-proteobacteria avec des bactéries appartenant au genre Azospirillum,
Bradyrhizobium, Brevundimonas, Sphingomonas et Rhizobium.

- Des fS-proteobacteria comprenant les genres Burkholderia, Delftia et Herbaspirillum

- Des y-proteobacteria avec les genres Azotobacter, Pseudomonas, Serratia, et
Xhantomonas

- Des Actinobacteria avec le genre Anthrobacter.

Dans la littérature des divergences existent concernant la nomenclature qui differe selon
les auteurs (Rodriguez-Diaz et al., 2008). Bashan et Holgun (1998) parlent par exemple de
PGPB qui regroupe les PGPR mais également les bactéries qui améliorent la croissance des
plantes en 1’absence d’une rhizosphere fonctionnelle ainsi que les bactéries endophytes. Gray
et Smith (2005) subdivisent les PGPR en deux catégories, les PGPR extracellulaires et les
PGPR intracellulaires. Enfin, d’autres auteurs classent les PGPR selon leurs fonctions en deux
catégories : les PGPR impliqués dans la protection des plantes et les PGPR qui vont jouent un

role dans ’amendement des sols (Koeppler, 2018).

1.4.4. Mécanismes impliqués dans leurs effets sur la croissance des plantes

Dans la littérature, les propriétés des rhizobactéries intervenant dans I’amélioration de
la croissance des plantes sont généralement divisées en deux catégories : les mécanismes directs
et les mécanismes indirects (Compant et al., 2010 ; Lucy et al., 2004 ; Russo et al., 2012 ;
Saharan et Nehra, 2011 ; Solano et al., 2008 ; VVacheron et al., 2013). Ces mécanismes ne sont

pas exclusifs et il est admis que les améliorations de croissance observeées suite aux inoculations
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bactériennes sont le résultat de plusieurs mécanismes. Les principaux mécanismes impliqués

sont présentés en figure 1.3.

Mécanismes directs

Les mécanismes directs sont principalement la synthése par les PGPR de molécules qui
vont favoriser la croissance des plantes. Ces substances sécrétées par les bactéries vont agir a
differents stades de la croissance de la plante. Parmi ces substances, figurent des hormones mais

également des enzymes.
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Fig 1.3 Principaux mécanismes mis en place par les rhizobactéries promotrices de la croissance
des plantes (adapté de Vacheron et al., 2013)

La production d’auxine

De nombreuses PGPR sont capables de produire des acides indole-3-acétique (AlA),
L’ AIA est synthétisé par les rhizobactéries a partir du tryptophane qui est retrouvé a différentes
concentrations dans les exsudats racinaires. L’effet de I’AIA sur la plante dépend de sa
concentration : de faibles concentrations d’AIA stimulent 1’élongation de la racine primaire. A
I’inverse de fortes concentrations stimulent la formation des racines latérales, diminuent la
longueur de la racine primaire et augmentent la formation de poils absorbants. L’ AIA affecte
également la division cellulaire, stimule la germination des semences et des tubercules ;
augmente le taux de xyléme ; contrdle des processus de la croissance vegeétative, affecte la

photosynthése, la formation de pigments, et confere une tolérance a des conditions stressantes.
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De nombreux travaux font état d’une corrélation entre 1’augmentation de la croissance des
plantes et la production d’AIA par les PGPR inoculées (Bal et al., 2013 ; Rajkumar et Freitas,
2008b ; Singh et al., 2013).

La production d’ACC déaminase

Un autre mécanisme est la production d’enzymes et notamment l'acide 1-
aminocyclopropane-1-carboxylique déaminase (ACC déaminase), qui dégrade un précurseur
de 1'é¢thyléne, 'ACC, en ammonium et a-kétobutyrate. Cette dégradation permet une réduction
du niveau d'éthyléne dans les racines de la plante (Glick, 2014 ; Glick et al., 2007). Cette
réduction du niveau d’éthyléne est primordiale car 1’éthyléne inhibe 1’¢élongation racinaire et le
transport d’auxine, augmente la sénescence et 1’abscission de divers organes (Bleecker et
Kende, 2000). Comme pour la synthése d’AIA, cette caractéristique des PGPR est largement
étudiée (Bal et al., 2013 ; Saleem et al., 2007).

La production de cytokinines

D’autres PGPR produisent également des cytokinines, phytohormones stimulant la
division cellulaire, contr6lant la différenciation des méristemes, induisant la prolifération de
chevelu racinaire mais inhibant la formation des racines latérales et I'élongation de la racines
primaire (Riefler, 2006).

La production d’acide abscissique et d’acide gibbérellique

Certaines PGPR produisent aussi de I'acide abscissique ou de I'acide gibbérellique. Ces
deux hormones jouent des roles dans I'architecture racinaire, mais peuvent aussi étre impliquées
dans des mécanismes de défense ou encore la tolérance a la sécheresse dans le cas de 1’acide

abscissique (Pieterse et al., 2009).

Meécanismes indirects

Les meécanismes indirects reposent principalement sur I’acquisition des nutriments et la

protection vis a vis des stress biotiques et abiotiques.
Fixation d’azote atmosphérique

L’azote constitue le nutriment le plus vital pour la croissance et la productivité¢ de la
plante. Bien qu’il soit présent de maniere abondante dans I’atmosphere, il est sous une forme
inutilisable (N2) pour les plantes. L’azote atmosphérique est converti sous sa forme utilisable

pour les plantes par la fixation biologique de N> qui change 1’azote en ammoniac par
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I’intermédiaire de microorganismes fixateurs d’azote. Les organismes fixateurs d’azote peuvent
étre symbiotiques ou non. Parmi les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote, on peut citer les
bactéries du genre Frankia ou encore celles du genre Rhizobia qui forment une symbiose avec
les légumineuses. Les bactéries non symbiotiques peuvent étre libres dans la rhizosphére, en
association avec la plante ou encore endophytes. Les bactéries libres fixatrices d’azote
appartiennent a un large éventail de taxons, les genres bactériens majoritaires sont Azospirillum,
Azotobacter, Burkholderia, Herbaspirillum et Bacillus (Vessey, 2003). Les génes responsables
de la fixation de I’azote sont les genes nif retrouvés également chez les bactéries symbiotiques
(Chaintreuil et al., 2007). Plusicurs opérons et différents systémes de fixation d’azote existent
car différents types de nitrogénase sont mis en place, par exemple a cofacteur molybdene,
vanadium ou fer. Pour la nitrogénase a cofacteur molybdéne, le cceur de I’enzyme est codé par

les genes nifHDK.
Solubilisation des phosphates

Le phosphore est le second élément limitant la croissance chez les plantes. En dépit de
la présence de grands réservoirs dans le sol, le phosphore disponible pour la plante est
généralement réduit car il se trouve bien souvent sous forme insoluble. Les deux formes
solubles que la plante peut absorber sont la forme monobase H2PO; et dibasique HPO?4. Les
bactéries solubilisatrices de phosphate (PSB en anglais pour Phosphate Solubilizing Bacteria)
peuvent apporter a la plante du phosphore par divers mécanismes. Par exemple, de nombreuses
PGPR ont la capacité de solubiliser les phosphates, grace aux acides organiques a faibles poids
moléculaires (acide gluconique ou citrique), et de minéraliser du phosphore organique, par
production de phosphatases (Glick, 2012 ; Miller et al., 2009 ; Richardson et al., 2009). Les
bactéries des genres Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium et Serratia sont considérées
comme les plus efficaces pour la solubilisation du phosphate (Vacheron et al., 2013). Cette
capacité des bactéries est largement étudiée notamment dans les cas de co-inoculation avec des
champignons mycorhiziens a arbuscules (Barea et al., 2002, Battini et al., 2017 ; Richardson et
al., 2009).

Production de sidérophores

Le fer est un nutriment essentiel pour les plantes car il intervient comme cofacteur pour
un certain nombre d’enzymes essentielles dans des processus physiologiques importants des

plantes tels que la respiration, la photosynthése et la fixation d’azote. Le fer est abondant dans
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les sols mais il est souvent retrouvé sous une forme indisponible pour les plantes. La forme
oxydée Fe** forme des oxydes et des hydroxydes insolubles et donc non disponible pour les
plantes. Certaines rhizobactéries sont capables de libérer des molécules chélatant le fer dans la
rhizosphere pour le rendre disponible pour la plante. Il s’agit des sidérophores qui sont des
composés de faible poids moléculaire généralement inférieurs a 1 kDa. Le complexe fer
sidérophore est absorbé par la plante ou il est réduit par un systéme enzymatique présent dans
la membrane cellulaire. La production de sidérophore inhibent peut également inhiber la
croissance d'autres microorganismes en limitant le fer disponible pour I'agent pathogéne,
géneralement des champignons, qui ne sont pas capables d'absorber le complexe fer-

sidérophores (Solano et al., 2008).

Protection contre le stress biotique

Les PGPR peuvent agir directement comme antagoniste des organismes pathogenes.
Différents mécanismes sont impliqués comme la production d’antibiotiques, de toxines ou
d’enzymes dégradant les parois cellulaires comme la chitinase ou encore la compétition pour la
ressource ou pour les sites de colonisation. Certaines PGPR peuvent également activer les
mécanismes de résistances systémiques induites et acquises des plantes en réponse a un
pathogene. D’autres interferent avec le « Quorum Sensing system » des pathogenes empéchant
ainsi leur prolifération (Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Pieterse et al., 2009 ; Vacheron et al.,
2013).

Protection contre le stress abiotique

La sécheresse

Pour les plantes, le manque d’eau constitue le stress abiotique le plus important. En
effet, la sécheresse influe sur la disponibilité et le transport des éléments nutritifs du sol. La
sécheresse peut également accentuer la synthése de 1’éthyléne responsable de 1’inhibition de la
croissance. Les PGPR peuvent réduire ce stress hydrique (Fan et al., 2015 ; Kaushal et Wani,
2016 ; Rubin et al., 2017) en produisant d’une part des phytohormones et d’autre part en
excretant des exopolysaccharides (Gouda et al., 2018 ; Vurukonda et al., 2016).

La chaleur

La chaleur cause des changements de morphologie de la plante qui se traduit par une
décoloration, une senescence et une abscission des feuilles ainsi qu’une inhibition de la

croissance des parties aériennes et racinaires. Les PGPR par I’intermédiaire d’une réduction des
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niveaux d’éthyléne dans la plante vont permettre a la plante de maintenir une croissance

normale dans des conditions de températures élevées (Saleem et al., 2007).
Les métaux

Certaines bactéries ont développé des mecanismes de tolérance aux fortes
concentrations en métaux (voir plus haut). Par I’intermédiaire de ces mécanismes les bactéries
vont réguler les concentrations en métaux présents ce qui a un effet bénéfique chez les plantes
non adaptées (Burd et al., 1998 ; Etesami, 2018 ; Ma et al., 2015 ; Madhaiyan et al., 2007 ; Pal
etal., 2007 ; Wu et al., 2006). Ces bactéries ne sont pas nécessairement qualifiées de PGPR, on
parle plutdt de bactéries tolérantes aux métaux (Dell’ Amico et al., 2005) qui exercent des effets

bénéfiques indirectement sur la plante.
1.4.5. Utilisation des rhizobactéries promotrices de la croissance des plantes

En agronomie

En 2050, le nombre d’habitants sur la planéte devrait dépasser les neuf milliards et il est
estimeé que la demande en nourriture devrait doublée (Carvalho, 2006 ; Tscharntke et al., 2012).
Pour nourrir I’ensemble de la population, il est absolument essentiel que la productivité agricole
augmente considérablement au cours des prochaines décennies (Timmusk et al., 2017). Dans
une optique de réduire I’usage d’engrais chimiques, de limiter la consommation d’eau et
d’augmenter la tolérance des plantes agricoles, 1’utilisation des PGPR est apparue comme étant
une solution biologique durable et respectueuse de I’environnement (De-Bashan et al., 2012 ;
Glick, 2014 ; Timmusk et al., 2017). Aujourd’hui ces rhizobactéries sont principalement
utilisées en agronomie par les industriels qui dépensent des millions de dollars dans utilisation
des PGPR (Brink, 2016). Le développement d’inoculum commercial a été initié dans les années
1920 avec I’utilisation de Bacillus thuringiensis comme agent pathogene des insectes (Bashan
et Holguin, 1998). Le développement et 1’utilisation de fertilisant a base de bactéries a ensuite
augmenté a travers le monde suite d’une part aux dommages engendrés sur I’environnement
par I'utilisation des fertilisants chimiques et d’autre part a I’augmentation des connaissances
sur les interactions plantes/bactéries. Dans les années 1950, un véritable marché d’inoculum a
base de rhizobactéries voit le jour (Timmusk et al., 2017). En 2014, la part des biofertilisants
(terme utilisé pour les fertilisants a base de microorganismes) représentait 5% du marché des
fertilisants (Timmusk et al., 2017). Concernant les biopesticides le chiffre d'affaires a été
estimée a environ cing milliards USD en 2011 (Timmusk et al., 2017) ce qui représente environ

2,5% du marché mondial des pesticides. L’industrie agricole se tourne de plus en plus vers ces
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technologies (Kloepper, 2018). Des interactions fortes ont étés mises en place entre les acteurs
de la recherche et les compagnies et maintenant la formulation d’un produit a base de PGPR
prend entre 2 et 4 ans (Kloepper, 2018). Les PGPR sont tres majoritairement utilisées dans les

domaines liés a I’agriculture et leurs effets particulierement documentés. (Hayat et al., 2010).

Autres secteurs d’utilisation

Revégétalisation

Peu de travaux font état de 1’utilisation des PGPR pour la revégétalisation (Bashan,
2018 ; De-Bashan et al., 2012). La majorité des travaux retrouvés sur 1’utilisation des PGPR en
revégétalisation sont 1’ceuvre de 1’équipe du Pr Yoav Bashan (1952-2018) qui travaillait sur
I’utilisation de ces PGPR dans les déserts (Bashan et al., 2018, 2014, 1999 ; Bashan et Holguin,
2002, 1998 ; De-Bashan et al., 2012 ; Galaviz et al., 2018 ; Puente et al., 2009). Bashan et al.
(1999) ont mis en évidence que I’inoculation de PGPR permettait de favoriser I’implantation
des cactus ce qui permettait une meilleure stabilisation du sol. Bashan et Holguin (2002) font
¢tat de I’utilisation de PGPR isolées de la rhizosphére de mangrove pour améliorer la
revégétalisation de cet écosysteme. Grandlic et al. (2008) ont montré que I’inoculation de PGPR
stimulait la croissance des plantes et permettait de réduire I’amendement en compost. De-
Bashan et al. (2012) font un état des lieux de 1’utilisation des bactéries promotrices de la
croissance des plantes (PGPB) pour la revégétalisation. L utilisation des PGPR permet (i) de
diminuer la quantité d’engrais et de composts, (ii) 1’établissement des plantes dans des zones
érodées (ou les plantes éte deja présentes), (iii) améliore la vigueur et la croissance des plantes
dans les zones érodées et (iv) augmentent leur tolérance a la sécheresse et a la salinité (Bashan,
2018 ; De-Bashan et al., 2012). L’utilisation des PGPR pour la restauration doit permettre

d’augmenter la survie des plants aprés leur transplantation sur le site (Bashan et al., 2018).
Phytoremédiation

Les propriétés développées par les PGPR sont largement utilisées dans les procédés de
phytoremédiation (Becerra-Castro et al., 2013 ; De-Bashan et al., 2012 ; Glick, 2003 ; Khan,
2005 ; Maet al., 2016 ; Mishra et al., 2017 ; Rajkumar et al., 2009b). La phytoremédiation peut
étre définie comme étant un mécanisme qui utilise les plantes pour extraire, sequestrer ou
détoxifier des polluants présents dans un milieu. Le terme de phytoremédiation inclus la
phytotransformation qui réduit la toxicité des contaminants, la phytoextraction qui repose sur
1’absorption et le stockage des contaminants du sol par la plante et la phytostabilisation qui
réduit leur mobilité en diminuant notamment leur biodisponibilité (De-Bashan et al., 2012). Les
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plantes qui se développent sur ces sols sont relativement tolérantes aux contaminants de
I'environnement mais restent souvent de faible taille en présence de contaminants. Pour
améliorer ce processus, l'inoculation de PGPR qui favorise la croissance des plantes, rend la
phytoremédiation plus rapide et plus efficace (Glick, 2003). Cela peut également se traduire par
une augmentation des concentrations en métaux dans les parties aériennes due a (i) une
amélioration de la croissance de la plante et donc une augmentation des quantités de métaux
extraits mais également (ii) une augmentation de la disponibilité des métaux ce qui va permettre
une accumulation plus importantes des métaux par la plante (Rajkumar et al., 2009Db).
L’utilisation des PGPR pour améliorer la phytoextraction sur sols ultramafiques constitue une
perspective intéressante car cette phytoextraction peut étre associé a des projets de
revégétalisation dans les cas ou uniquement la litiere est d’un intérét. Les retombées
économiques qu’offrent ce procédé ne sont pas négligeables notamment en ce qui concerne le
nickel (Nkrumah et al., 2016). En Nouvelle-Calédonie, le Laboratoire de Chimie Bio-inspirée
et d’Innovations Ecologiques du Dr. Claude Grison (CNRS), développe des catalyseurs dérivés
de végétaux en récupérant la litiere des plantes reconnues comme accumulant les métaux et

utilisées pour la revégétalisation (Losfeld et al., 2015a,b, 2012).

1.5. Interaction entre bactéries et champignons mycorhiziens a arbuscules

1.5.1. Les champignons mycorhiziens a arbuscules

Les mycorhizes sont le résultat d’une symbiose entre des racines d’une plante avec un
champignon (Smith et Read, 2008). Le champignon fournit les éléments nutritifs qu'il capte
dans le sol et la plante fournit le carbone que le champignon ne peut pas produire seul (Gamalero
et al., 2009 ; Smith et Read, 2008). Selon les auteurs la plante alloue entre 4 et 20% des
photosynthétats aux champignons (Lerat et al., 2003). Plus de 80% des plantes dans le monde
développent des associations symbiotiques avec au moins un type de mycorhizes (Brundrett,
2009) et ce nombre peut monter jusqu’a 95% sur les sols ultramafiques (Hopkins, 1987). Il
existe cing principales associations mycorhiziennes mais dans ce travail I’intérét est porté sur
une seule d’entre elle mis en place par les champignons mycorhiziens a arbuscules (AMF). Les
champignons mycorhiziens a arbuscules sont des symbiotes obligatoires, qui développent leur
mycélium dans le sol et pénétrent dans les racines en s’insérant dans les tissus pour arriver
jusqu’aux cellules corticales racinaires (Smith et Read, 2008). Le champignon développe alors

un organe spécialisé I’arbuscule, a l'intérieur des cellules par invagination des membranes
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(Bucher, 2007). Une représentation schématique des différentes structures endomycorhiziennes

est présentée en figure 1.4.
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Fig 1.4 Représentation schématique d’une coupe de racine présentant les différentes structures
endomycorhiziennes adaptée de Fortin et al. (2008)

Ces structures permettent d'augmenter la surface de contact entre le champignon et la
plante et sont le siege des échanges entre les deux partenaires. Il existe également d’autres
structures développées par les champignons mycorhiziens a arbuscules : les pelotons et les
veésicules. Les vésicules, de formes variables sont situées entre les cellules ou dans les cellules
et assurent un role de stockage de grandes quantités de lipides. Les pelotons qui correspondent
a du mycélium enroulé dans les cellules corticales, sont impliqués dans le transport d'éléments
minéraux (Karandashov et Bucher, 2005 ; Smith et Read, 2008). Le r6le des AMF le plus étudié
est la contribution a la nutrition minérale de la plante en phosphore, en azote, en calcium, et en
potassium (Smith et Smith, 2011). Dans certains cas, les AMF apportent 100% du phosphore a
la plante (Smith et Smith, 2011). Ces champignons interviennent également dans la tolérance
au stress hydrique (Augé, 2001), aux pathogenes (Smith et Read, 2008) ou encore dans la
stabilisation des agrégats du sol (Demenois et al., 2017a). Sur sols riches en métaux, ils peuvent
étre impliqués dans la tolérance des plantes aux métaux (Amir et al., 2013 ; Del Val et al., 1999
; Gaur et Adholeya, 2004 ; Javaid, 2011 ; Leyval et al., 1997 ; Turnau et Mesjasz-Przybylowicz,
2003). Les AMF sont largement étudiés dans les domaines de 1’agriculture (Basu et al., 2018)
et la restauration écologique des sites dégradés (Bi et al., 2018 ; Wang, 2017). Concernant la
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restauration écologique Wang (2017) a réalisé une meéta-analyse comprenant 101 études sur
I’effet des AMF en vue de leur utilisation pour la restauration des sites miniers dont 22 sur le
terrain et 79 en laboratoire. Il a montré que pour 95% d’entre elles, I’inoculation des AMF a
des effets positifs significatifs, comme lI'augmentation de la survie, de la croissance et de la
nutrition des plantes, I'amélioration de la structure et de la qualité du sol, et la réimplantation
des plantes. Dans leur revue, Asmelash et al. (2016) mettent en évidence les effets bénéfiques
des AMF pour la restauration écologique des sites dégradés. Les auteurs préconisent d’utiliser

des AMF natifs des sites a restaurer et des consortiums d’AMF plut6t que des espéces unigues.

1.5.2. Champignons mycorhiziens a arbuscules et sols ultramafiques

Sur sols ultramafiques, les AMF sont en association avec la majorité des plantes
(Hopkins, 1987). Comme pour les bactéries les contraintes édaphiques des sols ultramafiques
ne limitent pas forcément la diversité des AMF (Fitzsimons et Miller, 2010) et des AMF
originaux sont retrouvés sur ces sols. Ainsi, Crossay et al. (2018) ont décrit quatre nouvelles
especes de champignons mycorhiziens a arbuscules isolées des sols ultramafiques en Nouvelle-
Calédonie : Acaulospora saccata, A. fragilissima, Scutellospora ovalis et Rhizophagus
neocaledonicus. Certains AMF présentent des adaptations a cette forte concentration en Ni
(Amir et al., 2008). En effet, des AMF isolés a partir des racines de plantes hyperaccumulatrices
de Ni en milieu ultramafique ont montreé des profils de tolérance au Ni plus élevés que les AMF
provenant des racines de plantes non hyperaccumulatrices (Amir et al., 2007). Ces auteurs ont
révélé que cing isolats de Glomus spp. provenant de sol ultramafique étaient capables de germer
sur un milieu contenant jusqu'a 30 ppm de Ni, alors que les isolats provenant de milieu non-
ultramafique ne germaient plus a partir 15 ppm de Ni. Cependant de fortes concentrations en
Ni peuvent entrainer des diminutions de la sporulation (Amir et al., 2008) ainsi que du taux de
colonisation des racines par les AMF (Amir et al., 2013). Sur ces sols pauvres en éléments
nutritifs, les AMF améliorent la nutrition minérale (Ca, K, P), le ratio Ca/Mg et réduisent les

teneurs en métaux dans les plantes (Amir et al., 2019, 2013 ; Gensous, 2014 ; Lagrange, 2011).

1.5.3. Interaction des champignons mycorhiziens a arbuscules avec les bactéries

Les AMF interagissent dans le sol avec de nombreux microorganismes, parmi lesquelles
de tres nombreuses bactéries (Bonfante et Anca, 2009 ; Miransari, 2011). La coexistence
d’AMF et de bactéries dans la rhizosphere a éte mise en évidence par Janse en 1896, suite a
I’observation de ces deux organismes sur une méme section de racine de légumineuse. Des

travaux sont venus confirmer la présence de bactéries coexistant avec des AMF (Ames, 1989 ;
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Linderman, 1991 ; Meyer et Linderman, 1986). Dés 1959, les bactéries du sol retrouvées en
association avec les AMF ont été étudiées pour leurs capacités a affecter la germination des
spores d’AMF et la croissance des hyphes (Mosse, 1959). En 1996, une bactérie a I’intérieur
des cellules d’un champignon endosymbiotique a été observée (Bianciotto et al., 1996a). Dans
la mycorhizosphere (rhizosphére des racines mycorhizées), divers assemblages de
communautés bactériennes vivant strictement associées aux spores, au mycélium
extraradiculaire des AMF sont retrouvés. Récemment, Turini et al. (2018) ont publié une revue
portant sur I’interaction entre les AMF et les bactéries qui leur sont associées (Turrini et al.,
2018). Les auteurs ont répertorié les genres principaux associés aux spores d’AMF, il s’agit des
genres Cellvibrio, Chondromyces, Flexibacter, Lysobacter, Pseudomonas, Burkholderia,
Arthrobacter, Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Herbaspirillum, Massilia,

Rhizobium et Sinorhizobium.

1.5.4. Mycorrhiza helper bacteria

Des travaux ultérieurs ont confirmé le réle fonctionnel de bactéries dans la promotion
de l'activité mycorhizienne (Azcon, 1989) et ont qualifiées ces bactéries de Mycorhiza Helper
Bacteria (MHB) (Duponnois et Garbaye, 1991 ; Garbaye, 1994b). Garbaye (1994b) définit ces
organismes comme étant des bactéries associees avec les champignons mycorhiziens qui
améliorent 1’établissement de la symbiose mycorhizienne ainsi que son développement et son
activité. Les AMF constituent des niches spécialisées pour les bactéries rhizosphériques et
endophytes (Bianciotto et Bonfante, 2002). Certaines MHB peuvent étre champignons-
spécifiques (Khan, 2008 ; Minerdi et al., 2002). Cette interaction est présente a différentes
étapes de la vie des organismes impliqués (Tarkka et Frey-Klett, 2008) et est influencée par
différents parameétres tels que 1’espece d’AMF, la souche bactérienne, la plante hote, la
rhizosphere ou encore les conditions environnementales (Miransari, 2011). De plus, certains
effets de ces MHB sont accrus lorsque les conditions environnementales sont particulierement
rudes (Vivas et al., 2006). Ces bactéries facilitent I'établissement et le fonctionnement de la
symbiose mycorhizienne en stimulant la germination des spores, la croissance mycélienne, la
colonisation racinaire ou la sporulation, mais aussi en réduisant les stress qui pourraient affecter
la symbiose (Frey-Klett et al., 2007). Plusieurs mécanismes sont décrits dans la littérature quant
a ’amélioration de la germination des spores (Frey-Klett et al., 2007). Certaines bactéries ont
la capacité de décomposer des biopolymeéres insolubles comme la chitine et le chitosane, les
deux principaux constituants des parois des spores AMF, ce qui favorise la germination des

spores (Ames et al., 1989 ; Battini et al., 2016 ; Roesti et al., 2005). Un autre mécanisme repose
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sur une amélioration de la germination par I’intermédiaire de composés volatiles ou non-
sécrétés par les bactéries et qui peuvent également étre responsable d’une stimulation de la
croissance des hyphes extra-radiculaires. Parmi ces composés on retrouve 1’ AIA (Battini et al.,
2017). Cette augmentation de croissance des hyphes est directement responsable de la
stimulation de I’¢établissement de la symbiose (Frey-Klett et al., 2007). Un autre role essentiel
joué par les bactéries associées aux AMF est la solubilisation du P, un nutriment peu disponible
pour les plantes dans certains sols et notamment les sols ultramafiques, du fait de son
immobilisation et de sa précipitation avec d'autres minéraux du sol. D’autres avantages indirects
sont également retrouvés ainsi, chez certaines MHB, une stimulation de la formation de racines
latérales a été relevée ce qui va augmenter les points de rencontre entre le champignon et la
plante (Tarkka et Frey-Klett, 2008). La présence d’AMF peut également permettre de stimuler
I’action des PGPR via une augmentation de la colonisation des racines (Boddey et al., 1991).
Les auteurs expliquent que les PGPR se fixent sur les hyphes d’AMF et peuvent ainsi Se
répandre de maniere plus importante et explorer de nouvelles rhizosphéres. Cette hypothése a
ensuite été confirmée avec 1’observation de bactéries adhérentes aux spores et aux hyphes
d’AMF (Bianciotto et al., 1996b). Des études indiquent que les exopolysaccharides sont
impliqués dans I’association bactérienne avec des spores et des hyphes d’AMF (Artursson et
al., 2006 ; Bianciotto et al., 2001 ; Danhorn et Fuqua, 2007 ; Selvakumar et al., 2016 ; Miransari,
2011). Bianciotto et al. (2001) ont montré que les bactéries mutantes altérées dans leur
production d’EPS ne pouvaient plus s'associer efficacement aux racines colonisées par I'AMF

contrairement au phénotype sauvage.

1.5.5. Interaction avec les bactéries solubilisatrices du phosphate

L’interaction entre les bactéries solubilisatrices du phosphate et les AMF est
particulierement étudié (Richardson et al., 2009). Etant donné que le mycélium externe des
AMF agit comme un lien entre les racines et le sol environnant, le champignon peut aussi
interagir en synergie avec les microorganismes du sol qui mobilisent le P du sol, soit par
solubilisation ou minéralisation (Richardson et al., 2009). Les premiers travaux ont démontré
des interactions microbiennes synergiques entre les bactéries solubilisatrices du phosphate
(PSB) et les champignons mycorhiziens (Azcon et al. 1976 ; Kucey 1987). Cette interaction

continue a étre investiguée (Richardson et al., 2009 ; Taktek et al., 2015).
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1.6.Adaptation des plantes aux sols ultramafiques
1.6.1. Les meétaux

Bien qu’ils soient considérés comme des oligo-éléments biologiquement nécessaires
pour la plante, Ni, Co, Cu, Cr Mn et Zn sont des métaux qui méme a de tres faibles
concentrations, sont toxiques pour les organismes (Adriano, 2001). Parmi ces métaux, le nickel
est celui le plus toxique pour les plantes non adaptées, en effet sa biodisponibilité est en générale
suffisante pour créer un stress physiologique (Rajkumar et al., 2009b). Pour exemple, sur les
sols ultramafiques néo-calédoniens, le Ni est 1’élément le plus toxique pour les organismes
telluriques comparativement aux autres éléments métalliques (L’Huillier et Edighoffer, 1996).
En effet, le Ni peut entrainer une altération de la conformation des protéines, des acides
nucléiques ou des polysaccharides rendant certaines enzymes inactives allant jusqu’a réduire la
viabilité de I’organisme. Pour les plantes, bien que le Ni a 1’état de trace soit nécessaire pour le
développement (Adriano, 2001), voir essentiel chez certaines espéces endémiques des sols
ultramafiques de Nouvelle-Calédonie (Fogliani, 2002), en quantité trop importante il devient
toxique pour 1’organisme. La plante résiste aux fortes concentrations en métaux en réduisant

les effets négatifs sur ses tissus par divers mécanismes (Van der Ent et al., 2013b).

Trois stratégies sont mises en place par les plantes, pour faire face a cette contrainte. On
distingue les espéces excluantes, les especes indicatrices, et les espéces accumulatrices (Baker,
1981). Les espéces excluantes vont maintenir une concentration métallique constante dans les
tiges quelle que soit la concentration retrouvée dans le sol. Ces plantes peuvent concentrer les
métaux dans leur racine (facteur de translocation tige/racine < 1) ou empécher leur entrée par
I’intermédiaire de sécrétion d’exsudats racinaires. Les exsudats racinaires responsables de cette
immobilisation des métaux dans la rhizosphére sont en majorité des acides organiques a faible
poids moléculaire. La sécrétion de ces composes varie d’une plante a ’autre et dépend des
caractéristiques du sol (Chen et al., 2017). Les especes indicatrices refletent quant a elle, la
concentration retrouvée dans le sol (facteur de translocation tige/racine = 1). Les especes
accumulatrices ont une capacité a transloquer et a accumuler de fortes concentrations en métaux
dans les parties aériennes (facteur de translocation tige/racine> 1). Au sein de ces espéces on
distingue les plantes accumulatrices, des plantes hyperaccumulatrices sur la base des
concentrations en métaux retrouvées dans les parties aériennes (> 10 000 mg kg pour le Mn
et le Zn, >1000 mg kg pour le Cu, Co, Cr, Ni et le Pb et >50 mg kg* pour le cadmium (Baker
et Brooks, 1989 ; Wenzel et Jockwer, 1999).
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Sur sols ultramafiques, les études dans le domaine de I’interaction bactérie/plante sont
principalement tournées vers les aspects de phytoextraction (Mengoni et al., 2010 ; Rajkumar
et al., 2009a) ainsi que les techniques visant a améliorer les rendements de production. Peu de
travaux font état d’une utilisation des bactéries afin de réduire les effets toxiques des métaux
pour la croissance des plantes (Etesami, 2018). Concernant les AMF, plusieurs études ont mis
en evidence une amélioration de la tolérance aux fortes concentrations en métaux par
I’intermédiaire d’une inoculation par des AMF (Amir et al., 2013 ; Lagrange et al., 2011). Le
Ni est immobilisé dans le mycélium du champignon. Ce dernier agit comme une barriere
contrélant la quantité de Ni provenant du sol vers I’intérieur des racines, notamment Vvia la
production de glomaline (Bedini et al., 2010). Amir et al. (2013) suggeérent également que les
structures intracellulaires des champignons réduisent également la quantité de Ni transloquée

des racines vers les parties aériennes.
1.6.2. Le phosphore

Sur les sols ultramafiques la quantité de phosphore disponible est limitante pour la
croissance des plantes (Jaffré et Lhuillier, 2010) en raison de la forte adsorption de cet élément
par les oxydes et les hydroxydes de fer (Woodell, 1988). Dans ce contexte, les stratégies
d’acquisition du phosphore par les plantes sont diverses et variées (Kazakou et al., 2008). Parmi
ces adaptations, on peut citer (i) la modification du systéme racinaire (L6pez-Bucio et al., 2003)
(ii) la mise en place de symbioses mycorhiziennes (Smith et Read, 2008) ou encore (iii)
I’interaction avec des bactéries solubilisatrices du phosphate (Kaushal et Wani, 2016 ; Yang et
al., 2012). Au niveau de la modification du systéme racinaire, certaines especes appartenant a
la famille des Cyperaceae peuvent aller jusqu’a la formation de racines spécialisées : les racines
dauciformes (Lambers et al., 2006 ; Lamont, 2003, 1974). Ces racines jouent un role
fondamental dans 1’amélioration de 1’assimilation des nutriments notamment du phosphore par
I’exsudation en grande quantité¢ d’acides carboxyliques tels que I’acide malique ou 1’acide
citrique (Playsted et al., 2006 ; Shane et al., 2006, 2005). Ces racines vont également favoriser
les interactions sol/plante avec 1I’augmentation de la surface d’exploration ou encore la présence
de polysaccharides a la surface de ces racines (Lamont, 2003). La mise en place de ces
structures spécialisées est corrélée avec des quantites faibles de phosphore disponibles pour la
plante dans le sol (Lamont, 2003 ; Shane et al., 2005). Shane et al. (2005) ont montré que les
racines dauciformes étaient plus efficaces que les mycorhizes dans les sols ou le phosphore est
présent sous forme minérale. Ces deux stratégies ne sont cependant pas excluantes (Shane et

al., 2006). Muler et al. (2014) ont montré que la présence de ces racines particuliéres facilitait
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I’acquisition du phosphore par les espéces végétales voisines en augmentant sa disponibilité
dans le sol. De plus, des travaux ont mis en avant le role des rhizobactéries dans la mise en

place de ces structures via la synthése de grande quantité d’AIA (Lamont et al., 2015).

1.7. Genre bactériens étudiés

1.7.1. Quelques éléments de taxonomie bactérienne

La systematique bactérienne a commence de la méme maniere que la systématique des
animaux et des plantes. Cette systématique apparait a la fin du XIXeme siecle et repose sur
I’observation des caractéres phénotypiques tels que la morphologie des cellules ou des colonies
bactériennes ainsi que sur les tests biochimiques, physiologiques et immunologiques (Cohan,
2006). La découverte de la technique de réaction en chaine de la polymérase (Mullis et al.,
1986) a révolutionné la taxonomie, depuis il a fallu trouver un trait représentatif de la
divergence évolutive des organismes. Ce caractére a été trouvé dans I’ARN ribosomal,
molécule utilisée par toutes les cellules vivantes (Woese, 1987). Les séquences génétiques de
la sous-unité 16S de I'ARN ribosomal ont été utilisées depuis pour comparer les similitudes
évolutives entre les souches. Il a été proposé gu'une similarité inférieure a 98,7-99% sur une
analyse UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) des séquences d’ADNr
16S de deux souches bactériennes soit suffisante pour les considérer comme appartenant a des
especes différentes (Stackebrandt et Gobel, 1994). Cependant, il est possible que deux souches
présentent des similitudes de séquence d’ADNr 16S supérieures au seuil de 98,7% soient
finalement deux espéces différentes. Dans ce cas une hybridation ADN-ADN des génomes
entiers doit étre réalisée et les souches qui présentent une similarité inférieure a 70% peuvent
étre considérées comme des especes différentes (Johnson, 1973). De plus en plus, en taxonomie
bactérienne, il est demandé de réaliser une approche polyphasique qui englobe I’ensemble des
caractéres phénotypiques, biochimiques et génotypiques des souches considérées et permet une
caractérisation robuste des souches bactériennes (Vandamme et Peeters, 2014). En effet, au
niveau phénotypique, les especes bactériennes peuvent maintenant étre distinguées par les
composants d'acides gras (Vandamme et al., 1992) et plus récemment par spectrométrie de
masse a désorption laser assistée par matrice couplée a un détecteur a temps de vol (MALDI-
TOF), qui permet la caractéerisation a haut débit des protéines de la paroi (Keys et al., 2004 ;
Nacef et al., 2017 ; Suwantarat et al., 2016). Cette approche polyphasique est cependant remise
en cause par certains scientifiques qui estiment qu’il s’agit d’'une méthode contre-productive a

la lumiére du grand nombre d’espéces bactériennes qui attendent une description et une
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dénomination formelle. Ils proposent donc qu’a I’¢re de la génomique, une séquence génomique
compléte ainsi qu’une description minimale des caractéristiques phénotypiques soient

suffisantes (Vandamme et Peeters, 2014).

1.7.2. Le genre Burkholderia
Taxonomie

Auparavant rattaché au genre Pseudomonas, le genre Burkholderia de la famille des
Burkholderiaceae a été proposé par Yabuuchi et al. (1992). Ce genre compte aujourd’hui
environ 90 especes (Beukes et al., 2017). Les membres du genre sont décrits comme des
bacilles, Gram négatif, aérobies stricts, non sporulants, non fermentaires et a catalase positive
(Yabuuchi et al., 1992). Vandamme et Peeters (2014) le qualifient de « genre qui contient des
bactéries présentant des propriétés a la fois bénignes et dévastatrice ». En effet, une revue
publiée en 2012, indique en s’appuyant sur les analyses phylogénétiques que ce genre peut étre
divisé en deux clusters (Suarez-Moreno et al., 2012). Le premier cluster comprend les
Burkholderia pathogenes pour I’Homme, 1’animal ou les plantes incluant 1’espéce Burkholderia
cepacia ATCC 25416". Le second cluster comprend les espéces non pathogénes, qui sont dans
la majorité des bactéries associées avec les plantes et considérées comme bénéfiques pour la
croissance de ces derniéres (Suarez-Moreno et al., 2012). Cette séparation en deux clusters a
conduit des auteurs a proposer la division du genre Burkholderia en deux genres (Sawana et al.,
2014). Le genre Burkholderia sensu stricto contenant uniquement les espéces pathogenes pour
I’Homme, I’animal et les plantes et le genre Paraburkholderia hébergeant les especes qualifiées
d’environnementales dont I’espéce type est Paraburkholderia graminis ATCC 7005447
(Sawana et al., 2014). Cette proposition visant a scinder le genre Burkholderia a été critiquée
par certains scientifiques qui ont déclaré que le but principal des changements proposés était la
séparation du groupe pathogene de celui qui contient des bactéries bénéfiques pour les plantes.
Ces derniéres pouvant ainsi étre utilisées dans diverses expérimentations sans traiter des
questions de sécurité concernant les infections humaines causées par des membres de ce genre
(Vandamme et Peeters, 2014). Pour répondre aux préoccupations en matiere de sécurité, une
étude du potentiel pathogene des especes symbiotiques associées aux plantes du genre
Burkholderia a été menée (Angus et al., 2014). Les auteurs ont monté qu'il était hautement
improbable qu'elles puissent infecter les mammiferes (Angus et al., 2014). Dobritsa et
Samadpour (2016) ont classeé dans le genre Paraburkholderia, onze nouvelles espéces qui
avaient été caractérisées comme Burkholderia durant la période 2014-2015. Ils ont également
proposé un nouveau genre pour classer douze especes appartenant aux genres Burkholderia et
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Paraburkholderia qu’ils ont appelé Caballeronia en hommage a J. Caballero-Mellado un
microbiologiste mexicain, pionnier dans le domaine des bactéries en association avec les
plantes (Dobritsa et Samadpour, 2016). L’espéce type est Caballeronia glathei ATCC 29125,
Plus recemment, des révisions taxonomiques ont été réalisées et ont abouti a la création de trois
nouveaux genres (Mycetohabitans, Trinickia et Robbsia ; Estrada-de los Santos et al., 2018 ;
Lopes-Santos et al., 2017). Tout au long de cette synthése bibliographique le terme
Burkholderia a été utilisé pour renvoyer a I’ensemble des genres Burkholderia (sensu stricto),

Paraburkholderia, Caballeronia, Mycetohabitans, Trinickia et Robbsia.

Distribution

Les Burkholderia associées aux plantes sont capables d’occuper différentes niches
¢cologiques et d’établir des relations diverses avec les plantes. Les Burkholderia peuvent en
effet se retrouver a I’état libre dans la rhizosphére ou endophytes, aussi bien au niveau des
parties végétatives que reproductrices d’une grande diversité de plantes. Ce genre constitue
celui le plus diversifié et le plus adapté aux conditions de I’environnement chez les bactéries en
interaction avec les plantes (Coenye et Vandamme, 2003 ; Compant et al., 2008 ; Salles et al.,
2004 ; Suarez-Moreno et al., 2012). L’occurrence de Burkholderia sur les sols riches en métaux
est fréquente (Guo et al., 2015 ; Jiang et al., 2008 ; Zhu et al., 2012). En Nouvelle-Calédonie
sur des sols ultramafiques, ce genre constitue le genre majoritairement retrouvé dans la
rhizosphere de trois Cyperaceae : Tetraria arundinaceae, Chamaedendron nervosa, T.
raynaliana (Gonin et al., 2013) et dans celle de Sebertia accuminata (Stoppel et Schlegel,
1995).

1.7.3. Le genre Curtobacterium

Taxonomie

Le genre Curtobacterium appartient a la famille des Microbacteriaceae (Park et al.,
1993 ; Stackebrandt et al., 1997). Il a été proposé par Yamada et Komagata (1972) dans lequel
six espéces avaient été classées: Curtobacterium albidum, Curtobacterium citreum,
Curtobacterium  luteum, Curtobacterium  pusillum, Curtobacterium saperdae et
Curtobacterium testaceum, isolées par Komagata et lzuka, (1964). Depuis ce sont ajoutées
Curtobacterium flaccumfaciens (Hedges, 1922), (Collins et al., 1983), Curtobacterium
plantarum (Dunleavy, 1989), Curtobacterium herbarum, (Behrendt et al., 2002),
Curtobacterium ammoniigenes (Aizawa et al., 2007) et Curtobacterium ginsengisoli, (Kim et

al.,, 2008). C saperdae et C testaceum ont été par la suite reclassées dans le genre

40



CHAPITRE 1

Microbacterium (Takeuchi et Hatano, 1998), C. plantarum dans le genre Pantoea (Gavini et
al., 1989), et C. ginsengisoli dans le genre Gryllotalpicola (Kim et al., 2012). Les membres du
genre sont décrits comme non-sporulants, Gram positif, aérobies stricts, a catalase positive. Sur
milieu nutritif solide, les colonies sont jaunes/orangeées, circulaires, lisses, Iégérement convexes
et brillantes (Evtushenko et Takeuchi, 2006 ; Saddler et Guimaraes, 2015).

Distribution

Le genre Curtobacterium est un genre cosmopolite retrouvé notamment dans des
¢cosystémes terrestres, aquatiques ou encore dans 1’atmosphére Une carte reprise des travaux
de Chase et al. (2016) présentée en figure 1.5 permet de visualiser la répartition des bactéries
appartenant a ce genre. Dans le sol, il s’agit d’un genre prédominant qui s’est révélé étre le
genre le plus abondant dans une communauté bactérienne d’une litiere de feuilles dans le Sud
de la Californie (Chase et al., 2016). La grande majorité des espéces décrites a été isolée a partir
de plantes ou de leurs environnements directs. C. citreum, C. albidum et C. luteum ont été
isolées des rizieres (Komagata et lzuka, 1964). C. ginsengisoli a partir d’'un champ de ginseng
(Kim et al., 2008), C. herbarum a partir de la couche de litiére d’herbacée (Behrendt et al.,
2002) et C. ammoniigenes a été récupérée a partir de la tige d’une mauvaise herbe aquatique de
marais acide au Vietnam (Aizawa et al., 2007). Des souches appartenant au genre
Curtobacterium continuent a étre isolées a partir de racines (Liu et al., 2016) ou de la
rhizosphére (Roman-Ponce et al., 2017). Une grande majorité des souches de Curtobacterium
associées aux plantes semblent étre endophytes (Araujo et al. 2001 ; Raweekul et
Wuttitummaporn 2016 ; Sturz et Matheson 1996 ; Zinniel et al. 2002).

A GenBank

Ecosystame
[7] Atmosphére
[ Animale

Milieu aquatique
[ Artificiel

Fig 1.5 Distribution géographique des isolats de Curtobacterium. Les couleurs indiquent les
différents écosystémes. La forme indique la source de donnée d’ou provient la séquence (repris
de Chase et al., 2016)
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1.7.4. Tolérance aux métaux au sein des genres étudiés

Burkholderia

Les Burkholderia sont retrouvées sur les sols ultramafiques laissant suggérer une
tolérance de ces bactéries aux fortes concentrations en métaux. Au sein des Burkholderia des
mécanismes (i) de biosorption et de bioaccumulation des métaux (Dourado et al., 2015 ;
Madhaiyan et al., 2007 ; Zhu et al., 2012), (ii) de formation de biofilm (Vega et al., 2014) et
(iii) de production d’EPS (Ferreira, 2011) ont été decrits (Gupta et Diwan, 2017). A ce jour il
apparait que la production d’EPS a été mise en évidence uniquement pour des espéces
appartenant au genre Paraburkholderia : P. caribensis (Achouak et al., 1999), P. kururiensis
(Suérez-Moreno et al., 2012), P. tropica (Serrato et al., 2006) et P. phytofirmans (Silipo et al.,
2008). La structure moléculaire des EPS produits par ces cing especes a été déterminée pour les
EPS de P. caribensis, P. phytofirmans et P. kururiensis (Mattos et al., 2001 ; Pol-fachin et al.,
2010; Silipo et al., 2008 ; Vanhaverbeke et al., 2003). Les EPS sécrétés par les Parburkholderia
sont particuliérement étudiés (Ferreira, 2011 ; Suarez-Moreno et al., 2012 ; Vanhaverbeke et
al., 2003). Ferreira (2011) suggere que ces EPS ont un role dans 1’adaptation de ces espéces a
leur environnement. Parmi ces réles on retrouve le role de protection face a la dessiccation, face
au stress métallique ou un role dans I’agrégation du sol (Ferreira, 2011). En effet, ces EPS
peuvent influencer la stabilité des agrégats du sol en interagissant avec les particules d’argiles.
Ils permettent ainsi le maintien des propriétés mécaniques et physiques des sols. Vanhaverbeke
et al. (2003) ont émis 1’hypothése que I’EPS de P. caribensis MWAP71 présentaient des
interactions avec les différentes couches d’argiles du sol induisant ainsi une dispersion de

’argile dans une matrice polymérique favorisant I’hydratation des sols.

Curtobacterium

Des souches appartenant au genre Curtobacterium ont été isolées des tissus des plantes
hyperaccumulatrices de nickel : des tiges de Alyssum bertolonii (Barzanti et al., 2007), de la
rhizosphere de Alyssum serpyllifolium (Becerra-Castro et al., 2011b) et de la rhizosphére de
Thlaspi goesingense (Idris et al., 2004). Cette occurrence de bactéries appartenant au genre
Curtobacterium dans un environnement riche en nickel laisse supposer 1’existence de
mécanisme d’adaptation aux fortes teneurs en nickel. Une seule étude reportant des mécanismes
reliés a la gestion des métaux a pu étre retrouvée dans la littérature, il s’agit d’une étude portant
sur la capacité d’une souche de Curtobacterium a éliminer le nickel ainsi que le plomb, d’une

solution aqueuse (Masoumi et al., 2016). Les auteurs ont mis en évidence que la souche de
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Curtobacterium sp. FMO1 éliminait les métaux par I’intermédiaire d’un mécanisme de

biosorption au niveau de la paroi cellulaire.
1.7.5. Effet de promotion de la croissance des plantes au sein des genres étudiés

Burkholderia

Une synthese des effets des Burkholderia en association avec les plantes a été réalisée
par Suarez-Moreno et al. (2012). Une mise a jour a été effectuee et est présentée en Table 1.3.

On retrouve 1’ensemble des propriétés PGP citées plus haut.

Curtobacterium

Bien que les bactéries appartenant au genre Curtobacterium soient majoritairement
retrouvees en association avec les plantes et jouent un role crucial dans la dégradation de la
matiére organique au sein des communautés de litiere (Chase et al., 2016), seules deux études
décrivant les effets d'une inoculation d’isolats de Curtobacterium sur les plantes ont pu étre
retrouvées. Raupach et Kloepper (2000) ont montré qu’une souche de C. flaccumfaciens
favorisait considérablement la croissance des concombres par rapport aux témoins non traiteés.
Sturz et al. (1997) ont montré sur Trifolium pretense qu’une souche de C. citreum réduisait
significativement la biomasse racinaire et qu’une souche de C. luteum augmentait
significativement la biomasse des pousses. Des études plus récentes mettent en évidence de
traits PGP chez les Curtobacterium (Ahmad et al., 2008 ; Bulgari et al., 2014 ; Kandel et al.,
2017b ; Pereira et Castro, 2014) mais sans mettre en évidence des effets sur plante. Bulgari et
al. (2014) ont séquencé I’intégralité du génome de la souche Curtobacterium sp. S6 et ont
montré la présence de traits bénéfiques pour (i) la nutrition minérale des plantes (solubilisation
des phosphates, synthése de sidérophores), (ii) le développement des plantes (synthése 1AA),
(iii) la diminution du stress (activité de I’ACC déaminase et de la catalase) et (iv) contréle des
pathogenes (activité de la chitinase et synthese de sidérophores).

1.7.1. Interaction des genres étudiés avec les champignons mycorhiziens a
arbuscules

Burkholderia

Les bactéries appartenant au genre Burkholderia sont considérées comme étant des
MHB (Bonfante et Anca, 2009) mais sont majoritairement retrouvées en interaction avec des

champignons ectomycorhiziens (Turrini et al., 2018).
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Table 1.3 Caractéristiques PGP des Burkholderia en association avec les plantes (adapté de Suarez-Moreno et al., 2012 et mis a jour).

Espéce

Région

Isolé de

Hbte/Type de sol

Caractéristiques

Références

Paraburkholderia

acidipaludis

P. bannensis

P. bryophila

P. caledonica

P. caribensis

P. ferrariae

P. fungorum

P. graminis

P. ginsengisoli
P. heleia

P. hospita

P. kururiensis

P. megapolitana

P. metalliresistens

Asie du Sud-Est

Thailande

Allemagne

Ecosse

Martinique,
Mexique

Brésil

Ecosse

Espagne, France

Corée du Sud

Vietnam

Japon

Allemagne

Chine

Endosphere,
rhizosphere

Rhizosphere

Mousses

Rhizosphere, sol

Nodules, vertisol,
sol

Sol

Endosymbiote
fongique

Rhizosphere

Rhizosphere
Rhizosphere
Sol

Endosphere,
rhizosphere, sol
pollué

Mousses

Sol

Eleocharis dulcis

Panicum repens

A. palustre, S. palustre, S.
rubellum

Vitis vinifera

Mimosa diplotricha

Mine de fer

P. chrysosporium

Zea mays, L. deliciosus, P.
pinea, S. lycopersicum

Panax ginseng
Eleocharis dulcis
Sol agricole

Oryza sativa, Manihot

esculenta, Mussa acuminata,

Nicotiana tabacum
A. palustre

Sol pollué en métaux

nif+, résistant aux fortes concentration en aluminium
nif+
PGP et activité anti-fongique

acdS et bral/R

Promotion de la croissance et augmentation des teneurs en azote nif+,
nod, acds, bral/R et forte production d’EPS

nif+ et solubilisation du phosphate
bral/R, acdS et dégradation des composés aromatiques

acdS, bral/R, peut induire la résistance systémique et la tolérance a la
sécheresse et a la salinité

B-Galactosidase a
nif+ et croissance en milieu acide

bral/R

nif+, acdS, bral/R, PGP et dégradation des composés aromatiques

PGP et activité anti-fongique

Phytoremédiation

(Aizawa et al., 2010a)

(Aizawa et al., 2011)

(Vandamme et al., 2007)

(Coenye et al., 2001)

(Achouak et al., 1999 ; Parra-Cota et
al., 2014)

(Valverde, 2006)

(Coenye et al., 2001)

(Barriuso et al., 2005 ; Viallard et
al., 1998)

(Kim et al., 2006)
(Aizawa et al., 2010b)

(Goris et al., 2002)

(Zhang et al., 2000)

(Vandamme et al., 2007)

(Guo et al., 2015)
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P. mimosarum

B. novacaledonica

P. nodosa

P. phenazinium

P. phymatum

P. phytofirmans

P. sabiae

P. saccharii

P. sartisoli

P. sediminicola

P. silvatlantica

P. terrae

P. terricola

P. tropica

Taiwan,
Amérique du
Sud

Nouvelle-
Calédonie

Amérique du
Sud

Australie,
France

Maroc, Sénégal,
Afrique du Sud,
Guyane

Pays bas

Brésil

Brésil

Belgique

Corée du Sud

Brésil

Corée du sud,

Mexique

Mexique, Brésil

Nodules

Rhizosphere

Nodules

Sol, Mousses

Nodules

Endosphere,
rhizosphere

Nodules
Sol

Rhizosphere, sol
pollué, compost

Sédiment dans
I'eau

Rhizosphere,
endosphere

Sol, rhizosphére

Sol

Rhizosphere,
endosphere
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Mimosa pigra, Mimosa pudica,
Mimosa scrabrella

T. arundinaceae, C. nervosa T.
raynaliana

M. bimucronata, M. scrabrella

S. rubellum

Mimosa spp., Phaseolus
vulgaris

Allium cepa, Solanum spp.,
Oryza sativa, Arabidospis
thaliano

Mimosa caesalpiniifolia

Saccharum officinarum

Zea mays

Zea mays, S. officinarum, A.
comosus

Forét, Lycopersicum
esculentum

S. officinarum, L. esculentum,
Zea mays, A. comosus

nod+, nif+, bral/R et endosymbiote majeur chez Mimosa spp.

Production d'ACC déaminase, d'AlA, de sidérophores, solubilisation du
phosphate et tolérance aux fortes concentrations en Ni, Co, Cr, Mn

nif+, nod+ et formation de nodule chez Mimosa spp.

bral/R et tolérance a ’acidité

nif+, nod+, acdS, bral/R et fixation de l'azote in vivo et ex planta

acdS, bral/R, PGP, activité anti-fongique et tolérance a la salinité et au
froid

nif+, nod+ et production de PHA

bral/R et production de PHA

Dégradation des composés aromatiques

Production de PHA

nif+, acdS, bral/R et PGP

nif+, bral/R
acds, bral/R

nif+, acdS, bral/R, production de PHA et d’EPS et PGP

(Chen, 2006)

(Gonin et al., 2013 ; Guentas et al.,
2016)

(Chen et al., 2007)

(Izumi et al., 2008 ; Viallard et al.,
1998)

(Goris et al., 2002 ; Talbi et al.,
2010)

(Pinedo et al., 2015 ; Sessitsch, 2005
; Suetal., 2015)

(Chen et al., 2008)

(Bramer et al., 2001)

(Vanlaere et al., 2008)

(Lim et al., 2008)

(Perin, 2006)

(Kim et al., 2006 ; Wong-Villarreal
et Caballero-Mellado, 2010)

(Goris et al., 2002)

(Reis, 2004)
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P. tuberum

P. unamae

B. ultramafica

P. xenovorans

Paraburholderia sp.
strain Q208

Paraburkholderia sp.
strain J62

Paraburkholderia sp.

strain RX232

Paraburkholderia sp.

strain CBMB40

Paraburkholderia sp.

strain LD-11

Sénégal,
Afrique du sud,
Guyane

Ecosse

Nouvelle-
Calédonie

Brésil, Etats-
Unis

Australie

Chine

Autriche

Chine

Nodules

Endosphere,
rhizosphere

Rhizosphere

Rhizosphere, sol
pollué

Rhizosphere

Sol pollué

Rhizosphere

Endosphere

Sol
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Cyclopia spp., Macroptilium
atropurpureum

Zea mays, S. officinarum,
Coffea arabica

T. arundinaceae, C. nervosa T.

raynaliana

S. lycopersicum, Coffea
arabica

Saccharum officinarum

Brassica juncea, Zea mays,
Lycopersicon esculentum

Salix caprea

Lycopersicon esculentum

Mine de cuivre

nif+, nod+, acdS, bral/R et formation de nodules

nif+, acdS, bral/R, PGP, Remédiation des sols

Production d'ACC déaminase, d'AlA, de sidérophores, solubilisation du
phosphate et tolérance aux fortes concentration en Ni, Co, Cr, Mn

nif+, acdS, bral/R, Remédiation des sols

PGP

Production d’ACC deaminase, AIA, siderophore, solubilisation des
métaux, solubilisation du phosphate, PGP et de I'accumulation de métaux

Production d’ACC deaminase, siderophore, PGP, réduction des
concentrations en métaux

PGP et réduction des concentrations en métaux (Ni)

PGP, tolérance aux métaux, production d’AlA, d’ACC déaminase et de
sidérophores, Phytoremédiation

(Moulin et al., 2001 ; Vandamme et
al., 2002)

(Coenye et al., 2001)

(Gonin etal., 2013 ; Guentas et al.,
2016)

(Bramer et al., 2001 ; Goris, 2004)

(Paungfoo-Lonhienne et al., 2014)

(Jiang et al., 2008)

(Kuffner et al., 2010)

(Madhaiyan et al., 2007)

(Fan et al., 2015 ; Huang et al.,
2013)

Note : nif+ : présence des génes nifH, nod+ :

nodulation vérifiée sur la plante, acdS : présence du geéne codant pour I’ACC déaminase, bral/R :

présence du Bral/R QS system, EPS : exopolysaccharides et PHA : polyhydroxyalcanoates, PGP : promotion de la croissance des plantes
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L’occurrence de Burkholderia a I’intérieur des tissus d’AMF a cependant été reportée (Bianciotto
etal., 2000, 1996a ; Minerdi et al., 2002). Plus récemment, une bactérie solubilisatrice de phosphate
appartenant au genre Burkholderia a été isolée d’hyphes de Rhizophagus irregularis (Taktek et al.,
2015).

Curtobacterium

Au niveau de I’interaction avec des AMF, il n’existe pour I’instant qu’une seule étude ayant
montrée une interaction positive entre une bactérie appartenant au genre Curtobacterium et un
AMF. Long et al. (2017) ont isolé une souche de Curtobacterium a partir de spores de Gigaspora
margarita. Les auteurs ont montré que cette co-inoculation augmentait la colonisation
mycorhizienne et la croissance de la plante. Ils ont expliqué ce phénomene via la faculté de la
souche a dégrader la chitine, 1’un des composants principaux de la paroi des spores, ce qui

améliorait la germination des spores.

1.8. Contexte néo-calédonien
1.8.1. Contexte géographique

L’archipel de la Nouvelle-Calédonie (Fig 1.6) se situe dans le Sud-Ouest de 1’Océan
Pacifique a environ 1500 km a I’Est de 1’ Australie et a 1800 km au Sud de la Nouvelle-Zélande. I
est constitué d’une ile principale (La Grande Terre), entourée au Nord par les iles Bélep, au Sud
par I1le des Pins et a I’est par les iles Loyautés. La Grande Terre orientée Nord-Ouest/Sud Est
s’étend sur environ 450 km de long et 50 km de large. Les cotes Est et Ouest sont séparées par une
chaine de montagne dominée par le Mont Panié avec une altitude de 1628m. Un tiers de la surface
de I’archipel est recouvert par des substrats ultramafiques (Fig 1.6) qui est une résultante de

I’histoire géologique particuliére de la Nouvelle-Calédonie (Pelletier, 2006 ; Spandler et al., 2005).
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Fig 1.6 Carte de la Nouvelle-Calédonie avec en rouge la répartition des substrats ultramafiques

1.8.2. Histoire géologique

La description de cette histoire géologique est tirée des travaux de Spandler et al. (2005).
L’archipel de la Nouvelle-Calédonie est la résultante d’une succession de phénomenes
géologiques, qui ont débuté il y a environ 90 Ma. Au Permien — début Crétacé la séparation d’un
morceau de crolite continentale du supercontinent Gondwana suite a 1’ouverture de la mer de
Tasman donne naissance a un fragment (ou se déposent des sédiments d’origine volcanique) qui
dérive vers I’Est. Durant cette dérive, ce fragment de crolte continentale va étre immerge
profondément entrainant une accumulation de sédiments pélagiques marins. A I’Eocéne, I’ile a
subi un événement géologique important, en effet un phénomene de subduction de la Grande Terre
sous la plaque Pacifique, associé a un phénomeéne d’obduction (du fait des différences de densités
entre les croutes océaniques et continentales) va entrainer la remontée de la Grande Terre. Ce
mécanisme va emporter des morceaux de la lithosphére océanique qui est a 1’origine des roches et
des sols ultramafiques. A la fin de I’Eoceéne, ce feuillet de roches ultramafiques a été altéré et érodé

entrainant sa fragmentation en plusieurs massifs que 1’on observe actuellement.
1.8.3. Diversité floristique retrouvée sur ces sols

La flore vasculaire de Nouvelle-Calédonie comprend 3371 espéces de plantes autochtones
et son taux d’endémisme est d’environ 75% (Morat et al., 2012). Compte tenu de sa faible

superficie (19 100 km?), la Nouvelle-Calédonie présente une forte richesse spécifique (Jaffré et
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L’Huillier, 2010 ; Morat et al., 2012). On retrouve par exemple six cents espéces végétales dites
micro-endémiques dont trois cents n’existant que sur une localité (Wulff, 2012). L’ile est
également reconnue comme étant un des lieux concentrant une des plus importantes flores
métallophytes du monde (plantes pouvant se développer sur des sols riches en métaux
phytotoxiques). La flore de Nouvelle-Calédonie demeure cependant encore « méconnue », en effet
seulement 65% des espéces actuellement décrites ont fait I’objet d’une révision récente, postérieure
a 1967 (Morat et al., 2012). Une part de la grande biodiversité vegétale se retrouve sur sols
ultramafiques, ou la flore est plus riche que la flore de I’ensemble des autres substrats geologiques
(94,6% des plantes vasculaires inféodées strictement aux substrats ultramafiques sont endémiques
a la Nouvelle-Calédonie) (Isnard et al., 2016 ; Morat et al., 2012). Les contraintes édaphiques ne
sont pas les seuls facteurs responsables de cette biodiversité unique, elle s’explique également par
les variations de I'environnement (topographie, pluviométrie, altitude, température) et I'isolement

géographique (Isnard et al., 2016).
1.8.4. Exploitation miniére et impact sur I’environnement

L'accroissement de la population mondiale et le développement économique des pays
émergents ont conduit a une augmentation continue des besoins en énergies et en matiéres
premieres. Pour le nickel, en 2018 les prévisions indiquaient par exemple que la demande excédait
I’offre (2.206Mt (mégatonne) produites et 2.259Mt consommees) avec une tonne de nickel qui
s’échangeait en Février 2018 Iégérement au-dessus de 13 400 dollars au London Metal Exchange

(International Nickel Study Group, 2018, https://insg.org, page consultée en Février 2018). La

Nouvelle-Calédonie abrite entre 20 et 25% des ressources en nickel du monde, ce qui la classe
parmi les plus grands producteurs de nickel au monde. En Nouvelle-Calédonie, I’exploitation par
excavation des massifs ultramafiques comme source de minerai de nickel impacte fortement les
écosystemes terrestres et menace leur équilibre biologique (L Huillier et Jaffré, 2010). L’impact
de ces activités s’exprime par des zones dénudées, sans couvert végétal, avec des marques
d’érosion importantes (Fig 1.7). A cela, viennent s’ajouter, des perturbations des régimes hydriques
et des transports de matériaux sur les pentes et dans les cours d’eau entrainant une pollution ainsi
qu’une perte de la biodiversité. Cette derniere est principalement due aux décapages des horizons
de surface, aux recouvrements par des déblais terreux mais également a la pollution des cours d’eau

(Jaffré et L’huillier, 2010). Les risques de pertes de biodiversité sont d’autant plus importants que
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ces milieux touchés par 1’activité minicre se trouvent déja dans une situation critique de part, leur
faible étendue naturelle, leur fragmentation et leurs taux d’endémisme élevés (Jaffré et al., 2004 ;
L’Huillier et Jaffré, 2010). En 2006, il a été estimé que, depuis le début des exploitations, 22 000
hectares avaient été impactés par 1’activité miniére soit 1,2% de la surface de la grande Terre

(L’Huillier et Jaffré, 2010).

Fig 1.7 Impacts de l'activité miniere sur lI'environnement, a. Usine de Vale a Goro ; b. Mine
orpheline, massif du Koniambo ; c. Ancienne mine sur la Cote Est ; d. Ancienne exploitation
miniere sur la Céte Ouest (dimenc.nc)

Historique de ’exploitation miniére en Nouvelle-Calédonie

L’histoire du nickel en Nouvelle-Calédonie débute en 1864 suite a la découverte par Jules
Garnier d’une roche alors inconnue constituée de silicate de nickel et de magnésium qui sera
nommeée plus tard « Garniérite ». L’exploitation du minerai de nickel a débuté en 1873 et jusqu’en
1920, il s’agissait principalement d’une exploitation dans des galeries souterraines. Depuis 1920,
cette exploitation se fait principalement sur mines a ciel ouvert ; ce qui nécessite le décapage de la
végeétation et des horizons de surface a trop faible teneur en nickel. Ces horizons décapés
constituent les stériles miniers qui sont déplacés et stockés. A partir de 1950 et suite a la

mécanisation des techniques d’exploitation, I’intérét s’est porté sur des gisements garniéritiques
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retrouvés sous d’importants recouvrements latéritiques. Les stériles miniers plus conséquents
¢taient déversés dans les talwegs et sur les flancs de montagne. Ces techniques d’extraction et de
stockage des stériles ont ensuite évoluées dans le milieu des années 70 grace a une prise de
conscience des dégats importants qu’engendraient les exploitations miniéres sur 1’environnement
(Pitoiset, 2015). Désormais, 1’érosion est controlée par une meilleure gestion des eaux de surface

et la restauration des zones décapées (L’ Huillier et Jaffré, 2010).
Leégislation

En Nouvelle-Calédonie, les premiers textes sur la réglementation miniére datent de 1870
mais ne traitaient pas des questions environnementales. C’est en 2008 que le schéma de mise en
valeur des richesses miniéres a été adopté au congres de la Nouvelle-Calédonie et a abouti a la mise
en place du code minier en vigueur depuis 2009. Ce texte regroupe 1’ensemble des régles
concernant 1’exploitation des principaux minerais de la Nouvelle-Calédonie. Différents points qui
attraient a I’environnement apparaissent dans ce texte notamment « 1’obligation de fournir une
¢tude d’impact avant exploitation », « la constitution par 1I’exploitant d’un schéma de réhabilitation
des zones dégradées » ou encore « 1’obligation de réparation des dégradations dues a 1’activité
miniére par la constitution préalable de garanties financieres destinées a assurer la remise en état
et la réhabilitation des zones dégradées ». D’autres outils de réglementation sont en place comme
le fond Nickel, adopté en 2009 par le gouvernement de la Nouvelle-Calédonie et les provinces
Nord et Sud, qui a pour but d’aider les sociétés minieres en cas de crise et de réhabiliter les anciens

sites miniers (L huillier et al., 2010).

1.8.5. Restauration écologique en Nouvelle-Calédonie

La restauration écologique réalisée en Nouvelle-Calédonie se traduit par la mise en place
d’un couvert végétal qui va permettre d’une part de réguler les débits hydriques et diminuer ainsi
I’érosion et d’autre part de limiter les impacts paysagers dus a 1’exploitation miniere. Le principe
préconisé consiste a amorcer le processus de succession primaire ou a accélérer le processus de
succession écologique secondaire. Cette technique se fait par I’implantation d’especes pionnieres
qui sont des especes capables de s’implanter en pleine lumiére sur des substrats dénudés. Ces
especes sont destinées a former une premiere couverture vegétale qui doit ensuite favoriser

I’implantation d’especes plus variées. Cette seconde couverture devra permettre d’amorcer les
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processus de succession végétale permettant a terme la restauration d’un couvert végétal plus
complexe et plus diversifié (L huillier et al., 2010) et d’assurer la stabilité des agrégats du sol
(Demenois et al., 2017b). Les premiers essais de revégétalisation en Nouvelle-Calédonie datent de
1971, et utilisaient des especes a croissance rapide (i) exotiques (Pin des Caraibes, Acacias
australiens, Poacées diverses) et (ii) locales (Acacia spirorbis, Casuarina collina). L’objectif était
la mise en place rapide d’une couverture végétale pour diminuer la lixiviation des nutriments et
augmenter la fixation d’azote par I’intermédiaire des symbioses fixatrices d’azote (Cherrier, 1990).
Ces essais, n’avaient pas pour but la restauration des écosystemes historiques. Suite a de nombreux
¢échecs, les essais suivants, se sont appuyés sur les travaux de botanique et d’écologie végétale
(Jaffré, 1980 ; Jaffré et Latham, 1976, 1974 ; Woodell, 1988) qui ont permis d’identifier des espéces
endémiques pionnieres ce qui a conduit a I’¢laboration d’une liste d’espéces locales plus adaptées
a la restauration (Jaffré et al., 1997). Cet inventaire a permis de diminuer 1’utilisation des espéces
locales a caractére grégaire ainsi que [’utilisation des espéces exotiques, potentiellement
envahissantes. Aujourd’hui, 120 espéces végétales sont utilisées en revégétalisation (Wulff et al.,
2010). Ces dix derniéres années des travaux portant sur I’amélioration de la restauration des sites
miniers et notamment sur une meilleure compréhension du fonctionnement de 1’interface sol/plante
ont été financés par le CNRT (Centre National de Recherche Technologique), organisme de soutien
a une recherche fondamentale et appliquée sur le Nickel et son environnement

(http://www.cnrt.nc/). Ces différents projets ont notamment abouti a 1’édition d’un guide

d’utilisation des topsoils (disponible en ligne : http://www.cnrt.nc/wp-
content/uploads/2018/12/CNRT-Tome-ENV-2018-GUIDE-TOPSOIL-projet-ECOMINE-

Edition.pdf), ou encore a la mise en place d’un indicateur de réussite de la restauration en se basant

sur une analyse des expérimentations et actions de restauration écologique réalisées sur sites
miniers depuis 30 ans (Projet RECOSYNTH).

1.8.6. Rhizobacteries promotrices de la croissance des plantes en Nouvelle-
Calédonie
En Nouvelle-Calédonie, peu de travaux ont été réalisés sur les PGPR. Dans la littérature,
les premiers travaux répertoriés sont la these de doctorat de Sylvia Mercky et les publications
scientifiques associées (Mercky, 1999, 1998). Ces travaux ont montré qu'il existait un certain

nombre de souches qui présentent des propriétés promotrices de la croissance des plantes et
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potentiellement intéressantes a utiliser en agronomie ou en restauration écologique. Ces travaux
ont également souligné la nécessité d’acquérir des connaissances sur la microflore bactérienne des
sols ultramafiques plutot que d’introduire des espéces exogenes connues. Plus récemment, des
études concernant les communautés bactériennes associées aux plantes des massifs ultramafiques
de Nouvelle-Calédonie (Gensous, 2014 ; Gonin et al., 2013 ; Guentas et al., 2016 ; Hery et al., 2003
; Klonowska et al., 2012 ; Lagrange, 2009) ont souligné la nécessité de prendre en compte les
interactions plante/bactérie dans la rhizosphére pour les stratégies de revégétalisation. Ces travaux
ont mis en avant la nécessité d’une meilleure connaissance (i) des communautés des especes
microbiennes du sol (ii) des mécanismes d’adaptation de ces microorganismes face a la contrainte
¢daphique, (iii) du mode de fonctionnement de I’interface sol/plante lors de la contrainte édaphique
ainsi que (iv) de I'utilisation des plantes endemiques dans les programmes de revégetalisation. Les
travaux de Gensous (2014) ont montré qu’une co-inoculation PGPR/AMF pouvait entrainer une

complémentarité des effets bénéfiques sur les plantes.
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2. Chapitre 2 Role du biofilm et des exopolysaccharides dans
I’adaptation a la toxicité métallique de Caballeronia
novacaledonica comb. nov. et de Paraburkholderia
ultramafica comb. nov., isolées des sols ultramafiques de

Nouvelle-Calédonie
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Introduction

En 2016, la caractérisation des souches appartenant au genre Burkholderia a été réalisée et
a permis d’identifier deux nouvelles espéces bactériennes Burkholderia novacaledonica
STM102727 et Burkholderia ultramafica STM10279" (Guentas et al., 2016). Gonin et al., (2013)
ont montré que ces souches présentaient une adaptation aux conditions edaphiques des sols
ultramafiques. Pour aller plus loin, différents mécanismes de résistance aux métaux
(bioaccumulation, biosorption, production de biofilm et d’exopolysaccharides) ont ét¢ investigués.
La compréhension de ces mécanismes de résistance est primordiale, car ils peuvent étre directement

liés aux quantités de métaux retrouvées dans les plantes (Etesami, 2018 ; Koechler et al., 2015).

Le chapitre 2 est présenté sous la forme d’un article scientifique. Cet article a été soumis
dans la revue Journal of Microbiology. Il présente les mécanismes mis en place par B. ultramafica
STM10279" et B. novacaledonica STM102727 face aux métaux et le role de ces bactéries dans
I’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. Ces roles potentiels ont été mis en évidence par
la réalisation d’une expérimentation en serre sur Tetraria comosa, plante pionniere des maquis

miniers, utilisée dans les programmes de restauration écologique.

La taxonomie au sein du genre Burkholderia est en constante évolution (Estrada-de los
Santos et al., 2018). Parmi les especes de Burkholderia reclassées, on retrouve celles présentant les
séquences génétiques de la sous-unité 16S de I'ARN ribosomal les plus proches de B. ultramafica
STM10279" et B. novacaledonica STM102727. 11 s’agit pour B. ultramafica STM10279" de B.
ginsengisoli KMY03™ (Kim et al., 2006) et B. terricola R8118" (Goris et al., 2002) qui ont été
reclassés dans le genre Paraburkholderia et pour B. novacaledonica STM10272"7 de B.
zhejiangensis OP1" (Lu et al., 2012) et B. grimmiae R27T (Tian et al., 2013) reclassées dans le
genre Caballeronia. La reclassification de ces espéces suggére que B. ultramafica STM102797 et
B. novacaledonica STM10272" devraient donc étre reclassées.

L'intégralité des expérimentations ont été réalisées par moi-méme, avec l'aide d'une
stagiaire de deuxiéme année de licence que j'ai encadré (F. Cussoneaau), mis a part I’obtention et
I’analyse du spectre infrarouge de I’EPS de B. ultramafica STM10279" Différents collaborateurs
sont toutefois intervenus pour I'encadrement des expérimentations sur la formation de biofilm et

sur la I’obtention et I’analyse des spectres infrarouges de I’EPS.
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Abstract
In New Caledonia, one third of the main island is covered by ultramafic soils characterized

by high levels of metals and low levels of essential plant nutrients. Application of metal tolerant
bacteria plays an important role in plant adaptation to edaphic constraints as they help to evade
metal-induced toxicity in plants. In this study, metal profiles tolerance of Burkholderia ultramafica
STM10279" and B. novacaledonica STM102727, isolated from New Caledonian ultramafic soils
were investigated. We intended to determine the mechanisms evolved by these bacteria to face
metal toxicity and their implication on the metal adaptation of Tetraria comosa, an endemic pioneer
herbaceous species growing on New Caledonian ultramafic soils. All experiments were conducted
in comparison with Paraburkholderia caribensis MWAP64" isolated from a non-ultramafic
habitat. The two ultramafic bacterial species showed a significant higher tolerance to metals
compared to P. caribensis MWAP64T with a Ni-ICso particularly high for B. ultramafica
STM10279" (31 mM). Investigation of the mechanisms involved in Ni tolerance showed that the
main mechanisms were the formation of biofilm and the production of an acidic exopolysaccharide
recognized as metal chelator respectively for B. novacaledonica STM102727 and B. ultramafica
STM10279". Both species alleviated metal concentrations in T. comosa on ultramafic soils to a
various extent. Finally, considering (i) their metal tolerance profile, (ii) their effect on T. comosa
and (iii) their phylogenetic traits based on a multi locus sequence analysis and DNA G+C contents,
we propose to transfer B. novacaledonica STM102727 and B. ultramafica STM10279" to the genus

Caballeronia and Paraburkholderia respectively.

Key words: Caballeronia; Paraburkholderia; Biofilm; Exopolysaccharides; Nickel; Plant metal

alleviation
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2.1. Introduction
Ultramafic soils (also known as serpentinic soils) are resulting from weathering and
pedogenesis of ultramafic bedrocks (Brooks, 1987). These soils are characterized by (i) the
dominance of iron oxides with high levels of potentially toxic metals including Ni, Co, Cr and Mn,
(i) low levels of major plant nutrients such as N, P, and K, and (iii) a strong unbalanced Ca/Mg
ratio (<1) (Brooks, 1987). This a priori disadvantageous substrate constitutes a specific habitat
which frequently hosts unique plant communities and “clusters” of biodiversity consisting of

restricted and endemic taxa (Chiarucci and Baker, 2007; Kazakou et al., 2008).

In these extreme edaphic conditions, plants have developed several adaptive mechanisms
such as (i) slower growth (ii) ability to limit Mg absorption, and (iii) strategies to tolerate high
metal concentrations (Kazakou et al., 2008). Among these strategies, the association with specific
bacteria has been described to play a key role in plant adaptation to harsh edaphic conditions
(Rajkumar et al., 2009). Recently, metal tolerant bacteria have been shown to reduce the
bioavailability of metals and thus to alleviate their toxicity to plants exposed to metal stress

(Etesami, 2018).

The study of microbial communities from ultramafic soils led to the identification of new
metal tolerance strains and species (Guentas et al., 2016; Mengoni et al., 2001; Pal et al., 2007;
Stoppel and Schlegel, 1995). Mengoni et al. (2010) suggested that ultramafic soil provide a niche
to well adapted metal-tolerant bacteria. Metal tolerant-bacteria show a wide panel of responses
towards metals such as biosorption, bioaccumulation, precipitations, chelation, biofilm production,
exopolysaccharides (EPS) production or metal transformation; thereby reducing metal toxicity

towards themselves (Bruins et al., 2000; Etesami, 2018; Gupta and Diwan, 2017).
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In New Caledonia, a tropical archipelago in the South Pacific Ocean, one third of the main
island is covered by ultramafic soils. As a result, about 89% of the vascular flora growing on these
soils are endemic (Morat et al., 2012). However, ultramafic settings are exploited for economically
valuable ores like Ni, Co and Cr (Pascal et al., 2008) classifying New Caledonia among the
biodiversity hotspots (Myers, 2003; Myers et al., 2000). Although the interest of bacteria of New
Caledonian ultramafic soils is recent (Amir and Ducousso, 2010), high richness and phylogenetic
diversity are found on New Caledonian ultramafic soils (Chaintreuil et al., 2007; Gonin et al.,

2013; Herrera et al., 2007; Klonowska et al., 2012).

Recently, two new Burkholderia species (Burkholderia novacaledonica and B. ultramafica)
isolated from roots of three tropical endemic herbaceous pioneer plants, Tetraria arundinacea (ex
Costularia arundinacea), T. pubsecens (ex Costularia pubescens; Larridon et al., 2018a) and
Chamaedendron nervosa (ex Costularia nervosa; Larridon et al., 2018b), growing on ultramafic
soils in New Caledonia have been characterized (Guentas et al., 2016). These two species showed
tolerance to high levels of the metals found in New Caledonian ultramafic soils (Gonin et al., 2013).
However differences according to species can be underlined, suggesting the existence of different

mechanisms involved in bacterial adaptation to the ultramafic constraint.

Considering the potential role of these metal tolerant bacteria in plant adaptation to
ultramafic conditions, we investigated the mechanisms involved in metal tolerance of B.
ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM10272T in comparison with
Paraburkholderia caribensis MWAP64" (Basonym Burkholderia caribensis) isolated from a non-
ultramafic habitat (Achouak et al., 1999). The greenhouse experiment was undertaken on Tetraria

comosa (Cyperaceae) a pioneer species used in restoration programs (Wulff et al., 2010).
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Moreover, considering the taxonomic revision carried out in Burkholderia clade which has
led to split Burkholderia (sensu lato; s.I) genus in six genera corresponding to Burkholderia (sensu
stricto; s.s) and the newly genera Paraburkholderia, Caballeronia, Mycetohabitans, Trinickia and
Robbsia (Beukes et al., 2017; Dobritsa and Samadpour, 2016; Estrada-de los Santos et al., 2018;
Gyaneshwar et al., 2011; Lopes-Santos et al., 2017; Sawana et al., 2014), a phylogenetic analysis
was carried out in order to reconsider the B. novacaledonica STM10272" and B. ultramafica

STM10279" taxonomic positions.

2.2. Materials and Methods

2.2.1. Bacterial species and phylogenetic analysis

Description of plant sampling and bacterial strains isolation were performed by Gonin et
al. (2013). Full description of B. novacaledonica STM10272" and B. ultramafica STM10279 T
including morphological, biochemical and molecular characterization was carried out by Guentas
et al. (2016) and are reported in Table S2.1 According to Gonin et al. (2013), the two species
isolated from ultramafic soils, tolerate edaphic constraints such as low pH, unbalanced Ca/Mg ratio

and high metals concentrations (Table S2.2).

The multilocus sequences analysis (MLSA) based on 16S rRNA, gyrB and recA gene
sequences was done using the nucleotide sequences of the two species published by Guentas et al.
(2016). Phylogenetic analyses were carried out as previously reported by Bomtemps et al. (2016)
and Klonowska et al. (2012). A set of sequences belonging to a same molecular marker (16S rRNA,
gyrB or recA, see Table S2.3 for accession numbers) was aligned using Multalin INRA (Corpet,
1988). Every phylogenetic analysis included a set of reference DNA sequences belonging to the
same bacterial genus. Phylogenies were inferred by the maximum likelihood (ML) method using

PhyML (Guindon et al., 2010). Bootstraps analyses were performed using 1,000 replicates for ML
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using the phylogeny.fr software package (Dereeper et al., 2010, 2008). Concatenated phylogenetic
trees were inferred from concatenated sequences obtained with Sea View software (Galtier et al.,
1996). Concatemers were obtained by juxtaposing the DNA sequences of the 16S rRNA, gyrB and
recA genes. Individual phylogenetic trees for each gene were also generated (FigS2.1, S2.2, and

52.3).

2.2.2. Test for tolerance to metal (Inhibition Concentration 50; 1C50)

Determination of the metal tolerance (ICso) was performed in aerobic conditions onto
microplates (sterile transparent 96 wells PS flat bottom, Greiner) in Lysogenic Broth Lennox
medium (LB, tryptone: 10 g L%, yeast extract: 5 g L%, NaCl: 5g L't; CONDA, Spain) supplemented
with different metals concentrations (three replicates by plate) as suggested by Chien et al. (2013).
For these experiments, 1 M metal stock solutions were prepared from solid salts (NiSO4-6H20 for
nickel, CoCl,-6H-0 for cobalt, K.Cr>O7 for chromium and MnSO4-H20 for manganese). To avoid
metal precipitation in the assays (Hartley et al., 1997), these stock solutions were sterilized
separately. Each well was filled with 20 pL of an overnight bacterial culture adjusted to optical
density at 600 nm equal to one (ODegoo: 1, that is approximately equal to 108 CFU mL?) and 180
ML of broth tested. The plate was incubated at 28°C under 125 rpm orbital shaking in microplate
incubator reader (EPOCH 2 microplate reader; BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA).
Cell growth was monitored by measuring the ODegoo every hour during 48h. The experimentations
were done at least twice independently. According to the metal available concentration found in
New Caledonian ultramafic soils (Pasquet et al., 2018), metals concentration tested ranged from
0.5 to 100 mM for Ni and Mn and from 0.01 to 50 mM for Co and Cr. The strain growth rates (u)

were determined for each concentration. A sigmoid dose—response curve was obtained by plotting
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growth rate against metal concentrations and 1Cso values were determined using GraphPad Prism

software (version 6, GraphPad Software, La Jolla California USA).

2.2.3. Ni biosorption and bioaccumulation

The metal adsorbed on the surface of the bacterial cell and the metal accumulated inside the
cell were performed according to Giovanella et al. (2017) with modifications as follow. A primary
culture was done by inoculating 10 mL of LB Lennox medium by one colony of the chosen bacteria
and incubated for 24h at 28°C at 125 rpm. A culture (25 mL) inoculated at ODsoo: 0.1 by a primary
culture was incubated at 28°C, 125 rpm for 24h then the culture was artificially contaminated by
adding aseptically Ni such that Ni reach a final concentration of 1 mM, 5 mM and 50 mM. After
24h, 1 mL sample were removed from the culture and centrifuged at 13,000 rpm during 10 min
(Sigma, 2-16K). The pellet was washed thrice in sterile deionized water to remove free metal ions,
and finally suspended in 1 mL sterile deionized water. The ODgoo Was read and the CFU mL* of
the inoculum was carried out. To determine Ni accumulation in the cell walls and intracellular
spaces of these bacteria, another aliquot (1 mL) was centrifuged at 13,000 rpm during 10 min, the
pellet was washed with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 10 mM, pH: 6.5) for the
desorption of Ni from cells surface, centrifuged and re-suspended in 1 mL sterile deionized water.
Finally, the total amount of Ni accumulated intracellularly (bioaccumulation) and sorbed on the
cells (biosorption) was determined by digesting the 1 mL aliquots in a nitric acid (69%, 1 mL) and
hydrogen peroxide (30%, 0.5 mL) solution during one night at room temperature. The digested
samples were then adjusted to 10 mL with deionized water and the Ni content in the final solution
was quantified by Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES, Varian,
Varian 730-ES, Palo Alto, USA) at Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA-US IMAGO-

IRD, New Caledonia). The amount of Ni accumulated intracellularly (bioaccumulation) was
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determined by subtracting the Ni content adsorbed on the cell walls (biosorption) from the total Ni

amount.

2.2.4. Biofilm formation assay

Biofilm formation assay was performed on microtiter plate (O’Toole, 2011). Aliquots of 90
pL of LB culture medium supplemented with different Ni concentrations were loaded into 96-well
microtiter plates (sterile transparent 96 wells PS flat bottom, Greiner). Well were inoculated with
10 pL of a 48h primary culture adjusted at an ODeoo: 1. For these experiments, a non-inoculated
LB medium was used as the negative control, whereas an inoculated LB culture medium without
Ni was used as the positive control. After, 24h, 48h, and 72h of incubation at 28°C without
agitation, the medium and the non-adhering bacteria biofilm were eliminated by simple inversion
and each well was washed three times with 100 uL of sterile deionized water. The microplates
were then dried at 50°C for 30 min. The cells from the adhering biofilm were dyed with 100 pL of
0.02% crystal violet (CV) solution (30 min at room temperature). The excess of dye was removed
by simple inversion and the biofilm was washed three times with 100 L of sterile deionized water
at each wash. The microplates were dried at room temperature during 10 min before resuspending
CV by adding 200 pL of 95% ethanol solution. After 10 min orbital shaking at 125 rpm, the content
of each well was transferred into a new microplate and the ODsgo Was read with a microplate reader
(EPOCH 2 microplate reader; BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA). The results
obtained were then transformed into a quantification of biofilm formation by calculating the
average absorbance of six replicates for each species and for each concentration and dividing by
the average absorbance of the blank (without bacteria). The results expressed as this ratio can be

considered as non-dependent from the non-specific coloring of the surface of the wells of the
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microplates by the CV. Following this procedure, biofilm formation was considered to have

occurred when the ratio is greater than two (Brian-Jaisson, 2014).

2.2.5. Quantification of biofilm production

Since the concentration of bioavailable Ni frequently reaches 1 mM in ultramafic soils,
especially in the rhizosphere, from New Caledonia (Amir and Pineau, 2003) quantification of
biofilm production was carried without Ni and at 1 mM of Ni. The biofilm was visualized by
confocal laser scanning microscopy (CLSM) after biofilm formation in 24 wells glass bottom
opaque black screening plate (SensoPlate, Greiner Bio-One). For these experiments, a 24h primary
culture was first adjusted at a 0.1 ODeoo in LB medium and used to inoculate a 24-wells microtiter
dish (1 mL per well). The microtiter dish was then incubated for 24h and the biofilms were stained
for 10 min with 1% of Syto 61 red fluorescent nucleic acid strain (5 mM, Molecular Probes, USA).
CLSM observations were performed with a TCS-SP2 microscope (Leica Microsystems,
Heidelberg, Germany), using a 63x immersion objective. The excitation and Emission wavelengths
for Syto 61 Red were set at 633 nm and 645 nm, respectively. The images collected by confocal
stacks were processed using Leica Confocal Software and the biovolume, thickness and substratum

coverage of biofilms were quantified with COMSTAT (Heydorn et al., 2000).

2.2.6. EPS production and its gross chemical composition

Regarding its ability to produce an EPS (Achouak et al., 1999), P. caribensis MWAP64"
was used as a positive control in order to approve the experimental design. EPS production was
quantified after 96h of culture at 28°C under 125 rpm orbital shaking in minimum broth medium
(MB; KH2PO4 -3H,0, 0.66 g L*; NaCl, 50 mg L*; MgSO; -7 H.0,10 mg L%; FeCls 4 mg LY
CaCl,,40 mg L1) supplemented with glucose (30g L™). In order to produce biomass, eight liters of

LB were inoculated using a 48h grown culture (800 mL; 28°C, 125 rpm orbital shaking). After 72h
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of incubation (28°C, 125 rpm orbital shaking), the biomass was recovered by centrifugation at
9,000 rpm during 25 min (Sorvall RC5C Centrifuge, DuPont) and washed once with sterile
deionized water. Cells were transferred at 28°C in 10 L reactors containing 8 liters of MB medium
supplemented with glucose (3% w:v). The bacteria were removed from the medium by
centrifugation at 9,000 rpm during 25 min. The supernatants were collected and the EPS were
purified by ultrafiltration on a 100,000 cut-off Sartorius NMWCO membrane and immediately

freeze-dried.

The biochemical composition of the EPS was determined by the following colorimetric
methods: (i) for protein content, bovine serum albumin was employed as a standard using the
Lowry method (Lowry et al., 1951), modified by Smith et al. (1985) and Brown et al. (1989); (ii)
for sugar content, glucose was employed as a standard using the method described by DuBois et
al. (1956) and completed by Chaplin (1986), and (iii) for uronic acids content, glucuronic acid was
the standard using the Blumenkrantz and Asboe-Hansen method (Blumenkrantz and Asboe-

Hansen, 1973), modified by Filisetti-Cozzi and Carpita (1991).

In addition to the above-mentioned colorimetric methods, infrared spectroscopy was used
to complete the biochemical characterization of EPS. The infrared spectrum of the freeze-dried
EPS was recorded using a Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrometer Frontier TM (Perkin
Elmer) at the spectroscopy lab of the IRD center in Noumea (New Caledonia). This spectrum
corresponds to an average of four successive spectra that were collected in Attenuated Total
Reflectance (ATR) mode (diamond crystal) over the 500 cm™ - 3500 cm™ range with a 4 cm™

resolution.
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2.2.7. Effect of microbial inoculation in plants under ultramafic conditions

Seeds from Tetraria comosa were provided by SIRAS Pacifique (Noumea, New
Caledonia). Germination occurred on a compost amended ultramafic soil composed with (i) 2mm
sieved colluvial lateritic soil (ferralsol) sampled in Plum area in New Caledonia (22°16°59°’S,
166°39°12”’E) and (ii) commercial compost (4:1 v/v). Characteristics of the ferralsol are: coarse
sand, 39.4%; fine sand, 22.1%; silt-clay, 37.2%; pH H20, 5.9; pH KCI, 5.6; total C, 42.1 g kg*;
total N, 2.2 g kg%; total P, 147 mg kg*; available P (Mehlich), 3 mg kg*; total Ca, 1.06 g kg™*;
total Mg, 5.08 g kg*; Ca/Mg, 0.207. Metals concentrations of the ferralsol are as follows: Co, 0.87
g kg?; Cr,22 gkg?; Fe, 348 g kg?; Mn, 10 g kg?; Ni, 5.6 g kg and available metal extracted by
dimethylene triaminopentaacetic acid (DTPA) are as follows: Coprea, 68 mg kg™ ; Crorea, 0.17
mg kg!; Feptra, 71 mg kgt; Mnptea, 1.1 g kg; Niptea, 130 mg kgt. The composition of
commercial compost is as follows: N, 1.7 mg g%; Piotat, 150 mg kg; Poisen, 7 mg kg %; K, 139 mg
kgt (Terreau universel, Agrofino, France). The compost amended ultramafic soil was autoclaved
three times at 120°C for 1 h, with an interval of 24 h before being used in the greenhouse
experiment. Although, T. comosa was able to develop on ultramafic soil in natural condition, the
addition of this commercial compost to the ultramafic soil was necessary because the growth of the
plantlets of T. comosa could be inhibited under greenhouse condition in a pure sterile lateritic
topsoil (Lagrange et al., 2011).

The inocula for pot trial were prepared as follows: A pre-inoculum was performed as
described previously (8 2.3). After 2 days, the aerobic cultures were used to inoculate 100 mL of
LB media at an ODeoonm Of 0.1. After three days at 28°C under orbital agitation (125 rpm), the cells
were pelleted by centrifugation (SIGMA®, 2K15, 5,000 g, 20 min), washed twice with sterile

deionized water and then re-suspended in sterile deionized water at a bacterial concentration
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between 107 and 108 CFU mL™* (corresponding to a 0.5 ODeoo), as suggested by Larcher et al.
(2003). The purity and the concentration of the inoculum were carried out a bacterial count on LB
agar plate.

After two months, seedlings were washed with sterile water to remove any contaminants
and were transplanted into one liter’s plastic containers filled with the compost amended ultramafic
soil described above. A 5 mL bacterial inoculum was applied on roots of each plantlet during
transplantation in one liter’s pots. The same volume of sterilized water was applied to a control set
of plants. A set of 15 plants were inoculated per treatment. Plants were grown under greenhouse
conditions as reported in (Lagrange et al., 2011). After the 15 months of growth, the plants were
harvested. Shoot and root biomasses were determined by measuring the dry mass tissue (3 days at
60°C). The 15 samples of plant tissues were pooled by five and ground to powder. The tissue
content of P, K, Ca, Mg, Co, Cr, Mn, and Ni were quantified by ICP OES using Varian 730-ES
spectrometer at the Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA-US IMAGO-IRD, New
Caledonia). Metals concentrations in the plant tissues were used to estimate the percentage of gain
or loss in response to bacterial inoculation. The gain or loss of a metal was calculated as
[(Concentration in the tissue of inoculated plant — Concentration in the tissue of control plant) *
100) / Concentration in the tissue of control plant] (Gonin et al., 2013).

2.2.8. Statistical analysis

All statistical analysis were performed with the R software version 3.3.1 (R Core Team,
2018). All data were analyzed with parametric tests way ANOVA, followed by the Tukey’s HSD;
Honestly Significant Difference test; P < 0.05) or with non-parametric tests (Kruskal-Wallis test;
followed by the Fisher’s LSD, Least Significant Difference test; P < 0.05) when data did not follow

the assumptions of a parametric test.
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2.3. Results

2.3.1. Test for tolerance to metal

The metals ICso determined for the three species are reported in Table 2.1. B. ultramafica
STM10279" and B. novacaledonica STM102727 showed a significant higher tolerance to Co, Mn
and Ni compared to P. caribensis MWAPG64'. For instance, B. ultramafica STM10279" Ni-ICso
value (30.7 + 2.8 mM) was 16 times significantly higher and B. novacaledonica STM102727 Ni-
ICso value (4.8 £ 0.5 mM) was 2.5 times significantly higher than Ni-1Cso value of P. caribensis
MWAP64". Regarding the two ultramafic species, B. ultramafica STM10279" and B.
novacaledonica STM10272" showed significantly different metal tolerance profiles for Cr and Ni.
Indeed, the Ni ICso of B. ultramafica STM10279" was 6.4 times compared to Ni-ICso value of B.
novacaledonica STM102727. Conversely, the Cr ICso of B. ultramafica STM10279" was
significantly lower than Ni-ICso value of B. novacaledonica STM10272". No significant
differences between the two ultramafic Burkholderia species were observed for the tolerance to Co

and Mn.

Table 2.1 Metals ICsp (mM) for Burkholderia ultramafica STM10279, B. novacaledonica
STM10272" and Paraburkholderia caribensis MWAP64T (Mean + Standard Error, n=6).

ICs0 (MM)
Species Ni Co Cr Mn

P. caribensis MWAPG64T 1.9 09t 11 + 01b 02 + 0.1b 111 + 0.9b
B. ultramafica STM10279" 307 + 28a 39 + 09 05 + 01b 324 + 1.6a
B. novacaledonica STM102727 48 + 05b 58 + 09a 15 + 03a 291 + 5K.7a

*Value with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05
using Fisher's (LSD) test.

I+
+
+
+
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2.3.2. Ni biosorption and bioaccumulation

The results on intracellular incorporation and biosorption of Ni on the cell surface for B.
ultramafica STM102797, B. novacaledonica STM10272" and P. caribensis MWAP64" are
presented in Table 2.2. For the three species, the fraction of Ni sorbed at the cell surface was
significantly higher than that incorporated in the cells, except at 5 mM for B. novacaledonica
STM10272" and P. caribensis MWAP64"™ (no significant differences). For B. ultramafica
STM102797, the amounts of intracellular Ni were on average equal to 0.15% of initial Ni at 1 mM,
0.07% at 5 mM and 0.02% at 50 mM, whereas Ni sorbed on the cell surface were on average equal
to 1.55% of initial Ni at 1 mM, 0.33% at 5 mM and 0.10% at 50 mM. For B. novacaledonica
STM102727, the amounts of intracellular Ni were on average equal to 0.92% of initial Ni at 1 mM,
0.57% at 5 mM and 0.02% at 50 mM, whereas Ni sorbed on the cells surface were on average equal
to 1.39% of initial Ni at 1 mM, 0.51% at 5 mM and 0.21% at 50 mM. For P. caribensis MWAP64T,
the amounts of intracellular Ni were on average equal to 1.00% of initial Ni at 1 mM, 0.64% at 5
mM and 0.04% at 50 mM, whereas Ni sorbed on the cells surface were on average equal to 1.91%

of initial Ni at 1 mM, 0.59% at 5 mM and 0.14% at 50 mM.
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Table 2.2 Intracellular Ni and wall surface Ni (uM) for Burkholderia ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM10272" and
Paraburkholderia caribensis MWAP64T (mean + SE n = 3).

Ni B. ultramafica STM10279" B. novacaledonica STM10272" P. caribensis MWAP64"
(mM) Ni content (LM) %* Ni content (UM) % Ni content (UM) %
0 Intracellular 0.56 + 0.04et - 059 =+ 0.07e - 0.69 * 0.14e -
Wall surface 6.49 + 0.68c - 895 + 250d - 546 =+ 1.52d -

1 Intracellular 150 + 0.19de 0.15 9.21 + 0.45d 092 998 + 1.20d 1.00

Wall surface 155 + 4.7b 1.55 13.9 + 1.40c 1.39 191 + 0.9c 1.91

5 Intracellular 3.64 + 0.09cd 0.07 284 + 4.8ab 057 321 = 09ab 0.64

Wall surface 166 + 1.7b 0.33 256 + 7.0b 051 295 + 3.8b 0.59

50 Intracellular 114 + 1.2b 0.02 123 + 2.2cd 0.02 217 += 6.5cd 0.04

Wall surface 51.0 + 3.2a 0.10 104 + 10a 021 690 + 8.0a 0.14

"Value with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05 using Fisher's (LSD) test. *values
correspond to the percentage of nickel found in relation to the quantity introduced
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In order to compare the three species, biosorption of Ni on the cell surface and intracellular
compartment were expressed in uM (10’CFU) . Results are shown in Fig 2.1 and the data used are
reported in Table S2.4. The fraction of Ni inside the cells and on cell wall surface were significantly
lower for B. ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM10272" than for P. caribensis
MWAPG4™. Moreover, significant differences are observed between B. ultramafica STM10279"
and B. novacaledonica STM10272". Major differences appeared at 5 mM initial Ni concentration
of Ni. The mean intracellular Ni content in B. ultramafica STM10279" (0.76 + 0.02 pg (10’CFU)
1y was significantly 430 times lower than the value of B. novacaledonica STM10272" and was
significantly 11 000 times lower compared to the value of P. caribensis MWAP64T. The mean
content on the cells surface in B. ultramafica STM10279" (3.45 + 0.34 pg (10°CFU)?) was
significantly 86 times lower than the value of B. novacaledonica STM10272" and was significantly

675 times lower compared to the value of P. caribensis MWAP64.
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Fig 2.1 Intracellular Ni (a) and wall surface Ni (b) of the three bacterial species. Bars represent means, and error bars represent standard
errors (three replicates). Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 using Fisher's (LSD) test.
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2.3.3. Biofilm formation assay

Biofilm formation by the three species studied in the presence of different Ni concentrations
(0 to 10 mM) and their variation with time are presented on Fig 2.2 and the data used are reported
in Table S2.5. The biofilm production increased with time and this increase was particularly
significant for B. novacaledonica STM10272". The higher values of biofilm were observed at 72h
for the three species. Biofilm formation occurred until 2.5 mM of Ni initial concentration for B.
ultramafica STM10279" and until 1 mM of Ni initial concentration for B. novacaledonica
STM10272" and P. caribensis MWAP64T. Comparison between the three species indicated that
the amount of biofilm formed by B. novacaledonica STM10272" was significantly higher
compared to the values observed for B. ultramafica STM10279" and P. caribensis MWAP64T. The
differences found ranged from 1.8 times, 2.6 times and 3 times higher at respectively 0, 0.5 and 1
mM initial Ni concentration. At 48h and 72h, initial Ni addition showed no significant effect,
compared to the control, on biofilm formation by B. novacaledonica STM102727 until 2.5 mM. At
the opposite biofilm formation by B. ultramafica STM10279" and P. caribensis MWAPG4"
decreased with the increase of Ni concentration until 2.5 mM and 1 mM of Ni for B. ultramafica

STM10279" and P. caribensis MWAPG4T respectively.

73



CHAPITRE 2

_ a) 24h b) 48h ¢) 72h
5 r, (@) 9 - (b) “ - ©
8
g 27 E
S = = 10
L L 6 =
;0 55 g 8
a
S S, o
T 2 E > o
& a: g 4
g 2 Q%
8 51 o 2
0 0 0
0 05 1 25 5 8 10 0 051 25 5 8 10 0 051 25 5 8 10
NiSO, (mM) NiSO, (mM) NiSO, (mM)

I B. ultramafica STM10279 [0 B. novacaledonica STM10272" [l P. caribensis MWAPG4'

Fig 2.2 Formation of biofilm as a function of the exposure time. 24h (a), 48h (b) and 72h (c). Bars represent means, and error bars
represent standard errors (six replicates). Biofilm production occurs when the ratio is greater than two (dotted line on the graphic). Value
with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 using Fisher's (LSD) test.
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2.3.4. Quantification of biofilm production

The biovolume, thickness and substratum coverage of the biofilms produced by the three
species studied are presented on Fig 2.3 and the data used are reported in Table S2.6. Comparisons
of these data indicated that the biovolume, the thickness average and the substratum coverage of
the biofilm produced by B. ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM10272" were
significantly higher compared to the biofilm of P. caribensis MWAP64'. Moreover, the addition
of 1 mM of Ni to the medium has significantly reduced the substratum coverage of P. caribensis
MWAP64T biofilm from 60% to 39%. For B. novacaledonica STM102727, the addition of Ni has

significantly enhanced the thickness average of the biofilm from 21 um to 26 pum.

2.3.1. EPS production and its gross chemical composition

Under the experimental conditions used in this study, P caribensis MWAP64" was able to
produce EPS at a production yield around 1.2 g L. Regarding ultramafic Burkholderia species,
only B. ultramafica STM10279" was able to produce EPS at a production yield around 140 mg L
! FT-IR spectroscopy was employed to detect the main functional groups in the EPS produced by
B. ultramafica STM10279". The FT-IR spectrum obtained (Fig 2.4) showed a broad and large
absorbance band centered at 3276 cm™ that was assigned to hydroxyl groups or hydrogen bonds.
It also showed two peaks at 2925 and 2868 cm™ that were respectively assigned to CH-stretching
of methylene (-CH.) and methyl (-CHs) groups. Several absorbance peaks between 1500 cm™* and
1760 cm™ that were assigned to the stretching modes of C=0 bonds were also visible. The peak at
1719 cm™ indicated the presence of carboxyl of uronic acid groups, the peak at 1248 cm™ is
assigned to the deformation vibration of C=0 bonds and the peak at 1032 cm™ is assigned to the

stretching modes of C-O from intra-molecular C-O-C ring.
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Fig 2.3 Biovolume (a), Thickness average (b) and substratum coverage (c) of the three bacterial species. Bars represent means, and error
bars represent standard errors (six replicates). Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 using
Tukey's (HSD) test or Fisher's (LSD) test when data did not follow the assumptions of a parametric test.
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This latter peak thus strongly suggested that the monosaccharides in the EPS have pyranose rings.
In addition, the two weak peaks near 841cm™ and 896 cm™ could be respectively assigned to the
two a- and B-ends of carbon-glucoside bonds. Finally, two additional peaks could be seen at 783
and 701 cm™ but they could not be unambiguously assigned to specific molecular groups. The
colorimetric test carried out (Table 2.3) have shown that the ratio of carbohydrates to proteins (C/P)

was almost 15, with values of 61% carbohydrates to 4% of proteins residues and the presence of

uronic acid (17%).
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Fig 2.4 Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrum of the B. ultramafica STM10279" EPS in the
500-3500 cm range.
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Table 2.3 Gross Characteristics of the crude EPS produced by Burkholderia ultramafica
STM10279".

Sample Yield® Total Carbohydrates? Protein® C/P Uronic acid*

B. ultramafica 0 0 0
STM10279" EPS 140 61% 4% 15 17%

"mg EPS L% (w/w) of total crude EPS determined by colorimetric assays: * DuBois et al. (1956)
completed by Chaplin, M.F. (1986); 3: Lowry et al. (1951), modified by Smith et al. (1985) and
Brown et al. (1989); # Blumenkrantz and Ashoe-Hansen (Blumenkrantz and Asboe-Hansen (1973)
modified by Filisetti- Cozzi and Carpita (1991).

2.3.2. Effect of microbial inoculation in plants under ultramafic conditions

Shoot and root biomasses are presented in Table 2.4. No significant differences were
observed in biomass values after inoculation with B. ultramafica STM10279" and P. caribensis
MWAPG64T compared to the control. However, the inoculation with B. novacaledonica STM102727
significantly decreased the shoot and root biomasses compared to the other treatments (50% lower
in average). The values of nutrient contents in these organs were also not significantly different
(Table S2.7). Most significant data variations were observed for the concentrations of metal
contents in plant tissue (Fig 2.5; full data in Table S2.8). In shoot, no significant differences were
measured between the inoculated plants and the control. Concerning the roots, no significant
differences were observed between plant inoculated with B. ultramafica STM10279" and P.
caribensis MWAPG64T, but the two strains decreased Ni (-46%), Co (-50%), Cr (-55%) and Mn
(42%) contents compared to the control. The inoculation of B. novacaledonica STM102727

significantly reduced Ni (-30%) and Cr (-35%) compared to the control.
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Table 2.4 Shoot and root biomass of Tetraria comosa as function of the different treatment (mean
+ SE n = 15).

Shoot Biomass Root Biomass
Treatment
(mg) (mg)
Control 178 + 24at 285 + 59a
P. caribensis MWAPG64" 183 + 13a 245 + 2la
B. ultramafica STM102797 173 + 1la 206 + 16a
B. novacaledonica STM10272" 84 + 7b 115 + 11b

*Value with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05
using Fisher's (LSD) test.
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Fig 2.5 The relative variations of metals contents are expressed as % in dry mass of tissues of inoculated plants compared with controls.
Bars represent means, and error bars represent standard errors (three replicates). Value with the same lower case letters are not
significantly different at P < 0.05. Same coefficient to lower case letters refers to one metal analysis. Lower case letters and coefficients
underlined and in bold indicate significant differences with controls at P < 0.05 using Tukey's (HSD) test or Fisher's (LSD) test when
data did not follow the assumptions of a parametric test.
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2.4. Discussion

In our experiments, B. novacaledonica STM10272" and B. ultramafica STM10279"
showed a higher metal tolerance than P. caribensis MWAPG64T a non-ultramafic species isolated
from Vertisol in Martinique (Achouak et al., 1999). These results are in agreement with previous
studies which have shown that ultramafic soils are known to hold bacterial communities more
adapted to metal stress (Abou-Shanab et al., 2007; Mengoni et al., 2010). For instance, a set of
Burkholderia (s.l) strains isolated from the rhizosphere of Alyssum murale growing on Ni-rich
ultramafic soil tolerated up to 15 mM Ni, 10 mM Co and 5 mM Cr (Abou-Shanab et al., 2007). In
New Caledonia, Schlegel et al. (1995) reported the occurrence of Burkholderia (s.I) strains that
could tolerate up to 30 mM Ni in the rhizosphere of Pycnandra accumunita, known as Ni
hyperaccumulator. Although, the experiments were done in vitro using media with conditions very
different from those found in natural environments, our comparison among the three species in the
same experimental conditions clearly indicated that the two species grown on ultramafic soils
might have evolved through specific mechanisms to protect themselves from high metal
concentrations. Differences in profiles of metal tolerance were observed between the two species
isolated from ultramafic soils and more particularly for Ni suggesting that different mechanisms

are involved depending of the species.

Known mechanisms of metal tolerance in microorganisms can be divided into seven
categories (i) exclusion, (ii) extracellular sequestration, (iii) intracellular sequestration, (iv)
enzymatic detoxification, (v) active transport, (vi) passive tolerance and (vii) reduction in
sensitivity. Bacteria exposed to metals can develop one or more of these tolerance mechanisms
(Bruins et al., 2000; Wheaton et al., 2015; Etesami, 2018). Intracellular sequestration has already

been reported as a mechanism of Ni tolerance for Burkholderia (s.1) species (Dourado et al., 2015;
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Madhaiyan et al., 2007). However, our data indicated a preferential biosorption of Ni on the cell
surface of the three species studied. This result suggests that the tolerance mechanism used by these
three species was to limit the movement of Ni across the cell envelope. Burkholderia (s.1) species
are gram-negative bacteria that exhibit a complex cell-membrane structure composed of numerous
phosphorylated biomolecules (i.e. phospholipids, lipoprotein, lipopolysaccharides...) located on
the external membrane and involved in metal chelation. In fact, the various components (proteins,
exopolysaccharides layers, extracellular capsules) of the surface of bacteria cells are known to
provide non-specific sorption capacity toward metals (Sessitsch et al., 2013). This non-specific
binding capacity of the cell wall has been already demonstrated to prevent the entry of nickel into
the bacteria cell and thus to hinder its interference with essential cellular components (Bruins et

al., 2000).

Biofilm formation is known to be involved in bacterial tolerance to Ni (Chien et al., 2013;
Koechler et al., 2015; Perrin et al., 2009). In our study, biofilm production occurred until 1 mM
for B. novacaledonica STM10272T and P. caribensis MWAP64T and until 2 mM for B. ultramafica
STM10279T. It is not surprising that biofilm production was reduced at concentrations below the
ICs0. Indeed, Vega et al. (2014) have shown that Ni inhibited the Quorum Sensing and biofilm
formation without affecting viability in Burkholderia multivorans. Confocal analysis clearly
demonstrated this negative effect of nickel on the formation of biofilm of P. caribensis MWAP64"
suggesting that another mechanism must be involved in the metal tolerance. Until 1mM of Ni,
biofilm formation appeared to be an important mechanism for B. novacaledonica STM10272" in
view of the large gquantities of biofilm found and the enhancement of thickness average with the
addition of Ni. Since the concentration of bioavailable Ni frequently reaches 1 mM in ultramafic

soils, especially in the rhizosphere, from New Caledonia (Amir and Pineau 2003), we can conclude
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that Ni-concentration in these soils could induce biofilm formation. These results corroborate those

obtained by Perrin et al. (2009) who showed biofilm stimulation by nickel for Escherichia coli.

In order to go further into the mechanisms developed by the three Burkholderia (s.I) species
studied, we investigated their ability at excreting EPS. Indeed, the high molecular sugar-based
polymers that constitute these bacterial extracellular substances have already been described to
play a role in Burkholderia (s.l) adaptation to different stress conditions (Ferreira, 2011). Bacterial
EPS are known to play a significant role in the complexation of metals and subsequent decrease in
their mobility in soils (Etesami, 2018; Gupta and Diwan, 2017; Rajkumar et al., 2012). Under our
experimental conditions, B. ultramafica STM10279" and P. caribensis MWAP64" were able to
produce EPS. P. caribensis MWAP64T is a well-known EPS-producing bacterium (Achouak et al.,
1999). Structural analysis of the polysaccharide excreted by P. caribensis strain MWAP71, a strain
belonging to the P. caribensis cluster (Achouak et al., 1999) has shown the presence of 3-deoxy-
D-manno-oct-2-ulosonic acid (Kdo) (Vanhaverbeke et al., 2001). Anionic groups such as carbonyl,
carboxyl and hydroxyl groups have been reported to scavenge several metals and to be involved in
metal biosorption (Gupta and Diwan, 2017; Joshi and Juwarkar, 2009; Pal and Paul, 2008). The
FT-IR peaks found suggest that the EPS of B. ultramafica STM10279" is a polysaccharide
containing pyranose and uronic acid groups (Liu et al., 2016; Su et al., 2013; Sun et al., 1998). All
the features on the FT-IR spectrum of the EPS of B. ultramafica STM10279" indicated that (i)
carbohydrates were the main component in the crude EPS produced by B. ultramafica STM10279"
and (ii) the EPS produced by B. ultramafica STM10279" was a polymer of a repeating unit
presenting uronic acid residues (17%). This FT-IR composition was in agreement with that derived
from colorimetric assays showing that carbohydrates were the main component in the crude EPS

produced by B. ultramafica STM10279". The pyranose and uronic acid groups that are expected
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to constitute the polysaccharides are considered to be involved in the metal binding process. Such
a behavior has already been reported for Rhizbium etli which was able to chelate Mn in these EPS
(Pulsawat et al., 2003). Others mechanisms may involve in metal tolerance of B. ultramafica
STM10279" and B. novacaledonica STM10272". Gonin et al. (2013) have shown that these
bacteria possess genes cnr (Co—Ni resistance) and nre (Ni resistance) involved in metal exclusion
and active removal. Such mechanisms may operate in B. novacaledonica STM10272" above 1 mM

of Ni.

All these mechanisms put in place by bacteria can be also involved in variations of metals
absorbed by inoculated plants (Etesami, 2018). Alleviation of metal concentrations in plants
by metal tolerant Burkholderia (s.l) have been reported in the literature. Madhaiyan et al. (2007)
showed a reduction of Ni uptake and translocation in tomato after inoculation with a Burkholderia
(s.I) strain. These authors suggested that this reduction might be attributed to the biosorption of Ni
by the bacterial cells, which would have prevented the metal from being transported into the plant.
Kuffner et al. (2010) showed that a Burkholderia (s.I) strain had the capacity of reducing Zn and
Cd accumulation in the roots of Salix caprea by favoring the immobilization of these metals in the
soil. Our results on the effect of B. ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM102727
are in agreement with these studies. However, in relation to the differences of metal profile
tolerance, the alleviations of metal observed in T. comosa were more pronounced with B.

ultramafica STM10279" than B. novacaledonica STM10272".

Although it is important to outline that an increase of the plant biomass is not the unique
aspect of plant health and adaptation (Smith and Smith 2012), the lack of positive effect of bacterial
inoculation on the growth of the two ultramafic species suggests that metal alleviation had no effect
on T. comosa growth. This result might be due to the fact that the T. comosa are adapted to
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ultramafic constraints (Gonin et al., 2013). Indeed, it can be assumed that their inoculation on plant
species that are not tolerant to the large amounts of metals found in ultramafic soils could favor
plant growth, as already reported by Madhaiyan et al. (2007). Moreover, in our study, bacterial
inoculation did not induce a positive effect on the mineral nutrition of the studied plants. This latter
result suggests that the lack of effect of bacterial inoculation on plant growth could also be related
to a lack of stimulation of mineral nutrition. It must be outlined that Tetraria (ex Costularia) species
are considered as oligotrophic (with low nutrition requirements) and their low growth rate is an
adaptive trait to ultramafic constraints (Jaffré and L’Huillier, 2010), which can also explain the
absence of positive effect of bacterial inoculation on their biomass production. Concerning the
detrimental effect of B. novacaledonica STM10272T, it can be explained by their ability to produce
high level of biofilm. Although biofilm plays a major role in the attachment of bacteria to plant
roots, known biofilm-forming rhizosphere Burkholderia (s.I) are reported to inhibit root

development (Angus and Hirsch, 2013).

In light of our results and following the recommendations of Beukes et al. (2017)
concerning the classification of the Burkholderia (s.I), we reconsidered the taxonomic position of
our two species. For that purpose, a multilocus sequences analysis (MLSA) was performed and a
tree was inferred from concatenated sequences of the genes 16S rRNA, gyrB and recA. As shown
on Fig 2.6, B. ultramafica STM10279" and B. novacaledonica STM10272" species located
respectively in the neighborhood of the members of the genus Paraburkholderia and Caballeronia.
(Dobritsa and Samadpour, 2016; Sawana et al., 2014). According to Gyaneshwar et al. (2011), an
essential difference between Paraburkholderia and Burkholderia (s.s) genus is the DNA G+C
content. Members of the genus Paraburkholderia show DNA G+C content that ranges from 61.4

to 65.0 mol%, while the DNA G+C content of species of the genus Burkholderia (s.s) is in the 65.7
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- 68.5 mol% range (Sawana et al., 2014). As described in Guentas et al. (2016), the DNA G+C
contents of the STM202727 type strain of B. novacaledonica and of the STM20279T type strain of
B. ultramafica are 63.6 mol% and 62.9 mol%, respectively. In addition to these phylogenetic traits,
the two ultramafic species clearly showed different metal tolerance patterns and mechanisms. B.
novacaledonica STM10272" was found to develop a biofilm to protect from metals, whereas B.
ultramafica STM10279" excreted EPS to sequester metals, although it was able to develop a
biofilm. Finally, our results are in agreement with the literature, as biofilm formation has already
been reported for Paraburkholderia (Zufiga et al., 2017) and Caballeronia species (Yoshida et al.,
2009), while EPS production was only observed in the Paraburkholderia genus (Achouak et al.,
1999; Serrato et al., 2006; Silipo et al., 2008; Suarez-Moreno et al., 2012). Our analysis of the
traits and phylogenetic positions of B. ultramafica STM10279" and B. novacaledonica
STM10272" showed that they belong to the genus Paraburkholderia and Caballeronia
respectively, and we propose thus to transfer them to these genera. As a consequence, we propose
Paraburkholderia ultramafica comb. nov. and Caballeronia novacaledonica comb. nov. as the

names of these reclassified species.
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Fig 2.6 Rooted phylogenetic tree of Burkholderia and most related species. The tree was inferred
from concatenated sequences of the genes 16S rRNA, gyrB and recA. Numbers at node represent
bootstraps percentage from 1,000 replicates (shown only when > 50%). Scale bar indicates the
number of substitutions per site.
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Description of Caballeronia novacaledonica comb. nov.
Caballeronia novacaledonica (no.va. L. adj. for new, ca.le.do’nica. L. n. Caledonia Latin name for

the Scottish Highlands; L.adj. novacaledonica of New Caledonia from where the strains were

isolated).
Basonym: Burkholderia novacaledonica (Guentas et al. 2016)

The description is as provided by Guentas et al. (2016) with the following additional properties.
The position in phylogenetic trees based on 16 rDNA gene sequences is in accordance with the

emended genus description.
The type strain is STM102727 (= CIP 11088™= LMG 28615").
Description of Paraburkholderia ultramafica comb. nov.

Paraburkholderia ultramafica (new latin, ul.tra L. adv., ultra for beyond; ma.fica for the term mafic

2

which combines the first letters of “magnesium” and “ferrum,” the Latin word for iron:

ma(gnesium) + f(errum) + ic for magnesium and iron content in soil, ultramafica L. adj referring

to the fact that these bacteria were isolated from ultramafic soils).
Basonym: Burkholderia ultramafica (Guentas et al. 2016)

The description is as provided by Guentas et al. (2016) with the following additional properties.
The position in phylogenetic trees based on 16 rDNA gene sequences is in accordance with the

emended genus description.

The type strain is STM10279" (= CIP 110886 = LMG 286147).
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2.5. Conclusions

The results of the present study clearly demonstrated that the two ultramafic bacterial species,
reclassed in the Caballeronia and Paraburkholderia genus, used different mechanisms to cope
with metal toxicity such as cell wall absorption, biofilm formation and EPS production. These
mechanisms explained the decrease of metal concentrations in the plant and underlined the
importance to consider the plant/rhizobacteria interaction in ultramafic soils in order to understand
the mechanisms occurred in plant adaptation to the extreme edaphic constraints. Although no
improvement in plant growth could be noticed, the ability of B. ultramafica STM10279" to reduce
metal concentrations can create a more hospitable environment for other organisms that will
promote plant growth. Nocelli et al. (2016) have shown that EPS-producing metal tolerant rhizobia
had a protective effect on non-producing, metal-sensitive rhizobia; a phenomenon termed
“rescuing” of the non-tolerant strain. Burkholderia (s.I) species are found in association with
arbuscular mycorrhizal fungi (Bianciotto and Bonfante, 2002; Cruz and Ishii, 2012; Gamalero et
al., 2009) as well as with ectomycorrhiza (Nguyen and Bruns, 2015) and co-inoculation have
shown synergic effects on plant (Pérez-de-Luque et al., 2017; Xun et al., 2015). Enhancement of
T. comosa growth was observed on New Caledonian ultramafic soil with the inoculation of
arbuscular mycorrhizal fungi (Lagrange et al., 2013, 2011). Regarding these results, we suggest
that co-inoculation might constitute a promising way in order to improve plant growth and metal
tolerance on ultramafic soils and can be used as a tool in global strategies for successfully restoring

postmining ultramafic areas
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CHAPITRE 2

Appendix A: Supplementary Materials

Robbsia andropogonis LMG 2129" (JX986957)

75

Burkholderia cepacia ATCC 25416" (U96927) T
Paraburkholderia sediminicola HU2-65W_(EU035613)
Paraburkholderia aspalathi vGic' (KC817488) .
86 Paraburkholderia piptadeiae STM7183 (LN875219)

100

100

Paraburkholderia tuberum STM678" (TAJ302311)
Paraburkholderia sprentiae WSM5005 (HF549035)

Paraburkholderia caffeinilytica CF1' (KTT607985)
Paraburkholderia xenovorans LB400 (U86§73)
Paraburkholderia ribeironis STM7296 (LN875221)

Burkholderia ultramafica STM102791 (FR872407)
Paraburkholderia graminis C4AD1M  (U96939)

Paraburkholderia megapolitana LMG 23650" (AM489502)
Paraburkholderia fungorum LMGl6T225T (AF215705)
Paraburkholderia insulsa PNG-April  (KF733462)
Paraburkholderia kirstenboschensis Kb15' (rHF674707)
Paraburkholderia phenazinium ATCCT: 33666 (U96936)
— Paraburkholderia bryophila LMTG 23644 (AM489501)
Burkholderia novacaledonica STM10272 (FR872397)
Caballeronia turbans LMG 29316 (LT158614)
"Ll Caballeronia peredens LMG 29314,rT (LT158612)
Caballeronia fortuita LMG 29320 (LT158618
Caballeronia megalochromosomata JC2949 KF155693)
Caballeronia ptereochthonis LMG 29326 (LT158624)
Caballeronia arvi LMG 29;17T (LT158615)
Caballeronia grimmiae R27 (JN%56678)
Caballeronia calidae LMG 29321 (NR145602)
Caballeronia glebae LMG 29325" (rLT158623)
Caballeronia concitans LMG 29315 (LT158613)
Caballeronia pedi LMG 29323" (LT158621)
Caballeronia zhejiangensis op-1' (HM802212)
Caballeronia hypogeia LMG 29322 (rLT158620)
Caballeronia cordobensis LMG 27620 (HG324048)
Caballeronia catudaia LMG 29318 (rLT158616)
100 Trinickia dabaoshangnsis GIMN1.004  (FJ210816)
85 Trinickia soli GP25-8 (DQ465451)
Trinickia symbiotica IPY345" (HM357233)
Trinickia caryophylli ATCC 25418" (AB021423)
9 Mycetohabitans endofungorum HKI 456" (AM420302)
Mycetohabitans rhizoxinica HKI 454 (AJ938142)

84 Paraburkholderia monticola JC2948 (KF155692)
ISZI I__

81

91

Cupriavidus taiwanensis LMG 19424" (AF300324)

0.08

FigS2.1 Rooted phylogenetic tree of Burkholderia (sensu lato) and related species. The tree was
inferred from sequences of the gene 16S rRNA. Numbers at node represent bootstrap percentages
from 1000 replicates (shown only when > 50%). Scale bar indicates numbers of substitutions per

site.
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— Caballeronia hypogeia LMG 29322" (NZ_FC0A02000001)
Caballeronia megalochromosomata 1C2949" (LRBF01000013)
Burkholderia novacaledonica STM10272" (LC001808)
Caballeronia ptereochthonis LMG 29326T (NZ FC0OB02000016)
Caballeronia arvi LMG 29317T (NZTFCOMZOOOOOS)
Caballeronia catudaia LMG 29318 (LT158629)
Caballeronia concitans LMG 29315 (NZ_FCNWV02000001)
Caballeronia zhejiangensis op-1' (JFHD01000002)
Caballeronia cordobensis LMG 27620 (NZ_FCNY02000001)
Caballeronia grimmiae R27' (JFHE01000005)
Caballeronia calidae LMG 29321" (LT158632)
148 Caballeronia glebae LMG 29325" (LT158636)

Caballeronia fortuita LMG 29320 (NZ FCNX02000001)
Caballeronia turbans LMG 2931T6T (NZ_FCOD02000003)
&C Caballeronia pedi LMG 29323 (NZ FCOE02000004)

Caballeronia peredens LMG 209314" (NZ_FCOH02000008)

[ Trinickia symbiotica IPY345" (NZ_PTIR01000010)

Trinickia caryophylli ATCC 25418 (AB190573)

Paraburkholderia megapolitana LMG 23650 (NZ FOQU01000008)

9_7|_— Trinickia soli GP25-8" (NZ_PNYB01000045)
74 Trinickia dabaoshanensis GIMN1.004" (PNYA01000003)
90 Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461" (KM655754)
84 Paraburkholderia piptadeiae sTM7183" (LN§7523)
92 [ Paraburkholderia sprentiae WSM5005 (HF549035)
[/ Paraburkholderia tuberum STM678' (HQ849217)

Paraburkholderia monticola JC2948" (LRBG01000004)
90 7 Paraburkholderia ribeironis STM7296" (NZ_CYGX02000034)

791" Paraburkholderia graminis C4D1MT (HQ849199)
Paraburkholderia kirstenboschensis Kb15T (LN611569)
Paraburkholderia phenazinium ATCC 33666 (HQ49206)
Paraburkholderia bryophila LMG 23644 (HQ849188)
Paraburkholderia xenovorans LB400" (NC_007951)
Paraburkholderia caffeinilytica CF1' (KU723577)
Paraburkholderia sediminicola HU2-65W" (KU723575)
Paraburkholderia aspalathi vGic' (KU723579)
Paraburkholderia insulsa PNG-ApriIT (NZ PVZMO01000029)
Paraburkholderia fungorum LMG 16225T (KU723574)
— Burkholderia ultramafica STM10279T (LC001814) .

100 — Mycetohabitans endofungorum HK 1456 (NZ PRDW01000002)
& - Mycetohabitans rhizoxinica HK 1454" (FR687359)

Burkholderia cepacia ATCC 25416T (AY996867) .
Robbsia andropogonis LMG 2129 (LAQU01000004)
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Cupriavidus taiwanensis LMG 19424T (EU024219)
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FigS2.2 Rooted phylogenetic tree of Burkholderia (sensu lato) and related species. The tree was
inferred from sequences of the gene gyrB. Numbers at node represent bootstrap percentages from
1000 replicates (shown only when > 50%). Scale bar indicates numbers of substitutions per site
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Burkholderia cepacia ATCC 25416T (AF143786)
— Trinickia caryophylli ATCC 25418" (HQ398562)

Paraburkholderia megapolitana LMG 23650" (HQ398583)
92[ Paraburkholderia monticola JC2948" (rLRBG01000003)

Paraburkholderia tuberum STM678 (HQ849162)
Paraburkholderia sprentiae WSM5005" (HEQ994077)

96 98 l— Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461" (LT708242)

81 Paraburkholderia piptadeiae STM7183" (LN§75227)
95 Trinickia dabaoshanensis GIMN1.004 (PNYA01000019)

88 ‘_7 Trinickia symbiotica IPY345" (NZ_PTIR01000007)
Trinickia soli GP25-8" (HO398597)
Paraburkholderia ribeironis STM7296" (NZ CYGX02000047)
96y Paraburkholderia fungorum LMG 16225" (AY619664)
Paraburkholderia insulsa PNG—ApriIT (NZ_PVZMO01000016)
Paraburkholderia aspalathi VG1C' (LT708248)
Paraburkholderia sediminicola HU2-65W" (HO398594)

Paraburkholderia bryophila LMG 23644T (HO398574)

Paraburkholderia caffeinilytica CF1' {KU723783)
Paraburkholderia xenovorans LB400 (NC 007951)

Burkholderia ultramafica STM10279T (LC001803)

b Paraburkholderia kirstenboschensis Kb15" (HF544403)
Paraburkholderia graminis c4DIM’ (AY6;9653)

L Paraburkholderia phenazinium ATCC 33666 (LT708243)

— Caballeronia hypogeia LMG 29322" (NZ_FCOA02000001)

7 Burkholderia novacaledonica S;I'M 10272" (LC001797)

Caballeronia calidae LMG 29321 (NZ FC0X02000106)

Caballeronia arvi LMG 29317" (NZ FCOMO02000019)

Caballeronia cordobensis LMG 27620" (NZ FCNY02000001)

Caballeronia megalochromosomata 3C2949" (LRBF01000226)

10

Caballeronia ptereochthonis LMGT 29326T (NZ FCOB02000015)
Caballeronia turbans LMG 29316 (NZ FCOD02000006)

Caballeronia grimmiae R27' (JFHE01000004)
Caballeronia concitans LMG 29315T (NZ FCNV02000001)

Caballeronia pedi LMG 29323T (NZ FCOE02000001)
Caballeronia peredens LMG 29314T (NZ FCOH02000016)

Caballeronia catudaia LMG 29318" (NZ FCOF02000006)
Caballeronia glebae LMG 29325" (NZ_FC0J02000002)

Caballeronia zhejiangensis op-1' (JFHD01000002)

Caballeronia fortuita LMG 29320 (FCNX02000001)

— Mycetohabitans endofungorum HKI 456" (NZ_PRDW01000003)

— Mycetohabitans rhizoxinica HKI 454T (FR687359) ;
Robbsia andropogonis LMG 2129 (LAQU01000018)

Cupriavidus taiwanensis LMG 19424" (HE687278)

0.3
FigS2.3 Rooted phylogenetic tree of Burkholderia (sensu lato) and related species. The tree was
inferred from sequences of the gene recA. Numbers at node represent bootstrap percentages from
1000 replicates (shown only when > 50%). Scale bar indicates numbers of substitutions per site
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CHAPITRE 2

Table S2.1 Major characteristics of Burkholderia ultramafica STM10279" and Burkholderia
novacaledonica STM10272.

Burkholderia ultramafica Burkholderia novacaledonica
STM102797 STM102727
Sampling characteristics
Plant Host species Tetraria arundinacea Tetraria arundinacea
Mont-Dore, Plum road Trazy-Gueric_)um, Koniambo
Sites massif, Kone
22°15'54"S; 166°35'57" E 21°00'26"S 164°50'04"E
22.26 S 166.59 E 21.00 S 164.83 E
Soil characteristics Ultramafic cambisol Ultramafic ferralsol
Microbiological characteristics
Range teimperature 20-32 15.37
(°C)
% NaCl 0-1 0-1
pH optimum 5-6 5-6
Biochemical characteristics
Indole production + -
Arginine dihydrolase Variable (var) +
Gelatine hydrolase - var
Urease var +
Acid phosphatase + var
Oxidase var -
C8 esterase lipase - var
Valine arylamidase - var
Assimilation
Arabinose var -
Mannose + var
Mannitol + var
Glucose + +
Tri sodium citrate - var
Phenylacetic acid + var
Adipic acid var -
Major cellular fatty acids
C18:107c% 34.8 40.9
cyclo C17:0% 10.2 5.9
C16: 0% 9.1 17.1
Molecular characteristics
16S RNA seq EMBL FR872407 FR872397
G+C% 62.9 63.6

101



CHAPITRE 2

Table S2.2 Biochemical properties associated with tolerance to metals and Ca/Mg ratio of
Burkholderia novacaledonica STM10272" and B. ultramafica STM10279" isolated from (Gonin
etal., 2013).

Burkholderia. novacaledonica Burkholderia ultramafica
STM102727 STM102797
Tolerance
Ni 1mM 10mM
Mn 100mM 100mM
Co 1mM 10mM
Cr 100uM 500uM
Ca/Mg Dilution 1/10 Non diluted
(0.33/6.4mM)
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Table S2.3 Accession numbers of the references 16SrRNA, gyrB and recA DNA sequences of
Burkholderia (sensu lato) references strains used for inferring phylogenetic trees.

Species Type strains 16S rRNA gyrB recA
Robbsia andropogonis LMG 2129 IX986957 LAQUO01000004 LAQU01000018
Burkholderia cepacia ATCC 25416 u96927 AY996867 AF143786
Paraburkholderia sediminicola HU2-65W EU035613 KU723575 HQ398594
Paraburkholderia aspalathi VG1C KC817488 KU723579 LT708248
Paraburkholderia piptadeiae STM7183 LN875219 LN875234 LN875227
Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461 HM366717 KM655754 LT708242
Paraburkholderia monticola JC2948 KF155692 LRBG01000004 LRBG01000003
Paraburkholderia tuberum STM678 AJ302311 HQ849217 HQ849162
Paraburkholderia sprentiae WSM5005 HF549035 HF549035 HE994077
Paraburkholderia caffeinilytica CF1 KT607985 KU723577 KU723583
Paraburkholderia xenovorans LB400 u86373 NC_007951 NC_007951
Paraburkholderia ribeironis STM7296 LN875221 NZ_CYGX02000034 NZ_CYGX02000047
Burkholderia ultramafica STM10279 FR872407 LC001814 LC001803
Paraburkholderia graminis C4D1IM U96939 HQ849199 AY619653
Paraburkholderia megapolitana LMG 23650 AM489502 NZ_FOQU01000008 HQ398583
Paraburkholderia fungorum LMG 16225 AF215705 KU723574 AY619664
Paraburkholderia insulsa PNG-April KF733462 NZ_PVZM01000029 NZ_PVZMO01000016
Paraburkholderia kirstenboschensis Kb15 HF674707 LN611569 HF544403
Paraburkholderia phenazinium ATCC 33666 U96936 HQ849206 LT708243
Paraburkholderia bryophila LMG 23644 AM489501 HQ849188 HQ398574
Burkholderia novacaledonica STM10272 FR872397 LC001808 LC001797
Caballeronia turbans LMG 29316 LT158614 NZ_FCOD02000003 NZ_FCOD02000006
Caballeronia peredens LMG 29314 LT158612 NZ_FCOH02000008 NZ_FCOH02000016
Caballeronia fortuita LMG 29320 LT158618 NZ_FCNX02000001 FCNX02000001
Caballeronia megalochromosomata JC2949 KF155693 LRBF01000013 LRBF01000226
Caballeronia ptereochthonis LMG 29326 LT158624 NZ_FCOB02000016 = NZ_FCOB02000015
Caballeronia arvi LMG 29317 LT158615 NZ_FCOMO02000005 NzZ_FCOMO02000019
Caballeronia grimmiae R27 JN256678 JFHE01000005 JFHE01000004
Caballeronia calidae LMG 29321 NR145602 LT158632 NZ_FC0OX02000106
Caballeronia glebae LMG 29325 LT158623 LT158636 NZ_FC0J02000002
Caballeronia concitans LMG 29315 LT158613 NZ FCNV02000001  NZ_FCNV02000001
Caballeronia pedi LMG 29323 LT158621 NZ_FCOE02000004  NZ_FCOE02000001
Caballeronia zhejiangensis OP-1 HM802212 JFHD01000002 JFHD01000002
Caballeronia hypogeia LMG 29322 LT158620 NZ_FCOA02000001 NZ_FCOA02000001
Caballeronia cordobensis LMG 27620 HG324048 NZ_FCNY02000001 NZ_FCNY02000001
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Caballeronia catudaia
Trinickia dabaoshanensis
Trinickia soli
Trinickia symbiotica
Trinickia caryophylli
Mycetohabitans endofungorum
Mycetohabitans rhizoxinica

Cupriavidus taiwanensis

CHAPITRE 2

LMG 29318
GIMN1.004
GP25-8
JPY345
ATCC 25418
HKI 456
HKI 454
LMG 19424

LT158616
FJ210816
DQ465451
HM357233
AB021423
AM420302
AJ938142
AF300324

LT158629
PNYA01000003
NZ_PNYB01000045
NZ_PTIR01000010
AB190573
NZ_PRDW01000002
FR687359
EU024219

NZ_FCOF02000006
PNYA01000019
HQ398597
NZ_PTIR01000007
HQ398562
NZ_PRDW01000003
FR687359
HE687278
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Table S2.4 Ni content measured in B. ultramafica STM10279", B. novacaledonica STM10272" and P. caribensis MWAP64T (mean +

SE,n=23).
Ni ) Intracellular Ni Wall surface Ni
(mM) Strains Ni content (ug 10’CFUY) %* Ni content (ug 10'CFU™) %
B. ultramafica STM102797 015 + 0.01jt - 1.78 + 0.19h -
0 B. novacaledonica STM102727 0.16 = 0.02 - 237 = 0.66h -
P. caribensis MWAP64T 182 =+ 0.37g 143 £ 4.0ef
B. ultramafica STM102797 028 <+ 0.04i 0.00 293 = 0.90gh 0.01
1 B. novacaledonica STM102727 474 + 0.23f 0.01 714 £+ 0.70f 0.01
P. caribensis MWAPG64" 116 *= 1.4e 0.02 221 = 1.0de 0.04
B. ultramafica STM10279" 076 + 0.02h 0.00 345 + 0.34g 0.01
5 B. novacaledonica STM102727 329 + 55d 0.56 297 + 8lcd 0.51
P. caribensis MWAP64" 8302 + 226b 14.22 2329 + 5542b 3.99
B. ultramafica STM102797 1650 =+ 174c 0.28 7357 + 464bc 1.26
50 B. novacaledonica STM102727 1775 + 320c 0.30 15040 + 1492ab 2.58
P. caribensis MWAP64" 31773 + 9539a 5.44 101293 + 1173la 17.35

"Value with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05 using Fisher's (LSD) test. *Values

correspond to the percentage of nickel found in relation to the quantity introduced.
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Table S2.5 Ratio of the biomass of biofilm formed by B. ultramafica STM10279", B. novacaledonica STM10272" and P. caribensis
MWAPG4T in response to nickel stress MWAPG4T in response to nickel stress and as a function of the exposure time 24h, 48h and 72h.
(mean + SE, n = 6).

24h 48h 72h
Species NiSO4 (mM)
Assay/Blank Assay/Blank Assay/Blank

0 4.48 + 0.21af 4.46 + 0.15bc 6.2 + 0.12bc

0.5 3.46 + 0.15b 3.62 + 0.26¢cd 5.29 + 0.11cd

1 1.93 + 0.02de 2.97 + 0.19de 421 + 0.13de

B. ultramafica STM10279" 25 177 £  0.03ef 224 £ 0.03ef 247 = 0.27ef

5 1.18 + 0.02kI 1.34 + 0.08ij 1.14 + 0.04kI

8 1.16 + 0.02kl 1.18 + 0.12k 1.16 + 0.02jkI

10 1.19 + 0.03kl 1.16 + 0.06k 1.10 + 0.04Im

0 348 £ 0.32b 7.55 + 0.21a 11.73 + 0.26a

0.5 2.66 + 0.12c 7.35 + 0.20a 10.72 + 0.42a

1 2.42 + 0.15cd 7.09 + 0.21a 8.47 + 0.24ab

B. novacaledonica STM102727 25 1.45 + 0.08ij 1.59 + 0.1gh 1.24 + 0.09ijk
5 1.44 + 0.07ij 1.44 + 0.03hi 1.26 + 0.05hij
8 1.22 + 0.03k 1.40 + 0.05hij 1.19 + 0.05ijkl

10 111 + 0.03Im 1.17 + 0.04k 1.22 + 0.03m

0 3.66 + 0.26ab 5.38 + 0.22b 6.67 + 0.40bc

0.5 136 +  0.03 170 +  0.05fg 301 +  0.70fg

1 1.56 + 0.05hi 2.84 + 0.25de 3.05 + 0.62ef
P. caribensis MWAP64T 25 1.64 + 0.04gh 2.02 + 0.10f 1.64 + 0.0%igh
5 170 +  0.03fg 131 = 003 156 +  0.22ghi

8 1.07 + 0.02m 1.24 + 0.01jk 1.08 + 0.06m

10 0.89 + 0.03n 1.15 + 0.02k 0.99 + 0.04m

"Walue with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05 using Fisher's (LSD) test.
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Table S2.6 Characteristics of the biofilms produced by B. novacaledonica STM10272", B. ultramafica STM10279" and B. caribensis
MWAP64T with and without NiSO4 (mean + SE, n = 6).

Biofilm parameters

Species NiS0s (mM) )
Biovolume (um3/um?) Thickness average (um) Substratum coverage (%)
) 0 19.65 * 4.29bf 1953 + 2.69b 73.52 + 16.08c
B ultramafica STM10279"
1 2181 + 2.25ab 2222 + 1.70b 84.10 + 13.28bc
) 0 21.17 = 2.19ab 2145 + 1.69 95.11 + 3.50ab
B. novacaledonica STM102727
1 25.80 * 0.64a 25,65 + 0.53a 9744 + 3.36a
) ] 0 11.40 + 0.52c 12.34 + 0.45c 60.16 + 2.54d
P. caribensis MWAPG64T
1 9.20 + 3.45c 13.27 =+ 2.42c 38.61 + 2.66e

"Walue with the same lower case letters in each column are not significantly different at P < 0.05 using Tukey's (HSD) test or Fisher's
(LSD) test when data did not follow the assumptions of a parametric test.
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Table S2.7 Essential nutrients content in the shoots and roots of Tetraria comosa (mean + SE n = 3).

Ca Mg K P
Plant part Treatment
(g kg™ (g kg™ (g kg™ (mg kg™

Control 273 + 0.16a" 3.22 + 0.10a 6.12 + 056a 265 %= 19a

Shoot P. caribensis MWAP64T 271 + 0.18a 2.64 + 0.06b 532 + 0.24a 243 + 9a
B. ultramafica STM10279" 299 + 0.08a 282 + 0.06b 5095 + 05la 239 + 18a

B. novacaledonica STM102727 284 + 0.12a 293 + 0.11ab 463 + 0.20a 227 *+ 6a

Control 155 + 0.15a 0.43 £ 0.09a 195 + 0050 181 + 7b
Root P. caribensis MWAPG64" 1.29 = 0.04a 0.35 = 0.04a 251 = 0.11a 196 = b5ab

B. ultramafica STM10279" 131 + 0.1la 039 + 0.0la 251 + 0.06a 190 + 1b
B. novacaledonica STM102727 140 = 0.02a 0.34 + 0.02a 254 + 012a 222 % 10a

"Walue with the same lower case letters in each column for each plant part are not significantly different at P < 0.05 using Tukey's (HSD)
test or Fisher's (LSD) test when data did not follow the assumptions of a parametric test.
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Table S2.8 Metals concentration in the shoots and roots of Tetraria comosa (mean = SE n = 3).

Ni Co Cr Mn
Plant part Treatment
(mg kg™ (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Control 132 + 18a' 135 * 1.8a 191 + 29ab 415 + 29a
Shoot P. caribensis MWAP64T 159 + 18a 112 £+ 1.0a 242 + 12a 380 + 9a
B. ultramafica STM102797 155 + 12a 94 * 1.0a 191 + 13b 388 + 19a
B. novacaledonica STM102727 154 + 10a 152 + 0.5a 227 = 16ab 468 + 7a
Control 1377 + 1lla 284 + 26a 2168 %= 29a 3351 = 232a
Root P. caribensis MWAP64T 582 + 54c 126 + 13b 811 + 12b 1806 + 150c
B. ultramafica STM10279" 766 * 68bc 155 + 13b 1158 + 13b 2097 + 159
B. novacaledonica STM102727 966 = 81b 206 + 19ab 1414 + 16b 2698 + 165ab

"Walue with the same lower case letters in each column for each plant part are not significantly different at P < 0.05 using Tukey's

(HSD) test or Fisher's (LSD) test when data did not follow the assumptions of a parametric test.
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CHAPITRE 3

3. Chapitre 3 Existence au sein de Curtobacterium citreum
d’un écotype adapté aux sols ultramafiques de Nouvelle-
Calédonie et ayant des effets positifs sur ’adaptation des

plantes
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CHAPITRE 3

Introduction
Les sols ultramafiques constituent un véritable modele d’étude dans les domaines de
I’évolution, 1’écologie et la conservation (Kazakou et al., 2008; Mengoni et al., 2010; Whiting et
al., 2004). Pour plusieurs auteurs, ces sols fournissent un environnement unique pour étudier les
mécanismes favorisant la génération et le maintien des variations intra spécifiques (Kruckeberg,
1986 ; O’Dell et Rajakaruna, 2011). La caractérisation des microorganismes présents dans ces sols
permet la mise en évidence d’isolats résistants aux métaux (Dell’Amico et al., 2005 ; Jourand et
al., 2010 ; Mengoni et al., 2001 ; Stoppel et Schlegel, 1995) ou encore la description de nouvelles
espéces (Guentas et al., 2016). Toujours dans une perspective de caractérisation des bactéries des
sols ultramafiques et de détermination des mécanismes d’adaptation mis en place, le chapitre 3
présente la caractérisation des dix souches appartenant au genre Curtobacterium isolées par
Lagrange (2009). Une comparaison de la réponse des souches vis a vis de la contrainte métallique
a ¢été réalisée avec l’espéce la plus proche phylogénétiquement Curtobacterium citreum
DSM20528". La souche C. citreum BE a été sélectionnée parmi ces dix souches du fait de sa
tolérance aux conditions édaphiques et de ses propriétés promotrices de la croissance. L’hypothése
est que les souches isolées des sols ultramafiques présentent des adaptations aux fortes
concentrations en métaux qui ne sont pas retrouvées chez la souche type de I’espéce
Curtobacterium citreum DSM20528". L’existence d’écotypes bactériens reliés aux propriétés
édaphiques a été mise en évidence au sein du genre Curtobacterium (Chase et al., 2018, 2017). Des
souches de Curtobacterium ont également été isolées des tissus des plantes hyperaccumulatrices
de nickel : des tiges de Alyssum bertolonii (Barzanti et al., 2007), de la rhizosphere de Alyssum
serpyllifolium (Becerra-Castro et al., 2011) et de la rhizosphére de Thlaspi goesingense (Idris et
al.,, 2004). Cette occurrence de bactéries appartenant au genre Curtobacterium dans un
environnement riche en métaux laisse supposer 1’existence de mécanisme d’adaptation a cette
contrainte. Ce chapitre est présenté sous forme d’un article scientifique qui a été soumis a la revue
Pedobiologia. Cette étude suggére I’existence d’un ecotype de Curtobacterium citreum relié a la
contrainte édaphique. L'intégralité des expérimentations ont été réalisées par moi-méme, avec l'aide
de stagiaires que j'ai encadré, mis a part 1’obtention et I’analyse du spectre infrarouge de I’EPS de
C. citreum BE. Différents collaborateurs sont toutefois intervenus pour I'encadrement des
experimentations sur la chélation du Ni par I’EPS et sur la I’obtention et 1’analyse des spectres
infrarouges de ’EPS.
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Abstract

The study is focused on the characterization of ten Curtobacterium citreum strains, isolated from
the rhizosphere of pioneer plants growing on New Caledonian ultramafic soils. Their taxonomic
status was investigated using a polyphasic approach. Three strains (BE, BB and AM) were selected
in term of multiple metal resistance and plant growth promoting traits, to be tested on Sorghum
growing on ultramafic soil and compared with the type strain C. citreum DSMZ20528". To
understand the bacterial mechanisms involved, biosorption, bioaccumulation and biofilm
formation were investigated for the representative strain of the ultramafic cluster (BE) versus C.
citreum DSM20528". The polyphasic approach confirmed that all native isolates belong to the
same cluster and are C. citreum. The inoculation of Sorghum by the strains BE and BB significantly
reduced Ni concentration in shoot (11 + 1 mg g™*) compared to C. citreum DSM205287 (18 + 2 mg
g, equal to control). This result is correlated with the higher Ni tolerance (2.8 + 0.3 mM) for the
ultramafic strains compared to C. citreum DSM20528" (1.2 + 0.1 mM). Ni biosorption and
bioaccumulation showed that BE exhibited a lower Ni concentration explained by the ability of
this strain to produce exopolysaccharides involved in Ni chelation (40% of the Ni initially added).
Based on these results, we suggested that ultramafic C. citreum strains constitute a distinct ecotype
from C. citreum DSM205287, adapted to the edaphic constraint and playing a role in plant's

adaptation to ultramafic soils.

Key words: Curtobacterium citreum; ultramafic soils; metal tolerance: exopolysaccharide; plant

metal alleviation
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3.1. Introduction

The soil system holds a huge microbial diversity where taxa are partitioned along different
niches resulting from a high habitat heterogeneity (Nannipieri et al., 2003; Roesch et al., 2007).
Ecotype delineation is now a well-accepted concept, which contributes significantly to the
understanding of functional diversity (Anacker, 2014; O’Dell and Rajakaruna, 2011).
Biogeographic distribution of soil bacterial communities is correlated not only with environmental
variables (Chase et al., 2018; Yao et al., 2011) but also with soil nutrient availability (Leff et al.,
2015). In metagenetic approaches, important genetic diversity generally found within the OTUs,
so-called “microdiversity” (Jaspers and Overmann, 2004), probably related to ecotypes, seemed to
have evolved to face the variability of environmental conditions (Chase et al., 2017).
Microdiversity is based on variation in wide range of functional traits (Larkin and Martiny, 2017)

and may influence partition niche space (Chase et al., 2017).

Ultramafic soils (also known as serpentinic soils) result from weathering of ultramafic rocks
(Brooks, 1987). These soils are characterized by (i) a mineral fraction largely dominated by iron
oxides with high levels of metals including nickel (Ni), cobalt (Co), chromium (Cr) and manganese
(Mn), (ii) low levels of major plant nutrients (N, P, K) and (iii) a strong unbalanced Ca/Mg quotient
(Brooks, 1987). Ni in these soils may reach contents up to 10g kg compared with the average Ni
content of 50 mg kg in cultivated soils and appears to be the most bioavailable and phytotoxic
element (Echevarria et al., 2006). Regarding these peculiar edaphic characteristics, ultramafic soils
provide unique settings to study the mechanisms promoting the generation and the maintenance of
intraspecific variation (Anacker, 2014; Brady et al., 2005; Kazakou et al., 2008; O’Dell and

Rajakaruna, 2011). Although the ultramafic soil conditions strongly restrict microbial growth, they
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are reported to host a large set of new metal tolerant strains and species (Abou-Shanab et al., 2003;

Barzanti et al., 2007; Mengoni et al., 2010, 2001).

In New Caledonia, a tropical archipelago in the South Pacific Ocean, one third of the main
island is covered by ultramafic soils. As a result, about 89% of the vascular flora growing on these
soils (more than 2000 species) are endemic (Isnard et al., 2016; Morat et al., 2012) and well adapted
microorganisms have been reported (Gonin et al., 2013; Guentas et al., 2016; Klonowska et al.,
2012; Stoppel and Schlegel, 1995). However, ultramafic settings of New Caledonia are exploited
for economically valuable ores like Ni, Co and Cr (Pascal et al., 2008) classifying this territory
among the worldwide biodiversity hotspots (Myers, 2003; Myers et al., 2000). In such a context
the association of metal tolerant plant growth promoting (PGP) bacteria with plants has been
demonstrated to be a key parameter for ecological restoration thanks to facilitated (re)colonization
of degraded soils (Etesami, 2018; Mishra et al., 2017; Tirry et al., 2018). Regarding their richness
and phylogenetic diversity of bacterial species, ultramafic soils from New Caledonia have a very

large potential for finding microorganisms particularly well adapted for that purpose.

In this study, we focused on bacteria belonging to the genus Curtobacterium (YYamada and
Komagata, 1972) which are ubiquitous and mostly found associated with plants and soils (Chase
et al., 2016). Members of the Curtobacterium genus are Gram-positive, generally motile, non
sporing, obligate aerobic and catalase positive (Saddler and Guimaraes, 2015). Currently, genus
Curtobacterium count 8 species: Curtobacterium citreum, C. albidum and luteum (Komagata and
Izuka, 1964), C. pusillum (lzuka and Komagata, 1965), C. flaccumfaciens (Collins and Jones,
1983), C. ammoniigenes (Aizawa et al., 2007), C. herbarum, (Behrendt et al., 2002) and C.
ginsengisoli, (Kim et al., 2008). Curtobacterium are implicated in (i) elicitation of plant defense
responses (Bulgari et al., 2011), (ii) reduction of diseases symptoms (Lacava et al., 2007) and (iii)
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promotion of plant growth (Bulgari et al., 2014; Raupach and Kloepper, 2000; Sturz et al., 1997).
Recently, Saddler et al. (2015) suggested that Curtobacterium species could play a major
ecological role and Chase et al. (2018) showed the ecological flexibility in this cosmopolitan genus

and the existence of ecotype depending on environmental variables.

In New Caledonia, Gonin et al. (2013) found that the rhizosphere of three tropical endemic
herbaceous pioneer plants: Tetraria arundinacea (ex Costularia arundinacea) T. pubsecens (ex
Costularia pubescens; Larridon et al., 2018a) and Chamaedendron nervosa (ex Costularia
nervosa; Larridon et al., 2018b), growing on ultramafic soils in New Caledonia is dominated by
Proteobacteria (69%) and comprised 21 genera including Curtobacterium (15%) as the second
main genus. Based upon the 16S rRNA gene sequence analysis of the isolates, ten strains were
clustered with Curtobacterium citreum (Gonin et al., 2013). These authors showed specific
ecological traits such as the tolerance to the extreme edaphic constraints of ultramafic soils and the
production of PGP molecules (1-aminocyclopropane- 1-carboxylate deaminase, indol-3-acetic
acid, NHs and siderophores) suggesting that they might be environmentally adapted to ultramafic

soils and beneficial to plants (Gonin et al., 2013).

Given its importance in the rhizospheres sampled, we sought to determine whether the
ultramafic conditions could structure ultramafic Curtobacterium citreum strains in ecotype and if
this ecotype could play a particular ecological role in plant adaptation to ultramafic settings. To
address these questions, firstly we investigated the taxonomic relationship between the ten
ultramafic C. citreum strains and C. citreum DSM20528" using a polyphasic approach. Secondly,
we compared the effects of three ultramafic strains (BE, BB and AM, chosen regarding their metal
tolerance and PGP properties) and C. citreum DSM20528" on Sorghum growth on ultramafic soil
and their metal tolerance profile.
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3.2. Materials and Methods

3.2.1. Bacterial description and phenotypic characterization

The locations of the study sites are shown in Fig 3.1. These sites are located in ultramafic
ligno-herbaceaous maquis ecosystems where climate, geology, geomorphology and vegetation
structure have been already described (Jaffré, 1992; Perrier et al., 2006a,b). The main geochemical
characteristics of the soils are presented in Table S3.1. Plants were identified according to
morphological features using the Noumea Herbarium (New Caledonia, Nou): Tetraria
arundinacea, Chamaedendron. nervosa, and T. pubescens (Fig 3.1). A full botanical description of
these sedges has been recently reported (Wulff et al., 2010). The plant sampling and bacterial strain
isolation were performed by Gonin et al. (2013). The ten strains denomination, their relationship

with the site and the host plant are reported in Table S3.2.

The ten ultramafic C. citreum strains were grown aerobically on Lysogenic Broth Lennox
medium (LB, tryptone: 10 g L, yeast extract: 5 g L, NaCl: 5g L*}; CONDA®, Spain) and
incubated at 28°C. Curtobacterium citreum DSM20528" (Komagata and Izuka 1964), from the
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen bacterial collection (DSMZ,
Braunschweig, Germany) was used as reference strains.The strains were examined for a broad
range of macro- and microscopic characteristics and phenotypic properties. Activities of catalase
and oxidase were determined using standard methods while additional biochemical tests were
performed using the AP1 20NE and API ZYM Kkits (Bio Mérieux, Marcy I'Etoile, France). Carbon
source utilization was evaluated using the GEN 111 MicroPlate™ (Biolog, Hayward, CA, USA)

like suggested by Saddler and Guimaraes (2015).

117



CHAPITRE 3

22}

e

50 km

D
}\ SALOMON s
.\\' "
X 10s4
\‘.;5NUAYU
\ -
Yy Fll
25
NEW CALEDONIA
0
NEW
TASMAN SEA FERIAND
o
\\
S \ER_\
e E&l Yate
“
NOUMEA 9 A )
Vi D’\f’r
)
€ lle of Pines
167° RN
| P

&Bernard Suprin:

Fig 3.1 General geographical map describing the New Caledonian archipelago with location of
ultramafic massifs (in grey) and site sampled positions (stars with sites numbers). Pictures
illustrating (A) Tetraria arundinacea; (B) Chamaedendron nervosa and (C) Tetraria pubescens in

the ultramafic ecosystem (pictures from Jean-Louis Ruiz and Bernard Suprin, endemia.nc,
Noumea, New Caledonia).
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All commercial phenotypic tests were performed according to the manufacturer’s
recommendations. Antibiotic sensitivity was determined following the method reported in Sheu et
al. (2013). Growth at different temperatures was estimated on LB agar. Overnight culture (10 pL)
was spotted onto plates and incubated at 15, 20, 24, 28, 30, 32, 37, 40°C for 48 h. A circle of
confluent growth was considered as positive (Vishnivetskaya et al., 2009). The experimentation
was done in at least two independent experiments. Determination of the pH and NaCl concentration
optima were performed in aerobic conditions onto microplates (Polystyren, Flat bottom well,
sterile, Greiner) in LB medium (three replicates by plate). Each well was filled with 20 pL of a
one-night bacterial culture adjusted to optical density at 600 nm (ODsoo: 0.5) and 180 pL of broth
tested. The plate was incubated at 28°C under orbital shaking conditions (125 rpm). ODgoo Was
read on Dynex MRX microplate reader after an initial shake of 5 seconds. The experimentations
were done in at least two independent experiments. The pH tested ranged from 4 to 10 with
increment of 0.5 or 1 and NaCl concentrations tested ranged from 0 to 14% (0, 0.5, 1, 2% then

increments of 2%).

3.2.2. Molecular characterization

The 16S rRNA gene sequencing was performed by Gonin et al. (2013). The sequences
(Table S2) were compared with sequences already deposited in the National Centre for
Biotechnology Information (NCBI) database using BlastN analysis (Altschul, 1997). The BlastN
results were used to determine homologies with DNA sequences from other organisms. The
phylogeny analyses were performed by using the online software “Phylogeny.fr”

(http://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cqgi) as described by Dereeper et al. (2010, 2008).

This software aligns DNA sequences using the Muscle algorithm (Edgar, 2004), achieves the
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phylogeny using the phylogenetic algorithm phylML (Anisimova and Gascuel, 2006; Guindon et

al., 2010) and the tree rendering software TreeDyn (Chevenet et al., 2006).

Test of clonality on ultramafic Curtobacterium strains was performed by Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Leelayuwat et al., 2000) using five 10-bases
oligonucleotide primers supplied by Operon (Table S3.3). Amplification reactions of genomic
DNAs were performed on 20-50 ng of purified DNA in a total volume of 25 pL, which contained
0.8 uM of primer, 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP and 1 U of Taq polymerase (Ampli Taq ® 360
DNA Polymerase). Cycling procedure was performed on a Veriti Thermal cycler (Applied
Biosystems) with the following program: Pre-denaturation of DNA at 95°C for 2 min followed by
45 cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing at 36°C for 1 min and extension at 72°C for
1 min and final extension of 5 min at 72°C. PCR products were run in 1.5% gel containing ethidium
bromide (0.5 g mL™?). Gels were viewed and photographed using an ultraviolet transilluminator
and a CCD camera. Difference between the patterns generated was established using Phoretix
1Dprogram (TotalLab) generating a matrix of matched bands established by the presence (1) or the
absence (0) of a band without considering the differences in intensity. These results were used to
make a phenogramm using similarity matrix based on Jaccard index with the XLstat (Addinsoft)

program.

Based on ultramafic tolerance and PGP properties (Table S3.2), the strain BE was chosen
as the representative strain of the ultramafic cluster. Genomic-DNA of the strain BE was extracted
by Qiagen blood and tissue kit according the manufacturer’s instructions. Sample was freeze dried
and sent to BGI genomics (BGIl-Hong-Kong NGS Lab) for whole genome sequencing by Using
[llumina HiSeq 2000 sequencing platform and ANI (Average Nucleotide Identity) analysis. ANI

was determined by github software (https://github.com/widdowquinn/pyani) comparing with
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whole genome of C. citreum NS330, a rice seed associated bacteria (Midha et al., 2016), which is

the only C. citreum strain with whole genome sequence available.

3.2.3. Effects of bacterial strains on plant growth and metal concentration

Based on ultramafic tolerance and PGP properties (Table S3.2), three ultramafic strains BE,
BB and AM and C. citreum DSM20528" were inoculated on Sorghum ‘Sweet Jumbo’ (Sorghum
bicolor (L.) Moench x Sorghum sudanese (Piper) Stapf. seed (Pacific Seed, Queensland,
Australia). Sorghum seeds were disinfected in 2.5% sodium hypochlorite for 5 min and then
washed three times in sterile different deionized water. Germination occurred on vermiculite and
after one week in a growth room were available for the pot trial. The inocula for pot trial were
prepared as follows. A pre-inoculum was performed as described previously. After two days, the
aerobic cultures were used to inoculate 100 mL of LB media at an ODeoonm 0f 0.1. After three days
at 28°C under orbital agitation (125 rpm), the cells were pelleted by centrifugation (SIGMA®,
2K15, 5000 g, 20 min), washed twice with sterile deionized water and then re-suspended in sterile
deionized water at a bacterial concentration between 107 and 108 CFU mL™* (corresponding to a 0.5
ODs0o), as suggested by Larcher et al. (2003). The purity and the concentration of the inoculum

were carried out by counting the bacteria.

A greenhouse experiment was carried out with one-week-old seedlings. Seedlings were
transplanted into one liter pots containing compost amended ultramafic soil composed with (i)
2mm sieved colluvial lateritic soil (ferralsol) sampled in Plum area in New Caledonia (22°16°59°’S,
166°39°12”’E) and (ii) commercial compost (4:1 v/v). Characteristics of the ferralsol are: coarse
sand, 39.4%; fine sand, 22.1%; silt-clay, 37.2%; pH Hz0, 5.9; pH KClI, 5.6; total C, 42.1 g kg %;
total N, 2.2 g kg%; total P, 147 mg kg*; available P (Mehlich), 3 mg kg™!; total Ca, 1.06 g kg*;
total Mg, 5.08 g kg™*; Ca/Mg, 0.207. Metals concentration of the ferralsol are as follows: Co, 0.87
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gkg?; Cr,22gkg™; Fe, 348 gkg™; Mn, 10 g kg ; Ni, 5.6 g kg and available metal extracted by
dimethylene triaminopentaacetic acid (DTPA) are as follows: Coprtea, 68 mg kg; Crprea, 0.17
mg kg*; Feorea, 71 mg kg?; Mnptea, 1.1 g kg'; Niotea, 130 mg kg, The composition of
commercial compost is as follows: N, 1.7 mg g%; Piotal, 150 mg kg2; Poisen, 7 mg kg%; K, 139 mg
kg™ (Terreau universel, Agrofino, France). The addition of this commercial compost to the
ultramafic soil for the greenhouse experiment was necessary because the growth of Sorghum
plantlets is very slow in a pure lateritic soil (Gonin et al., 2013). The compost amended ultramafic
soil was autoclaved three times at 120°C for 1 h, with an interval of 24 h before being used in the

greenhouse experiment.

A 5 mL bacterial suspension was applied on roots of each plantlet during transplantation in
1 L pots filled with the compost amended ultramafic soil. The same volume of sterilized water was
applied to a control set of plants. A set of 12 plants were inoculated per treatment. Plants were
grown under greenhouse conditions as reported by Lagrange et al., (2011). After the 16 weeks of
growth, the plants were harvested. Shoot and root biomasses were determined by measuring the
dry mass tissue (3 days at 60°C). The 12 samples of plant tissues were pooled by four and ground
to powder. The tissue concentration of P, K, Ca, Mg, Co, Cr, Mn, and Ni were quantified by ICP
OES using Varian 730-ES spectrometer at the Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA-US
IMAGO-IRD, New Caledonia). Metals concentrations in the plant tissues were used to estimate
the percentage of gain or loss in response to bacterial inoculation. The gain or loss of a metal was
calculated as [(Concentration in the tissue of inoculated plant — Concentration in the tissue of

control plant) * 100) / Concentration in the tissue of control plant] (Gonin et al., 2013).
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3.2.4. Test for tolerance to metal (Inhibition Concentration 50; 1Cso)

Determination of the metal tolerance was performed on the three ultramafic strains BE, BB
and AM and C. citreum DSM20528" in aerobic conditions onto microplates (Polystyren, Flat
bottom well, sterile, Greiner) in LB medium supplemented with different metal concentrations as
suggested by Chien et al. (2013). To avoid metal precipitation in the assays (Hartley et al., 1997),
metal salts stock solutions (1M; nickel: [NiSO4 -6H20], cobalt: [CoCl, -6H20], chromium:
[K2Cr207] manganese: [MnSOa4-H20]) were sterilized separately. Each well was filled with 20 pL
of an overnight bacterial culture adjusted to optical density at 600 nm equal to one (ODsoo: 1, that
is approximately equal to 108 CFU mL™) and 180 pL of broth tested. The plate was incubated at
28°C under shaking conditions (125 rpm) in microplate incubator reader (EPOCH 2 microplate
reader; BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA). Cell growth was monitored by measuring
the ODeoo every hour during 48 h. The experimentations were done at least twice independently.
According to the metal available concentration found in New Caledonian ultramafic soils (Pasquet
et al., 2018) and preliminary result of Gonin et al. (2013), metals concentration tested ranged from
0.01 to 50 mM for Co, Cr, Mn and Ni. The strain growth rate (1) was determined for each
concentration. A sigmoid dose—response curve was obtained by plotting growth rate against metal
concentrations and ICso values were determined using GraphPad Prism software (version 6,

GraphPad Software, La Jolla California USA).

3.2.5. Adsorption and bioaccumulation of Ni by C. citreum BE and C. citreum
DSM20528"

The metal adsorbed on the surface of the bacterial cell and the metal accumulated inside the
cell were performed according to Giovanella et al. (2017) with modifications as follow. A primary
culture was done by inoculating 10 mL of LB medium by one colony of the chosen bacteria and

incubated for 24 h at 28°C at 125 rpm. A culture (25 mL) inoculated at ODeoo: 0.1 by a primary
123



CHAPITRE 3

culture was incubated at 28°C, 125 rpm for 24 h then the culture was artificially contaminated by
adding aseptically Ni to a final concentration of 0.5 mM, 1 mM and 5 mM (based on Ni-I1Csg value).
After 24 h, 1 mL sample were removed from the culture and centrifuged at 13,000 rpm during 10
min (Sigma, 2-16K). The pellet was washed in sterile deionized water thrice to remove free metal
ions, and finally suspended in 1 mL sterile deionized water. The ODsoo Was read and the CFU mL"
! of the inoculum was carried out. To determine Ni bioaccumulation in the cell walls and
intracellular spaces of these bacteria, another aliquot (1 mL) was centrifuged at 13,000 rpm during
10 minutes, the pellet was washed with ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 10mM, pH: 6.5)
for Ni desorption from cells surface, centrifuged and re-suspended in 1 mL sterile deionized water.
Finally, the total amount of Ni accumulated intracellularly (bioaccumulation) and adsorbed on the
cells (biosorption) was determined by digesting the 1 mL aliquots in a nitric acid (70%, 1 mL) and
hydrogen peroxide (30%, 0.5 mL) solution during one night at room temperature. The digested
samples were then adjusted to 10 mL with deionized water and the Ni content in the final solution
was quantified by ICP OES at LAMA-US. The amount of Ni accumulated intracellularly

(bioaccumulation) was determined by substracting the Ni content adsorbed on the cell walls

(biosorption) from the total Ni amount.

3.2.6. Kinetic of biofilm formation in presence of Ni by C. citreum BE and C.
citreum DSM205287

Biofilm formation assay was performed on microtiter plate (O’Toole, 2011). Aliquots of 90
pL of LB culture medium supplemented with different concentrations of Ni [NiSO4 -6H20] in order
toreach 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8 and 10 mM Ni concentration (based on Ni-ICso value) in wells were
added to 96-well microtiter plates (sterile transparent 96 wells PS flat bottom, Greiner). Inoculation

was done by adding 10 uL of a 48 h primary culture adjusted at an ODsggo: 1. None-inoculated LB
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medium was used as the negative control and LB culture medium without metal as the positive
control. After, 72 h of incubation at 28°C without agitation, the medium and non-adhered bacteria
were eliminated by inversion and each well was washed three times with 100 pL of sterile
deionized water. Microplates were dried at 50°C during 30 min. The cells from the adhering biofilm
were dyed with 100 uL of 0.02% crystal violet (CV) solution (30 min at room temperature). The
excess of dye was removed by simple inversion and the biofilm was washed three times with 100
pL of sterile deionized water at each wash. The microplates were dried at room temperature during
10 min before suspending CV by adding 200 ul of 95% ethanol solution. After 10 min orbital
shaking at 125 rpm, the content of each well was transferred into a new microplate and the OD590
was read with a microplate reader (EPOCH 2 microplate reader; BioTek Instruments, Winooski,
Vermont, US). The results obtained were then transformed into a quantification of biofilm
formation by calculating the average absorbance of six replicates for each species and for each
concentration and dividing by the average absorbance of the blank (without bacteria). The results,
expressed as this ratio, can be considered as non-dependent from the non-specific coloring of the
surface of the wells of the microplates by the CV. Following this procedure, biofilm formation was

considered to have occurred when the ratio is greater than two (Brian-Jaisson, 2014).

3.2.7. Exopolysaccharides (EPS) production of C. citreum BE in presence of Ni and
characterization by infrared spectroscopy

EPS production was quantified after 96 h of culture at 28°C under 125 rpm orbital shaking
in minimum broth medium (MB; KH,PO4 -3H,0, 0.66 g I'Y; NaCl, 50 mg L*; MgSQO4 -7 H,0,10
mg L; FeCls 4 mg L!; CaCl2,40 mg L) supplemented with glucose (30g L™). In order to produce
biomass, five litters of LB were inoculated using a 48 h grown culture (800 mL; 28°C, 125 rpm

orbital shaking). After 72 h of incubation (28°C, 125 rpm orbital shaking), the biomass was
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recovered by centrifugation at 9,000 rpm during 25 min (Sorvall RC5C Centrifuge, DuPont) and
washed once with sterile deionized water. Cells were transferred at 28°C in 500 mL of MB medium
supplemented with glucose (3% w:v) with or without NiSO4. Two concentrations of NiSO4 were
used based on Ni-ICso: 1 and 5 mM. Three independents productions were carried out for each
treatment. After 96 h, the bacteria were removed from the medium by centrifugation (25 min at
9,000 rpm). Several fraction and exopolysaccharides were purified by ultrafiltration on a 100,000
cut-off NMWCO membrane from Sartorius ®. EPS have already been reported for their chelation
capacity toward metals (Gupta and Diwan, 2017). In order to measure Ni-free in medium, the first
removal fraction was recovered (called “Supernatant”). Then 500 mL of distilled water were added
and the second removal fraction was recovered (called “Ni sorbed by the EPS”), for quantify Ni
partially chelated by EPS. Finally, a third fraction (which contain EPS) was collected, freeze dried
and weighed. Concentrations of Ni in the two fractions and in EPS were analyzed by ICP OES
using a Varian 730-ES spectrometer at the Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA-US
IMAGO-IRD, New Caledonia). The infrared spectrum of the freeze-dried EPS was recorded using
a Frontier™ (Perkin Elmer) Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrometer at the Laboratoire
de Spectroscopie (UMR,IMPMC, IRD, New-Caledonia). This spectrum corresponds to an average
of four successive spectra that were collected in Attenuated Total Reflectance mode (diamond

crystal) over the 650 cm™ - 3500 cm™ range with a 4 cm™ resolution.

3.2.8. Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software version 3.3.1 (R Core Team,
2018). All data were analyzed with a parametric tests (t sudent test; one-way ANOVA, followed

by the Tukey’s HSD; Honestly Significant Difference test; P < 0.05) or with non-parametric tests
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(Wilcoxon sign test; Kruskal-Wallis test; followed by a Fisher LSD, Least Significant Difference

test; P < 0.05) when data did not follow the assumptions of a parametric test..

3.3. Results

3.3.1. Bacterial description and phenotypic characterization

The ten ultramafic C. citreum strains formed single colonies with diameter of 1-3 mm,
yellow, raised and circular. They were Gram-positive and straight rods. They all grew at
temperature range of 20 to 37°C, with an optimum at 28°C. Growth occurred at a minimum of
15°C for BE, AM, BR and ES strains and at a maximum of 40°C for BB, AM, BS, BR and ES
strains. All strains grew optimally at 0.5% NaCl and tolerated a pH between 7 and 8. Major
biochemical characteristics that differentiate ultramafic C. citreum strains (including the results of
the 10 strains) from C. citreum DSM20528 are presented in Table S3.4. Phenotypic and
biochemical traits patterns allowed distribution of the ten strains into a single cluster. Moreover,
they indicated that these ultramafic C. citreum strains have the same biochemical profile than C.
citreum DSM20528". Some biochemical differences could be underlined like the ability to produce
gelatine hydrolase or valine arylamidase and the assimilation of N-acetyl-D-galactosamine, D-
arabitol, D-Serine and L-histidine. Depending on the strain, other differences as the production of
N-acetyl-B-glucosaminidase or the assimilation of propionic acid could be noticed. Concerning the
antibiotic resistance, ultramafic C. citreum strains and C. citreum DSM20528" are sensitive to
ampicillin penicillin, gentamycin, tetracyclin, streptomycin and carbenicillin. Nevertheless,
differences of inhibition halo diameter could be measured (Table S3.5). Surprisingly, tests carried
out in the GEN Il MicroPlate™ indicated resistance to Aztreonam for ultramafic C. citreum

strains, while C citreum DSM20285" was found to be sensitive (Table S3.4).
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3.3.2. Molecular Characterization

The combination of the RAPD profiles obtained using the markers OPH13, RAPD1, RF1,
Geno 70.9 and Geno 80.7 confirmed the absence of clonality among the cluster designed by
ultramafic isolates (see full RAPD profiles in FigS3.1) as shown by the dendrogram of dissimilarity
percentages (FigS3.2) and the percentage of the polymorphic band (Table S3.6). The analyze of
the 16S rRNA gene sequences and the phylogeny presented as a neighbor-joining tree (Fig 3.2),
clearly indicated that the ten ultramafic C. citreum strains constitute one homogenous group
belonging to C. citreum. Furthermore, the 16S rRNA gene sequence of ultramafic C. citreum strains
shared a close relationship with the 16S rRNA gene sequence of C. citreum DSM20528" and C.
citreum NS330 with 100% of similarity. Among the ten ultramafic strains, based on PGP properties
and resistance to ultramafic conditions the chosen type strain was BE. Regarding the assemble
result, we found that this genome size was 3,554,925 bp the GC content was 72.09%. The whole
genome of C. citreum BE was compared to C. citreum NS330 strain which showed the highest 16S
rRNA gene sequence similarity. We found that BE genome contained (i) 25,014 Single Nucleotides
Polymorphism (SNP) including 15,501 synonymous mutations and 6,339 non-synonymous
mutations, (ii) 99 insertion mutations, 99 deletion mutations, and 57 Inserts and Deletions located
in the region of coding sequence (Table S3.7 and S3.8). Average nucleotide identity (ANI),
determined to measure the genomic relatedness between C. citreum BE and C. citreum NS330

strains was equal to 98.9%.
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Curtobacterium luteum ATCC1 5830T (X77437)
Curtobacterium ammoniigenes J CM146O6T (AB266597)
H FN (FR872436)
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GU (FR872432)
AR (FR872420)
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AM (FR872424)
Curtobacterium citreum NS330 (LDQB00000000)
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Fig 3.2 Phylogenetic relationships among Curtobacterium species based on the analysis of the 16S
rRNA genomic sequences. Phylogenetic tree shown is a 50% majority rule consensus of the most
parsimonious trees obtained with Phylogeny.fr (see ‘Materials and methods’ section). Values
indicated at tree nodes are percentage values of 1000 bootstrap replicates under MP criterion using
fast stepwise addition. Significant bootstrap frequencies higher than 75 % are indicated. Tree is
rooted with reference of the 16S rRNA genomic sequences belonging to a closely related bacterial
genus, i.e. Clavibacter michiganensis. The scale bar indicates the number of substitutions per site.

3.3.3. Effects of the bacterial strains on plant growth and metal concentration

The effects of the three ultramafic C. citreum strains: BE, BB, AM and C. citreum

DSM20528" inoculation on Sorghum growth are presented in Table 3.1. The three ultramafic C.
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citreum strains had no significant effect on plant shoot and root biomass. The inoculation of C.

citreum DSM20528" have significantly reduced root of Sorghum (-40%) compared to the control.

Table 3.1 Dry biomass of Sorghum as a function of various treatments (mean + SE n = 12).

Treatment Dry shoot biomass (g) Dry root biomass (g)
Control 0.93 + 0.19a* 1.02 + 0.14ab

C. citreum DSM205287 0.78 + 0.16a 0.63 + 0.09c
C. citreum BE 0.80 + 0.17a 0.79 * 0.11bc

C. citreum BB 0.95 + 0.11a 1.09 + 0.10a

C. citreum AM 1.26 * 0.12a 1.20 + 0.12a

* Within a column, values with different letters are significantly different according to Fisher’s
(LSD) test (P < 0.05).

Ca, Mg, P, Na, K concentrations are measured but no significant differences were observed
(Table S3.9). Most significant data variations were observed for the concentrations of metals in
plant tissue (Fig 3.3) while full data are reported in Table S3.10. In the shoots, a significant
reduction of the Co, Cr concentrations was observed with the inoculations of the three ultramafic
strains (respectively in average -44% and -52%) compared to the control. The inoculation of C.
citreum DSM20528" significantly reduced Cr concentration (-38%) compared to the control. No
significant differences were observed for all plants inoculated in Mn concentration compared to
the control. Ni concentration in shoot was significantly reduced only with the inoculation of C.
citreum BE (- 42%) and C. citreum BB (- 42%) compared to the control. In the roots, the
inoculations of C. citreum BB and C. citreum AM significantly enhanced Mn concentration (in

average, +100%) compared to the control.
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C. citreum C. citreum C. citreum C. citreum

DSM20528" BE AM

Loss of metal concentration in shoot tissue (%)

Gain or loss of metal concentration in root tissue (%)

C. citreum C. citreum
20 | T
DSM?20528 BE
-40 ‘
C. citreum C. citreum
60 BB AM

Fig 3.3 Effect of bacterial inoculation on Co, Cr, Mn and Ni concentration in Sorghum. Relative
variations of element concentration are expressed as % of element concentration in dry mass of
tissues of inoculated plants compared with controls. Bars represent means, and error bars represent
standard errors (n=3). Different letters above bars indicate significant differences between
treatments and letters and coefficients underlined in bold indicate significant differences with
controls as determined by Tukey’s (HSD) test or Fisher’s (LSD) test (P < 0.05). Same coefficient
to letters refers to one metal analysis.
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3.3.4. Test for tolerance to metal (Inhibition Concentration 50; 1Cso)

The metals I1Cso were determined for three ultramafic C. citreum strains: BE, BB, AM and
C. citreum DSM20528" (Table 3.2). The results indicated that the Co-1Cso values obtained for
ultramafic strains (in average, 2.4 £ 0.4 mM) were significantly four times higher than those
obtained for C. citreum DSM20528". The Cr-ICso (in average, 2.9 + 0.4 mM) is significantly five
times higher than values found for C. citreum DSM20528". No significant difference was observed
for Mn-1Cso. The Ni-ICso values obtained for C. citreum BE and C. citreum BB (in average, 2.8 =
0.3 mM) were significantly two times higher than those obtained for C. citreum DSM20528" and

C. citreum AM

Table 3.2 Metals ICso for Curtobacterium citreum strains (mean + SE n = 3).

ICs0 (MM)
Strain
Co Cr Mn Ni
C. citreum DSM20528" 0.5+0.1b* 06+0.1b 11.2+1.3a 1.2+0.1b
C. citreum BE 2.6 +£0.3a 25+0.3a 13.5+0.7a 25+0.2a
C. citreum BB 25+0.7a 3.9+0.6a nd 3.0+0.3a
C. citreum AM 2.1+0.2a 2.4 +0.3a nd 1.3+0.2b

*Within a column, values with different letters are significantly different after Fisher’s (LSD) test
(P < 0.05). nd: not determined

3.3.5. Adsorption and bioaccumulation of Ni by C. citreum BE and C. citreum
DSM20528"

The results on intracellular incorporation and biosorption of Ni on the cells surface for C.
citreum BE and C. citreum DSM20528T are presented in Table 3.3. For the two strains, the fraction
of Ni sorbed at the cells surface was significantly higher than that incorporated in the cells, except
at 1 mM for C. citreum DSM20528" (no significant differences). For C. citreum DSM20528T, the
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amounts of intracellular Ni were on average equal to 2% of initial Ni at 0.5 mM, 3.3% at 1 mM
and 0.7% at 5 mM, whereas Ni sorbed on the cells surface were on average equal to 5.7% of initial
Ni at 0.5 mM, 2.8% at 1 mM and 1.3% at 5 mM. For C. citreum BE, the amounts of intracellular
Ni were on average equal to 3.2% of initial Ni at 0.5 mM, 2.8% at 1 mM and 1.3% at 5 mM,
whereas Ni sorbed on the cells surface was on average equal to 0.4% of initial Ni at 0.5 mM, 0.6%

at 1 mM and 0.5% at 5 mM.

Table 3.3 Intracellular Ni and wall surface Ni (uM) for Curtobacterium citreum BE and C. citreum
DSM20528" (mean + SE n = 3).

Ni C. citreum DSM205287 C. citreum BE
Compartment

(mM) Ni content (UM) %* Ni content (UM) %

Intracellular 04 =+ 0.00* - 04 = 0.0f -

° Cell surface 42 =+ 0.4cd - 7.7 += 0.6d -
Intracellular 104 =+ 23c (2.1) 18 + 0.3e (0.4)
oo Cell surface 285 + 15b (5.7) 158 + 3.5c (3.2
Intracellular 327 + 11.4b (3.3) 55 + 1.5d (0.6)
' Cell surface 278 + 28b (2.8) 275 + 1.2b (2.8)
Intracellular 33.7 = 46b 0.7) 259 £+ 2.7b (0.5)
° Cell surface 63.7 = 3.0a (1.3) 66.9 + 3.7a (1.3)

* Within a column, values with different letters are significantly different after Fisher’s
(LSD) test (P < 0.05). *Values in parentheses correspond to the percentage of nickel found in
relation to initial Ni

In order to compare the two strains, biosorption of Ni on the cell surface and intracellular
compartment were expressed in uM (10°CFU). The comparison between C. citreum BE and C.
citreum DSM20528 is shown in Fig 3.4 and the data used are reported in Table S3.11. The fraction
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of Ni sorbed on the cells surface and inside the cells were significantly lower for C. citreum BE
than for C. citreum DSM20528. For the 0.5 mM initial Ni concentration, the mean intracellular
Ni content in C. citreum BE (i.e. 0.1 + 0.0 ng (10’CFU)™) was significantly 250 times lower than
that in C. citreum DSM20528". For the 1 mM initial Ni concentration, the mean intracellular Ni
content in C. citreum BE (i.e. 38 + 10.5 ng (10’CFU)™Y) was significantly 30 times lower than that
in C. citreum DSM20528". Finally, for the 5 mM initial Ni concentration, the mean intracellular
Ni content in C. citreum BE (i.e. 27.8 + 2.9 ng (10’CFU) in average) was significantly 35 times

lower than that in C. citreum DSM20528".

Intracellular content Wall surface content
10000 10000 -
a a b a
1000 |} 1000 L
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o —
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2 c E
N l L . —
= zZ f
z cd 1 | f
e E
o 05 1 5 0 05 1 5
NiSO, (mM) NiSO, (mM)

Bl c citreum DSM20528" [ C. citreum BE

Fig 3.4 Ni intracellular content and wall surface content of Curtobacterium citreum BE and C.
citreum DSM 205287 after growth in medium with different concentration of Ni. Bars represent
means, and error bars represent errors (n=3). Different letters above bars indicate significant
differences between treatments s determined by Fisher’s (LSD) test (P < 0.05).

For each Ni concentration tested, the Ni contents on the cells surface were significantly

lower for C. citreum BE than for C. citreum DSM20528". For the 0.5 mM initial Ni concentration,
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the mean Ni content on the cells surface was significantly 74 times lower for C. citreum BE (i.e.
1.1 + 0.2 ng (10'CFU)™Y) than for C. citreum DSM20528". For the 1 mM initial Ni concentration,
the mean Ni content on the cells surface of C. citreum BE (i.e. 190.9 + 8.3 ng (10’CFU)™) was
significantly 5 times lower than that on the cells surface of C. citreum DSM20528". Finally, for
the 5 mM initial Ni concentration, the mean Ni content on the cells surface of C. citreum BE (i.e.
71.8 + 3.9 ng (10’CFU)™) was significantly 25 times lower than that on the cells surface of C.

citreum DSM20528T.

3.3.6. Kinetic of biofilm formation in presence of Ni by C. citreum BE and C.
citreum DSM205287

Biofilm formation by the two C. citreum strains studied as a function of Ni concentration
(0 to 10 mM) are presented in Fig.3.5 and the data used are reported in Table S3.12. In comparison
with the control, Ni addition had no significant effect on the biofilm formation capacity of C.
citreum DSM20528T before the concentration of 3mM was reached. On the opposite, the biofilm
formation capacity of C. citreum BE decreased with increasing concentration of Ni. Comparison
between the two strains indicated that the amount of biofilm formed by C. citreum BE was
significantly lower than that formed by C. citreum DSM20528". The differences found range from
1.2 times less at 0 mM, 0.5 mM and 2 mM initial Ni concentrations, up to 2 times less at 1 mM

initial Ni concentration.
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Fig 3.5 Biofilm formation of Curtobacterium citreum DSM20528" in black and C. citreum BE in
grey at 72 h in relation to Ni concentration. Adherent bacteria are stained with a 0.02% crystal
violet solution. The results are expressed as the ratio of the absorbance of the assay to the
absorbance of the blank (without bacteria). Biofilm production occurs when the ratio is greater than
two (dotted line on the graphic). Bars represent means, and error bars represent standard errors
(n=6). Different letters above bars indicate significant differences between treatments s determined
by Fisher’s (LSD) test (P < 0.05).

3.3.7. EPS production of C. citreum BE in presence of Ni and characterization by
infrared spectroscopy

FT-IR spectroscopy was employed to detect the main functional groups in the exopolymeric
substances produced by C. citreum BE. The FT-IR spectrum obtained (Fig 3.6) shows a broad and
large absorbance band centered at 3271 cm™ that was assigned to the stretch vibration of the
hydroxyl groups or hydrogen bonds existing in all polymers. The bands in the regions of 2923 cm-
1 and 1200 cm™ to 1400 cm™ could be assigned to weak CH-stretching of methylene (-CH.) and

methyl (-CHs) groups. The band at 1635 cm™ was assigned to the stretching modes of C=0 bonds.
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The peak at 1249 cm™ was assigned to the deformation vibration of C=0 bonds and the peak at
1011 cm™ was assigned to the stretching modes of C-O bonds from intra-molecular C-O-C ring.
This latter peak thus strongly suggests that the monosaccharides in the EPS have pyranose rings.
In addition, the two weak peaks near 843 cm™ and 898 cm™ could be respectively assigned to the

two a- and B-ends of carbon-glucoside bonds.

The EPS production by C. citreum BE in a medium supplemented or not with Ni are shown
in Fig 3.7, and corresponding data are displayed in Table S3.13. The presence of Ni significantly
increased the production of EPS (i.e. with a value of 2.9 + 0.1 g I}, 1.3 times more EPS was
produced at a 5 mM initial Ni concentration compared to the control). We quantified the Ni
concentration in the medium, as well as the fraction of Ni sorbed by the EPS and that fully chelated
by the EPS (Table S13). The results given in Table 3.4 indicated that the EPS produced by C.
citreum BE was able to chelate Ni. For the 1 mM initial Ni concentration, 9.2 = 0.7 mg Ni were
found to be sorbed by the EPS and 3.5 + 0.4 mg Ni were found to be chelated (i.e. respectively,
32% and 12% of initial Ni). For the 5 mM initial Ni concentration, 45.1 + 1 mg Ni were found
sorbed by the EPS and 14.2 + 0.7 mg Ni were found chelated (i.e. respectively, 36% and 11% of
initial Ni). The functional groups of the C. citreum BE EPS involved in the Ni chelation were
investigated by FT-IR. As shown in the Fig.8 and Fig.S3, there were shifts in wave numbers of
dominant peaks at 3271 cm™, 1637 cm™ and 1011 cm®, which corresponded to the function groups

of O-H, C=0 and C-O-C, respectively.
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Fig 3.6 Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrum of the Curtobacterium citreum BE EPS in
the 650-3500 cm™ range showing common absorbance bands, which are characteristic for
polysaccharides.
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Fig 3.7 Production of exopolysaccharide by Curtobacterium citreum BE in relation to Ni
concentration. Bars represent means, and error bars represent standard errors (n=3). Different

letters above bars indicate significant differences between treatments s determined by Fisher’s
(LSD) test (P < 0.05).
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Fig 3.8 Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrum of the Curtobacterium citreum BE EPS in
the 650-3500 cm? range purified by ultrafiltration after cultivation of the bacteria cells in medium
supplemented or not with NiSO4 (1mM, 5mM).

Table 3.4 Contents of Ni in the supernatant, adsorbed by the EPS and chelated in EPS of
Curtobacterium citreum BE, as a function of Ni concentration (mean + SE n = 3).

Ni in supernatant Ni sorbed by the EPS Ni in the EPS
Ni Ni content . Ni content Ni content
%t % (%)
(mg) (mg) (mg)
0mM 0.0 * 0.0a* - 00 %= 0.0a - 00 + 0.0a -
1mM
122 + 0.7a (42.1) 92 £+ 0.7b (31.8) 35 = 04c (12.2)
(29 mg of NiSQ.)
5mM
58.7 + 4.la (47.00 451 + 1.0b (36.1) 142 + 0.7c (11.4)

(125 mg of NiSQ.)

*Within a line, values with different letters are significantly different after Tukey’s (HSD) test (P
< 0.05). *Values in parentheses correspond to the percentage of nickel found in relation to initial

Ni.

140



CHAPITRE 3

3.4. Discussion

The analyze of the 16SrRNA sequences and the phylogeny of 10 ultramafic C. citreum
strains isolated from the rhizosphere of T. pubescens, T. arundinacea and C. nervosa in New
Caledonia clearly confirmed that all belong to the Curtobacterium citreum species with 100%
similarities with the sequences of C. citreum DSM20528" and C. citreum NS330. The
characterization of the ten strains based on microbiological and biochemical approaches showed
that they belong to the same cluster, which differs from the type strain C. citreum DSM20528" type
strain by three biochemical features. The GC mol% of C. citreum BE (72.09%) is comprised in the
range of those described for C. citreum species (70.5 to 75.2 mol %) (Saddler and Guimaraes,
2015) and identical to the GC mol % of C. citreum NS330. The ANI calculated between C. citreum
BE and C. citreum NS330, showed a high identity between the two strains with an ANI value of
98.9%. These results confirmed clearly that the ten strains belong to C. citreum species.
Curtobacterium citreum was first isolated from rice in China (Komagata and Izuka, 1964), then
isolated from potato (Sturz and Matheson, 1996), red clover (Sturz et al., 1997), rice (Elbeltagy et
al., 2000; Mano et al., 2007), Sorghum (de Fretes et al., 2018) or directly from soil (Roane and
Kellogg, 1996). C. citreum strains are found in shoot tissues (Mano et al., 2007), in roots (Sturz et
al., 1997) or free in the rhizosphere (Roane and Kellogg, 1996; Roman-Ponce et al., 2017). Since
the phenotypic diversity is highly correlated with the diversity in the genotype, to analyze the
adaptive characteristics of C. citreum BE, we investigated SNP and small fragments Insert or
Deletion between C. citreum BE and C. citreum NS330. For that purpose, 25,014 coding SNPs
have been detected between the two genomes including 6,339 non-synonymous mutations, which
are likely to have a stronger effect on C. citreum BE fitness to the ultramafic settings. Moreover,

we found 99 insertions- mutations, 99 deletions- mutations, and 57 Inserts and deletions located in
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the region of coding sequence. In ultramafic soils, it has been shown that the mineral composition
is responsible of the structure of microbial communities (Bordez et al., 2016; Gourmelon et al.,
2016) and the development of particular and adapted species (Guentas et al., 2016; Klonowska et
al., 2012; Mengoni et al., 2010). We thus tried to determine if the ultramafic edaphic conditions
structure C. citreum in ecotype and we asked whether the genomic differences between C. citreum
BE and the type strain C. citreum DSM20528T correspond to phenotypic adaptation to ultramafic

settings and may be involved in the adaptation of plants to metallic stress.

Although the majority of Curtobacterium are associated with plants and play a crucial role
in the degradation of organic matter within litter communities (Chase et al., 2016; Ventorino et al.,
2015), only few studies have dealt with the effects of inoculation with Curtobacterium on plant
growth adaptation. Raupach and Kloepper (2000) showed that C. flaccumfaciens strain ME1 could
significantly promote cucumber growth compared to the control. More recently, Roman Ponce et
al. (2017) reported an increase of growth and germination of Brassica nigra seeds after the
inoculation of a Curtobacterium strain. Our results indicate that the three ultramafic C. citreum
strains did not influence positively Sorghum growth probably in relation to the lack of stimulation
effect on the plant nutrition. However, inoculation of C. citreum DSM20528 has reduced Sorghum
root biomass. Sturz et al. (1997) demonstrated on Trifolium pretense that a strain of C. citreum
could significantly reduce the root biomass. Significant diminution of the Co, Cr and Ni
concentrations (with the exception of C. citreum AM for Ni) was observed in the Sorghum shoots
inoculated with ultramafic C. citreum strains compared to the control type strain. As no significant
differences in Co, Cr and Ni were found in roots of all treatments we suggest that ultramafic C.
citreum strains are able to reduce metal translocation from roots to shoot. A similar result was

observed by Janssen et al. (2015) who showed that a Curtobacterium strain was able to reduce Cd,
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Zn and Pb translocation to the shoots of Salix viminalis. According to Etesami (2018), we have
investigated the bacterial metal resistant mechanisms in order to understand the observed metal

alleviation.

In our experiments, the three ultramafic strains of C. citreum showed a higher metal
tolerance than C. citreum DSM20528". These results are in agreement with the previous study
conducted by Gonin et al. (2013) and with other studies that have shown that ultramafic soils are
known to hold bacterial communities more or less adapted to metal stress (Abou-Shanab et al.,
2007; Mengoni et al., 2010). Moreover, Curtobacterium strains have been found in ultramafic soils,
particularly in association with Ni-hyperaccumulator plants: Alyssum bertolonii (Barzanti et al.,
2007), Alyssum serpyllifolium (Becerra-Castro et al., 2011a,b) and Thlaspi goesingense (Idris et
al., 2004). For example, Barzanti et al. (2007) reported that some Curtobacterium strains are able
to tolerate up to 15mM Ni and 10 mM Cr. Finally, our results are in agreement with the existence
of a correlation between the tolerance of bacteria to metals and the decrease of metal concentration

in the plant as suggested by Etesami (2018).

Regarding results of bacterial inoculation on Sorghum and 1Cso profile, a focus was carried
out on the mechanisms involved in Ni tolerance in C. citreum BE in comparison with C. citreum
DSM20528" by assaying the two strains for two functional traits: Ni biosorption and
bioaccumulation and biofilm formation. The results on Ni biosorption and intracellular
bioaccumulation revealed a preferential sorption on the cell surface for the two strains. Li et al. (
2018) have shown that the biosorption of Cd (1) was more efficient than the bioaccumulation in
Curtobacterium sp. GX_31. In our study, between 0.35 and 3.27% of initial Ni was found in the
intracellular space for both C. citreum strains. These results are in agreement with the study of Li
et al. (2018), which showed that between 0.97 and 3.93% of initial Cd was internalized in the cells
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of Curtobacterium sp. GX_31. These results suggest that one of the tolerance mechanisms to metals
used is to limit their diffusion across the cell envelope, as already described by Bruins et al. (2000).
In our study, the two studied strains were found to be able to produce biofilm without Ni pressure.
However, for Ni concentrations ranging from 0.25 to 2 mM, the biofilm production by C. citreum
BE was significantly lower compared to that of C. citreum DSM20528. This result could explain

the higher amounts of Ni found on the cell surface of C. citreum DSM20528".

The small amounts of Ni found in the cells and on the cell surface for both strains suggest
the existence of extracellular sequestration mechanisms. Extracellular sequestration has already
been reported as a mechanism of Ni tolerance for Curtobacterium strains (Becerra-Castro et al.,
2011b; Li et al., 2018). One of the mechanisms used by bacteria for metal immobilization in soil is
the excretion of EPS. Indeed, these EPS are able to bind significant amounts of metals thanks to
anionic groups such as carbonyl, carboxyl and hydroxyl groups (Ayangbenro and Babalola, 2017;
Etesami, 2018; Gupta and Diwan, 2017). In order to highlight this mechanism, the production of
EPS by C. citreum BE was carried out. Our results indicate that C. citreum BE produced EPS, and
to our knowledge, it is the first EPS production reported for the Curtobacterium genus. The FT-IR
peaks found suggest that the EPS is a polysaccharide containing pyranose (Liu et al., 2016; Su et
al., 2013). Thus, carbohydrates are the main components in this EPS. The pyranose that are
expected to represent a major component of the polysaccharides are considered to have a significant
metal binding capacity (Etesami, 2018; Gupta and Diwan, 2017). The adsorption of metals by EPS
is energy dependent and can be caused by interaction between metal cations and functional groups
of EPS (Zhang et al., 2017). In comparing C. citreum BE EPS and metal-laden EPS, shifts in wave
numbers of dominant peaks, which represented the functional groups containing oxygen. Indeed,

the O of polysaccharides are known to complex with metal in adsorption process which lead to
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change their vibration frequency and intensity (Guibaud et al., 2005). So based on this study, the
O-H, C=0 and COC groups in the C. citreum BE EPS played an important role in the interaction
with Ni. Our IRTF results thus suggest that the C. citreum BE produces EPS to face the edaphic
conditions when it is grown in a Ni enriched medium, or more generally in ultramafic soils. Such
a behavior has already been reported for Pseudomonas sp. EJOA facing Ni toxicity (Chien et al.,
2013) or for Xylella fastidiosa when facing Zn toxicity (Navarrete and De La Fuente, 2014).
Moreover, our results also indicate that the EPS produced by C. citreum BE is able to chelate Ni.
The amounts of Ni chelated (i.e. 2.65- 9.93 mg g!) are in agreement with Pulsawat et al. (2003),
who showed that the EPS produced by Rhizobium etli was able to chelate Mn at similar
concentrations (i.e. 20 — 60 mg g™). Although we did not carry out the same experiment for C.
citreum DSM20528T, metals complexation by the EPS from C. citreum BE is likely to represent
an important adaptation mechanism for bacteria growing on lateritic soils that are characterized by

a strong metallic pressure.

3.5. Conclusions

The different approaches tested to characterize the ultramafic C. citreum strains indicated
that these strains are clearly different from C. citreum DSM20528". The taxonomy, the interactions
with Sorghum and the metal tolerance suggest the existence of an ecotype related to ultramafic
soils. Their ability to reduce shoot metal concentration supports the hypothesis that these ultramafic
C. citreum strains play a role in the adaptation of plants to the edaphic constraints of ultramafic
soils. The ability of C. citreum BE to neutralize Ni by EPS production could be of interest for the
ecological restoration of land degraded by mining activity. Actually, Curtobacterium strains are
found in association with AMF and their co-inoculation enhanced plant growth (Long et al., 2017).
Knowing that native AMF increased plant growth in New Caledonian ultramafic soil (Amir et al.,
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2019, Lagrange et al., 2013) and that germination of AMF spore could be inhibited by high levels
of Ni (Amir et al., 2008) the co-inoculation of AMF and Curtobacterium strains native from New
Caledonian ultramafic soils might constitute a promising way to improve plant growth and metal

tolerance on degraded ultramafic soils.
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Appendix A. Supplementary data

FigS3.1 Electrophoresis pattern of RAPD-PCR products. A: Geno 70.9 primer, B: RAPD1 primer,
C: Geno 80.7 primer, D: RF1 primer and E: OPH13 primer. M: 1Kb DNA ladder (Promega), 1:
BB, 2: GU, 3: AM, 4: BQ, 5: BR, 6: AR, 7: BS, 8: FN, 9: BE and 10: ES.
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FigS3.2 Phenogramm based on dissimilarity obtained by Xlstat program (Jaccard index) of the ten
ultramafic Curtobacterium strains.
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FigS3.3 Magnifications of the Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectrum of the Curtobacterium citreum BE EPS purified by
ultrafiltration after cultivation of the bacteria cells in medium with or without NiSO4 supplementations (ImM, 5mM).
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Table S3.1 Site location, geographical description and geochemical characteristics of the sites of
Curtobacterium strain sampling (Gonin et al., 2013).

Location and GPS

Trazy-Guerioum, Koniambo massif,

Mont-Dore, Plum Road

Kone 22°15°54°°S166°35°57°

coordinates 21°00°26”S ; 164°50°04”E ’E
21.00 S 164.83 E 22.26S 166.59 E
Altitude (m) 821 534
Geomorphological type Ferralsol* Cambisol
(FAO UNESCO)
Sites map 1 2
Main characteristics
pH (H20) 4.9 5.2
Total elements
N (g kg% 0.97 1.63
P (g kg?) 0.043 0.129
K (g kg?) 0.021 Not detected
Ca(gkg?) 0.63 0.46
Mg (g kg™) 7.3 10.4
Fe (g kg?) 397 396
Mn (g kg?) 1.7 2.7
Ni (g kg?) 4.4 3.9
Co (g kg™ 0.66 0.44
Cr (g kg?) 17.7 20.4
Extractable Elements
Fe DTPA* (mg kg?) 80 95
Ni DTPA (mg kg™?) 96 76
Mn DTPA (mg kg 658 162
Co DTPA (mg kg™ 61 57
Cr DTPA (mg kg™}) 0.3 0.6

*Soil geomorphological
triaminopentaacetic acid

definition

according to FAO UNESCO.

'DTPA: dimethylene
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Table S3.2 List of strains: collection code, sampling site, plant host origin, DNA sequences in EMBL database, adaptation to ultramafic
conditions (Gonin et al. 2013). Site 1: Trazy-Guerioum, Koniambo massif, Kone, 21°00°26”’S; 164°50°04”E, 21.00 S 164.83 E; Site 2:

Mont-Dore, Plum Road, 22°15°54°’S166°35°57°°E, 22.26S 166.59 E. (See Table S1 for the description of each site).

UF *-like conditions

Plant Growth Promoting properties

Collecti 16S rDNA Total
ONECUON ite  Plant host species sequence Co Cr Mn Ni CaMg Solub ota
codes EMBL score

1 01 10 1 (1/16) POs¥ I1AA* NHs* Siderophore AcCC *
mM mM mM mM
BE 2 Tetraria pubescens FR872423 1* 1 1 1 1 0 1 1 0 0 7
BB 2 T. pubescens FR872427 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 5
AM 2 T. arundinacea FR872424 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 6
AR 2 T. pubescens FR872420 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 4
BS p,  Chamaedendron FR872426 o 1 1 1 1 0 0 0 0 1 5
nervosa
BQ 2 T. pubescens FR872421 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 5
BR 2 T. pubescens FR872425 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 5
GU 1 T. arundinacea FR872432 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 6
FN 2 T. pubescens FR872436 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 5
ES 2 T. pubescens FR872438 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 5

*Each condition tested was scored as 1 for a positive result or 0 for a negative result. *Abbreviations: EMBL: European Molecular
Biology Laboratory, UF: Ultramafic Solub. PO4, phosphate solubilization; IAA, indole-3-acetic acid; ACC, 1-aminocyclopropane-1-

carboxylate deaminase
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Table S3.3 Primers list used in the present study for RAPD experiments.

CHAPITRE 3

grlrr;egs Tm References
RF1 (60% GC) GTAGCTGACG 32 °C Operon eurofin
OPH13 (70% GC) GACGCCACAC 34°C Operon eurofin
Geno 70.9 (70% GC) TGCAGCACCG 34 °C Operon eurofin
RAPD1 (80% GC) GTTCCGCCCC 36 °C Operon eurofin
Geno 80.7 (80%GC) GCACGCCGGA 36 °C Operon eurofin
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Table S3.4 Full biochemical characteristics of Curtobacterium strains isolated from New
Caledonian ultramafic soils and C. citreum DSM20528 Abbreviations: +: growth; -: no growth;

w: weakly.

APl 20NE

Nitrates reduction to nitrites

Nitrites
nitrogen

reduction to

Tryptophane deamination

Glucose fermentation

Arginine dihydrolase

Urease

Esculine hydrolysis

Gelatin hydrolysis

[ galactosidase
Glucose
Arabinose
Mannose
Mannitol

N-acetyl-
glucosamine

Maltose

Potassium
gluconate

Capric acid

ASSIMILATION

Adipic acid
Malate

Trisodium
Citrate

Phenylacetic
acid

Oxidase

Strains of Curtobacterium isolated from New

Caledonian ultramafic soils

BE BB AM AR BS BQ BR GU FN ES OO
DSM20528
+ + + + + + O+ O+ o+ o+ +
+ + + + + + + - o+ 4+ -
+ + + + + + o+ o+ o+ o+ +
+ + + + + + o+ o+ o+ o+ +
+ + + + + + o+ o+ o+ o+ +
+ + + + + + + o+ o+ 4+ +
+ + + + + + + o+ o+ 4+ +
+ + + + + + O+ O+ o+ o+ +
+ + + + + + O+ 4+ o+ o+ +
+ + + + + + O+ 4+ o+ o+ +
+ + + + + + O+ o+ o+ o+ +
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Catalase

GEN I11 Biolog

Dextrin
D-Maltose

D_
Trehalos
e

D-Cellobiose

Gentiobi
ose

Sucrose

D_
Turanose

Stachyose
pH 6
pH5

D-
Raffinos
e

a-D-Lactose

D-
Melibios
e

B-Methyl-D-Glucoside

D-
Salicin

N-Acetyl-D-Glucosamine

N-Acetyl-B-D-
Mannosamine

N-Acetyl-D-Galactosamine
N-Acetyl-Neuraminic Acid
1% NaCl
4% NacCl

+ + + 4+

+ + + 4+
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+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + 4+

+ + + S
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8% NaCl + + + + + + + o+ o+ O+ +
a-D-Glucose + + + + + + + + + o+ +
D-Mannose + + + + + + + + o+ o+ +
D-

Eructose + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +
D-Galactose + + + + + + + + + o+ +
3-Methyl Glucose + + + + + 0+ o+ o+ o+ o+ +
D-Fucose + + + + + + + + o+ + +
L-Fucose + + + + + + + + O+ + +
L-Rhamnose + + + + + + + + o+ 4+ +
Inosine + + + + + + + o+ o+ o+ +

i:octate Sodium + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +

Fusidic Acid - - - - - - - - - - -

D-Serine - - - - - - - - - - -
D- + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 +
Sorbitol
D-Mannitol + + + + + + + + o+ 4+ +
D- . + + + + + + + + + 4+ w
Arabitol
myo-Inositol + + + + + + + o+ o+ o+ +
Glycerol + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +
D-Glucose-6-PO4 + + + + + + + + + o+ +
D-Fructose-6-PO4 + + + + + + + o+ o+ 4+ +
D-Aspartic Acid + + + + + + + o+ o+ o+ +
D-Serine - - - - - - - - - } +

Troleandomycin - - - - - - - - - -

Rifamycin SV - - - - - - - - - -

Minocycline - - - - - - - - - - -
Gelatin + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ 4+ +
Glycyl-L-Proline + + + + + + + + o+ o+ +
L-

Alanine + 0+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 +
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L-
Arginine

L-Aspartic Acid
L-Glutamic Acid

L-
Histidine
L-Pyroglutamic Acid
L-Serine
Lincomycin
Guanidine HCI
Niaproof 4
Pectin

D-Galacturonic Acid
L-Galactonic Acid Lactone
D-Gluconic Acid
D-Glucuronic Acid
Glucuronamide

Mucic

Acid

Quinic Acid

D-Saccharic Acid
Vancomycin
Tetrazolium
Violet
Tetrazolium
Blue

p-Hydroxy-Phenylacetic
Acid

Methyl Pyruvate

D-Lactic Acid Methyl Ester
L-Lactic Acid

Citric

Acid

a-Keto-Glutaric Acid

CHAPITRE 3
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D-Malic Acid + + + + + + + o+ o+ O+ +
L-Malic Acid + + + + + + + + + o+ +
Bromo-Succinic Acid + + + + + + + + + o+ +
Nalidixic Acid + + + + + + + + o+ 4+ +
éll"]:rc:glr(;]e + + + + + + + + + + +
-ﬁ)—g}?jflltlém + + + + + + + + + + +
Tween 40 + + + + + + + + O+ + +
y-Amino-Butryric Acid - - - - - - - - - +
a-Hydroxy-Butyric Acid - - - - - - - - - - +
B-Hydroxy-D,L-Butyric ) ) i ) ] ] S .
Acid
a-Keto-Butyric Acid - - - - - - - - - - w
Acetoacetic Acid + + + + + 0+ o+ o+ o+ o+ +
Propionic Acid w oW - - + + -+ + o+ w
Acetic Acid + + + + + 0+ o+ o+ o+ o+ +
Formic ] ] ] ] ] ] o ] ]
Acid
Aztreonam + + + + + + o+ o+ o+ o+ -
gﬂ?;/?g:e + + + + + + + + + + +
g?g:#g:e + + + + + + + + + + +
APl ZYM
Alkaline phosphatase - - - - - - - - - -
C4 esterase + + + + + + + + + o+ +
C8 esterase lipase + + + + + + + + + o+ +
C14 lipase - - - - - - - - - - -
Leucine arylamidase + + + + + + + o+ o+ 4+ +
Valine arylamidase + + + + + + + + + 4+ w
Cystine arylamidase + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +
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Trypsin
Alpha-chymotrypsin
Phosphatase acid

Naphtol AS-BI-
phosphohydrolase

a galactosidase

[ galactosidase
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Table S3.5 Zone of inhibition (cm) of Ampicillin, Penicillin, Gentamycin, Tetracyclin, Streptomycin and Carbenicillin.

Zone of Inhibition (cm)

Dose tested C. citreum
BE BB AM AR GU BS BQ BR ES FN

(Mg per tablet) DSM205287
Ampicillin 10 1 18 16 16 18 14 14 14 nd* nd 2.4
Penicillin 6 08 12 12 1 16 08 10 10 nd nd 3.0
Gentamycin 15 24 24 22 24 22 24 24 22 nd nd 1.4
Tetracyclin 30 18 20 20 20 24 18 20 20 nd nd 2.0
Streptomycin 10 14 20 18 18 20 10 20 18 nd nd 0.8
Carbenicillin 100 18 22 24 22 24 20 22 22 nd nd 4.0

*not determinated
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Table S3.6 Percentages of polymorphic bands of RAPD experiments of the ten ultramafic

Curtobacterium strains.

Number of Number of % of

Primer Sequence % GC polymorphic  polymorphic

RAPD bands

bands bands
RF1 GTAGCTGACG 60% 3 2 67%
OPH13 GACGCCACAC 70% 15 14 93%
Geno 70.9 TGCAGCACCG 70% 9 100%
RAPD1 GTTCCGCCCC 80% 8 89%
Geno 80.7 GCACGCCGGA 80% 12 11 92%
88%

Table S3.7 Statistics of sequencing depth and coverage.

Sample Reference Reference Size  Covered Length  Coverage Average
Name Name (bp) (bp) (%) Depth
C.citreum  C.citreum
3,453,097 3,127,933 90.58 315

BE NS330
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Table S3.8 Statistics of SNP annotation comparing with reference Curtobacterium citreum NS330.

Region CDS Intergenic| Total
Sample N
Name on
Type [Start_syniStop_syn|Start_nonsyniStop_nonsynPremature_stop Synonymoussynonymous Total
Number| 4 10 26 8 28 15,501 6,339 21,864 3150 (25,014
C. citreum BE| Rate
(%) 0.016 | 0.040 0.104 0.032 0.112 61.969 25.342 87.407| 12.593 |-
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Table S3.9 P, K, Ca and Mg concentration in shoot and root of Sorghum (mean = SE n = 3).

P Ca Mg
Treatment
(mg kg™) (g kg™ (g kg™ (gkg?)
Shoot
Control 317 + 14a 166 = 0.4a 235 + 0.08a 195 =+ 0.03a
C. citreum DSM205287 373 + 18a 152 + 1lla 25 + 0.12a 22 + 0.15a
C. citreum BE 367 + 8a 16.2 = 0.2a 271 + 0.28a 213 + 0.01a
C. citreum BB 338 *+ 12a 158 + 0.5a 3.07 + 0.2la 232 + 0.1la
C. citreum AM 351 + 19a 171 = 1.2a 3.03 + 043a 211 + 0.04a
Root
Control 301 = 15a 6.41 =+ 0.35a 3.73 + 0.44a 396 =+ 0.15a
C. citreum DSM205287 288 * 27a 462 + 0.16b 356 + 0.13a 403 £ 0.10a
C. citreum BE 284 + 10a 535 + 0.55ab 328 + 0.23a 405 £ 0.28a
C. citreum BB 306 * 18a 536 + 0.3lab 3.78 + 0.19 3.03 + 0.13a
C. citreum AM 313 + 8a 6.00 + 0.79 393 + 0.70a 423 + 0.67a

*Within a column, values with different letters are significantly different after Tukey’s (HSD) test or Fisher’s (LSD) test (P < 0.05).
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Table S3.10 Metals concentration in shoot and root of Sorghum (mean + SE n = 3).

Treatment Co Cr Mn Ni
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Shoot
Control 200 = 0.07a* 248 + 4.9a 439 + 8a 19.2 + 0.6a
C. citreum DSM20528T 1.25 = 0.14b 164 + 0.8a 427 + 35a 182 £+ 21a
C. citreum BE 1.08 + 0.01b 93 + 21b 378 + 20a 112 + 1.2b
C. citreum BB 1.17 £ 0.06b 104 £ 20b 418 + 28a 111 = 05b
C. citreum AM 119 + 0.05b 11.0 = 0.3b 354 + 27a 159 + 1.lab
Root
Control 183 *+ 9a 555 + b56a 2208 + 8c 678 =+ 45ab
C. citreum DSM205287 220 + 17a 867 + 275a 2508 + 35bc 973 + 139a
C. citreum BE 198 + 09a 698 + 106a 2430 + 20bc 847 + 1l4ab
C. citreum BB 183 + 3a 827 + 160a 3983 + 28ab 499 + 31b
C. citreum AM 194 + 12a 794 + 99 4860 + 27a 538 + 46b

*Within a column, values with different letters are significantly different after Tukey’s (HSD) test or Fisher’s (LSD) test (P < 0.05).
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Table S3.11 Intracellular Ni and wall surface Ni (ug (10’CFU)™?) of Curtobacterium citreum BE and C. citreum DSM20528" (mean +
SE n =3).

Ni Strai Intracellular Ni Wall surface Ni
rains

(mM) Ni content (ng (10’CFU™)) % Ni content (ng (10’'CFU™)) %

0 C. citreum DSM205287 06 =+ 0.0c* - 58 =+ 0.6e -

C. citreum BE 01 + 0.0d - 1.0 + 0.1f -
05 C. citreum DSM205287 299 £ 6.6b (0.1)% 823 + 4.4d (0.3)
' C. citreum BE 01 £ 0.0cd (0.0) 1.1 = 0.2f (0.0)
. C. citreum DSM205287 11519 + 400.0a (2.0) 977.8 £+ 97.4b 1.7)
C. citreum BE 380 + 10.5b (0.1) 1909 + 8.3c (0.3)
. C. citreum DSM205287 958.0 + 129.9a (0.3) 1808.3 + 84.0a (0.6)
C. citreum BE 278 + 29b (0.0) 718 + 39 (0.0)

*Within a column, values with different letters are significantly different after Fisher’s (LSD) test (P < 0.05). *Values in parentheses
correspond to the percentage of nickel found in relation to initial Ni.
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Table S3.12 Biofilm formation of Curtobacterium citreum BE and C. citreum DSM20528 at 72h.
Adherent bacteria are stained with a 0.02% crystal violet solution. The results are expressed as the
ratio of the absorbance of the assay to the absorbance of the blank (without bacteria).

Ni (mM)  C. citreum BE

C. citreum DSM20528"

0 45 * 0.3bcd**
0.25 3.2 £ 0.5ef
0.5 4.1 £ 0.3cde
1 2.7 + 0.1fg

2 35 £ 0.1def
3 1.4 + 0.1ij

4 1.3 *= 0.1jk

8 1.2 + 0.1k

10 1.2 * 0.0jk

5.5
4.9
5.1
5.4
5.1
1.4
1.3
1.3
1.5

+ + + + + H+ H+

I+

0.3a
0.3abc
0.2ab
0.3a
0.3ab
0.0hi
0.0ij
0.0ij
0.0gh

*Within a column, values with different letters are significantly different after Fisher’s (LSD) test
(P < 0.05). *Biofilm production (in bold) occurs when the ratio is greater than two (Brian Jaisson

2014).

Table S3.13 The productions of EPS by Curtobacterium citreum BE in relation to Ni (mean = SE

n=3).
Treatment EPS(gL™?) Ni in the EPS (mg g})
LB 2.3 * 0.0b* 0.0 * 0.0c
LB + 1 mM NiSO4 2.7 + 0.3ab 2.7 + 0.3b
LB + 5 mM NiSO4 2.9 + 0.1a 9.9 + 0.5a

*Within a column, values with different letters are significantly different after Fisher’s (LSD) test

(P < 0.05).
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4. Chapitre 4 Effets de la co-inoculation de Curtobacterium
citreum BE et de champignons mycorhiziens a arbuscules
sur la croissance et I’adaptation des plantes au sol

ultramafique
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Introduction

Les chapitres précédents ont mis en avant que les inoculations bactériennes de
Paraburkhlderia ultramafica STM10279", Caballeronia novacaledonica STM10272" et
Curtobacterium citreum BE entrainaient une diminution significative des teneurs en métaux
dans les plantes. Cependant, ces diminutions de concentrations en métaux n’ont aucune
influence positive sur la croissance des plantes. L’absence d’amélioration de la nutrition des
plantes ainsi que des adaptations propres a la plante vis-a-vis des métaux ont été suggérées pour

expliquer ce phénomene.

Dans une optique d’amélioration de la nutrition minérale, des essais de co-inoculation
avec des champignons mycorhiziens a arbuscules (AMF), reconnus pour leurs roles dans
I’amélioration de la nutrition minérale de Tetraria comosa (Gensous, 2014 ; Lagrange et al.,
2013, 2011) et Metrosideros laurifolia (Amir et al., 2019 ; Crossay, 2018 ; Gensous, 2014) ont
été réalisés. C. novacaledonica STM10272" n’a pas été utilisée au vu des résultats négatifs
qu’avait son inoculation sur la croissance des plantes (chapitre 2). Concernant P. ultramafica
STM102797, ’expérimentation a été réalisée, mais aucune amélioration significative positive
n’a été observée en comparaison du traitement avec les AMF seuls (Annexe 1, 2 et 3). Un focus
a donc été réalisé pour 1’écriture d’une publication sur la co-inoculation avec Curtobacterium
citreum BE, pour laquelle une amélioration significative de la croissance a été observée en

comparaison du traitement avec les AMF seuls.

Cet article a été soumis a la revue Mycorrhiza. Il présente 1’effet de la co-inoculation de
C. citreum BE et de deux champignons mycorhiziens a arbuscules isolés des sols ultramafiques
de Nouvelle-Calédonie : Rhizophagus neocaledonicus et Claroideoglomus etunicatum nc. Ils
ont été sélectionnés suite au travail de Crossay (2018) qui a montré qu’il s’agissait de la
meilleure association a utiliser (compromis entre nombre d’espéces et effet sur Metrosideros
laurifolia). Ce travail vise a démontrer la complémentarité des effets bénéfiques de C. citreum
BE et des AMF, entrainant une amélioration significative de la croissance des plantes.

L'intégralité des expérimentations ont été réalisées par moi-méme, avec l'aide d'un stagiaire de

Master 2 que j'ai encadré (C. Charvis).
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Abstract

The ecological restoration of nickel mining-degraded areas in New Caledonia is strongly
limited by soil mineral nutrient, metal toxicity and slow growth rate of the native plant species.
In order to improve plant growth for the restoration program, special attention was paid to the
interaction of plant and soil microorganisms. In this study, we evaluated the influence of
inoculation with Curtobacterium citreum BE isolated from New Caledonian ultramafic soils on
plant growth and on arbuscular mycorrhizal symbiosis of Tetraria comosa (Cyperaceae) and
Metrosideros laurifolia (Myrtaceae), two endemic plants used in restoration programs.. A
greenhouse experiment on ultramafic substrate was conducted with an inoculum comprising
two arbuscular mycorrhizal species isolated from New Caledonian ultramafic soils:
Rhizophagus neocaledonicus and Claroideoglomus etunicatum nc. The co-inoculation of the
AMF and C. citreum BE significantly enhanced the dry weight of the two plants compared to
the non-inoculated control: three times respectively for shoots and roots of T. comosa; Fifteen
and nine times respectively for shoots and roots of M. laurifolia. These differences were
positively correlated with mycorrhizal colonization which was improved by C. citreum BE. Co-
inoculated plants were characterized by a better mineral nutrition, a higher Ca/Mg ratio and a
lower metal translocation. In conclusion, this study showed that co-inoculation of the two
studied plants with AMF and C. citreum BE may enhance the success of ecological restoration

of ultramafic mine-degraded areas.

Keywords: Mycorrhiza helper bacteria, Ultramafic soil, New Caledonia, Plant nutrition, Metal

alleviation
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4.1. Introduction
The majority of terrestrial plants are known to form specialized mycorrhizal structures with
symbiotic fungi (Smith and Read 2008). Among them arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
belonging to phylum Glomeromycota are known to promote plant growth by enhancing mineral
nutrition, in particular phosphorus, calcium and potassium (Smith and Read 2008). Diverse
bacterial taxonomic groups live in association with AMF structures in different stages of their
life cycle and in a wide variety of soil environments (Bonfante and Anca 2009). Various
bacteria form biofilms on spores and mycelia and may occur within the cytoplasm of both
spores and mycelia (Bianciotto et al. 1996a, b). Several studies have reported that the
establishment and the functioning of mycorrhizal symbioses can be positively influenced by
bacteria that have been named as mycorrhiza helper bacteria (Garbaye 1994; Frey-Klett et al.
2007). Mycorrhiza helper bacteria (MHB) can (i) promote spore germination, (ii) change soil
properties, (iii) help to the mycelial growth, (iv) produce stimulatory signals and allows the
recognition of fungi by the plants and finally (v) enhance the colonisation of roots by fungi
(Frey-Klett et al. 2007; Bidondo et al. 2011). Plants, AMF, and bacteria can be considered as
tripartite associations resulting in a consortium that promotes plant growth (Bonfante and Anca

2009; Turrini et al. 2018).

Ultramafic soils (also known as serpentinic soils) are resulting from weathering and
pedogenesis of ultramafic bedrocks (Brooks 1987). These soils are characterized by (i) low
levels of major plant nutrients (N, P, K), (ii) a strong unbalanced Ca/Mg ratio and (iii) the
presence of iron oxides with high levels of metals including Ni, Co, Cr and Mn, (Brooks 1987).
In such soils, labile metals (available to organisms) are therefore found in large quantities
(Pasquet et al. 2018). In these extreme edaphic conditions, plants have developed several
adaptive mechanisms such as (i) slower growth (ii) ability to limit Mg absorption, and (iii)
strategies to tolerate relatively high metal concentrations (Brady et al. 2005; Kazakou et al.
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2008; Jaffré and L’Huillier 2010a). Among these strategies, the association with specific
microorganisms has been described to play a key role in plant tolerance to harsh edaphic
conditions (Mengoni et al. 2010; Wang 2017, Etesami, 2018). Occurrence of bacteria associated
with AMF on metal contaminated soils have been reported (Iffis et al. 2014) and the beneficial
role of plant growth promoting bacteria and AMF on plant responses to metal stress suggested

the occurrence of synergistic mechanisms for promoting plant growth (Gamalero et al. 2009).

In New Caledonia, a tropical archipelago in the South Pacific Ocean, one third of the
main island is covered by ultramafic soils. As a result, about 85% of the vascular flora growing
on these soils (1788 species) are endemic (Isnard et al. 2016) and ultramafic obligate flora is
particularly remarkable by its very high endemism (96.7%; Isnard et al. 2016). However,
ultramafic settings are exploited for economically valuable ores like Ni, Co and Cr (Pascal et
al. 2008) classifying New Caledonia among the biodiversity hotspots (Myers et al. 2000; Myers
2003). The use of microorganisms for ecological restoration of mine degraded areas seems to
be a promising way (Amir and Ducousso, 2010).  Several studies revealed that AMF promote
plant growth by enhancing mineral uptake and plant tolerance against metal on New Caledonian
ultramafic soils (Amir et al. 2013, 2019; Lagrange et al. 2013). The first study on the promotion
by rhizobacteria of plant growth on New caledonian ultramafic soils was conducted by Gonin
et al. (2013). These authors have isolated from ultramafic soils a collection of Proteobacteria,
including 21 genera, dominated by the genera Burkholderia (28%) and Curtobacterium (15%).
Among them Paraburkholderia ultramafica STM10279T (Guentas et al. 2016) and
Curtobacterium citreum BE presented the best plant growth promoting properties in their
respective genus (Gonin et al. 2013). This study has suggested a key role of these bacteria in
plant growth, nutrition and tolerance to the ultramafic constraints. A preliminary study on the
interactions between AMF and P. ultramafica STM10279" showed no significant positive
effects on plant growth promotion (unpublished data).
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Recently, we have shown that ultramafic soils structure Curtobacterium citreum in
ecotype adapted to the ultramafic constraints (Bourles et al. submitted). The ultramafic ecotype
showed high tolerance to different metals and ability to reduce metal concentration in Sorghum
(Bourles et al. submitted). Considering this interesting potential of C. citreum BE, we designed
the present study to evaluate the possible role of C. citreum BE on plant growth and its influence
on the arbuscular mycorrhizal symbiosis. Our hypothesis was that co-inoculation of C. citreum
BE and AMF could produce synergistic effects on plant leading to better plant growth and

tolerance to edaphic constraints.

For this purpose, an experiment was performed under greenhouse conditions, on
ultramafic soil, with a combination of two AMF isolated from New Caledonian ultramafic soils,
belonging to the species Rhizophagus neocaledonicus and Claroideoglomus etunicatum
(Crossay, 2018; Crossay et al. 2018). In order to evaluate the effect of the rhizobacteria on
mycorrhizal colonization, two plant species with two different mycorrhizal status were used.
Tetraria comosa, (ex Costularia comosa; Larridon et al. 2018), a weakly mycorrhizal
Cyperaceae (Lagrange et al. 2011, 2013) and Metrosideros laurifolia (ex Carpolepis laurifolia;
Pillon et al. 2015), a highly mycorrhizal Myrtaceae (Amir and Ducousso 2010). The first is one
of the most frequent species of the herbaceous stratum and the second a frequent small tree.
The two are endemic to New Caledonian ultramafic environments and are frequently used in

ecological restoration programs (Wulff et al. 2010).

4.2. Materials and methods

4.2.1. Bacterial strain

The strain C. citreum BE was isolated by Gonin et al. (2013) who reported plant growth
promoting properties of this bacteria. Full description of C. citreum BE including
morphological, biochemical, molecular characterization and metal tolerance was carried out by

Bourles et al. (submitted). All these characteristics are reported in Table S4.1.
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4.2.2. AMF isolates
Based on the study of Crossay et al. (submitted) concerning the stimulation of M. laurifolia
growth by different AMF isolates, two of these symbionts belonging to the species Rhizophagus
neocaledonicus and Claroideoglomus etunicatum nc were chosen. Origin, taxonomic
description and affiliation of these AMF isolates from ultramafic maquis soil in New-Caledonia,
were fully described (Crossay, 2018; Crossay et al. 2018). Inoculum of each isolate was
graciously provided by Thomas Crossay (Laboratoire Insulaire du Vivant et de
I’Environnement) and was grown using the “cone-tainer technique” (Koske and Gemma 1997,

https://invam.wvu.edu/methods/cultures/single-species-cultures) as described by Crossay et al.

(2018).

4.2.3. Bacterial inoculum

A primary culture was performed by inoculating 10 mL of Lysogenic Broth Lennox medium
(LB, tryptone: 10 g L%, yeast extract: 5 g L, NaCl: 5g L™Y; CONDA, Spain) by one colony of
C. citreum BE. The culture was incubated at 28 °C under rotary shaking (125 rpm). After 48 h,
the primary culture was used to inoculate 100 mL of LB at an optical density of 600 nm (ODeoo)
equal to 0.1. The culture was incubated at 28 °C under orbital agitation (125 rpm). After 3 days,
the cells pelleted by centrifugation (Sigma, 2K15, 5000 g, 20 min) were washed twice with
sterile distilled water. Cells suspension was adjusted to an ODego 0f 0.5 corresponding to a
bacterial concentration between 107 and 108 CFU mL™* a final as suggested by Larcher et al.
(2003). The purity and the CFU mL™ of the inoculum were carried out by counting the colony

forming unit on plates.

4.2.4. AMF inoculum

Inocula consisted of ultramafic soil of single species cultures with Sorghum. The substrate of
each pure culture was verified for the presence of viable AMF spores of the correct morphotype.
Inoculum of each AMF isolate consisted of 20 g of mixture of rhizosphere soil containing
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homogenized spores, mycelium and colonized small root fragments. The inoculum (20g of soil)
contained 600 spores (approximately 360 spores of Rhizophagus neocaledonicus and 240

spores of Claroideoglomus etunicatum nc.

4.2.5. Ultramafic substrate

The substrate used was a mixture composed with (i) 2mm sieved colluvial lateritic soil
(ferralsol) sampled in Plum area in New Caledonia (22°16°59°’S, 166°39’12°’E) and (ii)
commercial compost (4:1 v/v). Characteristics of the ferralsol are: coarse sand, 39.4%; fine
sand, 22.1%; silt-clay, 37.2%; pH H:0, 5.9; pH KClI, 5.6; total C, 42.1 g kg™?; total N, 2.2 g
kg!; total P, 147 mg kg*; available P (Mehlich), 3 mg kg*; total Ca, 1.06 g kg™*; total Mg,
5.08 g kg 1; Ca/Mg, 0.207. Metals concentrations of the ferralsol are as follows: Co, 0.87 g kg-
1-Cr, 22 gkg?; Fe, 348 g kgt; Mn, 10 g kg?; Ni, 5.6 g kgt and available metal extracted by
dimethylene triaminopentaacetic acid (DTPA) are as follows: Coptea, 68 mg kg™ ; Crotea, 0.17
mg kg!; Feorea, 71 mg kg?; Mnptea, 1.1 g kg ; Niotea, 130 mg kg, The composition of
commercial compost is as follows: N, 1.7 mg g%; Protar, 150 mg kg*; Poisen, 7 mg kg%; K, 139
mg kg (Terreau universel, Agrofino, France). The compost amended ultramafic soil was
autoclaved three times at 120 °C for 1 h, with an interval of 24 h before being used in the
greenhouse. The addition of the commercial compost to the substrate for the greenhouse
experiment was necessary because the growth of the plantlets is very slow in a sterile pure

lateritic topsoil under greenhouse conditions.

4.2.6. Pots experiment

T. comosa and M. laurifolia seeds, provided by SIRAS Pacifique (Noumea), were sown on the
substrate described previously. After four months, the seedlings were washed with sterile water
and transplanted into one-liter plastic containers filled with the compost amended ultramafic
soil. For bacterial treatments, 5 ml of bacterial suspension was applied on roots of each plantlet

during transplantation. For AMF treatments, plants were inoculated separately with 20 g of the
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AMF inoculum placed in contact of the roots before potting the plants. For co-inoculation
treatments (AMF and bacteria), 5 ml of bacterial suspension and 20 g of AMF inoculum were
applied on roots of each plantlet. Control treatment consisted of 5ml of sterilized water applied
to a set of control plants and 20 g of autoclaved soil. Fifteen replicate pots for each treatment
(AMF, bacterial, co-inoculation and control) were set up, for the two plants species for a total
of 120 pots. Plants were grown under greenhouse conditions (8 months for T. comosa and 7
months for M. laurifolia) and were irrigated manually every two days with water. Each two
months, growth monitoring was carried out, by measuring the height of the largest leaf for T.
comosa (the plant does not have a stem) and of the stem for M. laurifolia. Two weeks before
harvest, soil samples (20 g) were recovered for the evaluation of AMF sporulation.
Approximately 50 mg of fresh roots of each plant were also collected for the evaluation of
mycorrhizal colonization. At the end of the experiment, all the plants were harvested and the
soil was removed from roots by extensive washing. The shoots and roots were separated and
their respective biomasses were weighed after 72 h drying at 60 °C, as suggested by (Huang et

al. 2017).

4.2.7. Mycorrhizal colonization

For each treatment, fine roots of all samples were taken. The roots were stained with Trypan
blue (Koske and Gemma 1989). Root fragments were place in 10% KOH bath at 90 °C for 90
min. The roots were then washed with distilled water and stained with Trypan blue (15 min at
90 °C). For each plant, 10 root segments of 1-2 cm length were mounted on glass slides in 10%
glycerol and observe under an optical microscope. A root segment was considered to be
mycorrhized when arbuscules, vesicles or intracellular hyphal coils were clearly identified.
Mycorrhizal density (M), mycorrhizal frequency (F), arbuscular abundance (A) were

determined according to Trouvelot et al. (1986). Arbuscules were not quantified in T. comosa.
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The oxidic nature of the soils in which the roots were lying (dominance of iron oxy-hydroxides

dark red in colour) made the visualisation of arbuscules difficult (Perrier et al. 2006).

4.2.8. Quantification of AMF viable spores in soil

Subsamples were taken at six and half month and seven and half month for M. laurifolia and T.
comosa respectively. Spores were extracted by wet sieving and sucrose density gradient
centrifugation, using a modified method of Daniels and Skipper (1982). For each pot culture,
20 g of dried soil were wet sieving and were suspended in 20 mL of water in a 50 mL conic
tube. A 25-mL sucrose solution (70% v/w) was injected to the bottom of the tube; forming a
stepped density gradient that was centrifuged at 900 g for 3 min. Spores of AMF were collected
from the interface of sucrose solution, washed with tap water on a 36 um sieve for 2 min, and
transferred to a 50 mL conic tube with 10 mL of water. Finally, conic tube was vortexed and
10 successive aliquots of 100 uL were immediately transferred to Petri dishes square to count
and identify spores under a stereomicroscope. The number of viable spores was finally

expressed for 100 g of soil.

4.2.9. Chemical analysis

The fifteen samples of plant tissues were pooled by five and ground to powder. Detectable
quantities of Ca, Mg, Na, K, P, Co, Cr, Fe, Mn and Ni in shoots and roots were measured by
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES, Varian®, Varian 730-
ES, Palo Alto, USA) after digestion in a mixture (4:1, v/v) of HNO3 (69%) and H2SO4 (37%)
at Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA-US IMAGO-IRD, New Caledonia). The gain
or loss of element was calculated as [(Concentration in the tissue of inoculated plant —
Concentration in the tissue of control plant) * 100) / Concentration in the tissue of control plant]
(Gonin et al. 2013). Nutrient content which correspond to the quantity of nutrient uptake by the

plant was calculated as [(Shoot concentration * Shoot dry weight) + (Root concentration * Root
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dry weight)]. The Translocation Factor (TF) was calculated as [Concentration in the shoots of

inoculated plant / Concentration in the roots of inoculated plant] (Galal and Shehata 2015).

4.2.10. Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software version 3.3.1 (R Core Team, 2018).
For growth over time, comparisons were carried out using a repeated Anova. All other data
were analyzed with a parametric tests (t student test; one-way ANOVA, followed by the
Tukey’s HSD; Honestly Significant Difference test; P < 0.05) or with non-parametric tests
(Wilcoxon sign test; Kruskal-Wallis test; followed by a Fisher LSD, Least Significant
Difference test; P < 0.05) when data did not follow the assumptions of a parametric test.
Methods were applied independently for each plant species and each variable. Finally, a
Principal Component Analysis (PCA) was made followed by a Hierarchical Clustering on

Principal Components (HCPC).

4.3. Results

4.3.1. Mycorrhizal colonization

The mycorrhizal density (M), the mycorrhizal frequency (F) and the abundance of arbuscules
(A) for the two plant species inoculated with AMF are illustrated in Fig 4.1 and the data used
are reported in Table S4.2. Mycorrhizal structures were not detected in the roots of non-
mycorrhizal plants. Mycorrhizal density for the co-inoculated plants of T. comosa (Fig.1a) was
relatively low (7.1 + 1.9%), but significantly higher than the AMF treatment which was nearly
nil, and F value was 33.5 £ 5.4%, 14 times significantly higher than the AMF treatment. The
mycorrhizal frequency for the co-inoculation treatment of M. laurifolia (Fig.1b) was equal to
71 £ 5%, 1.4 times significantly higher than the AMF treatment. Although no significant
differences were found, a greater M (18 + 3%, two times upper) and A (4.3 + 2.1%, eleven
times upper) were observed on M. laurifolia roots following the co-inoculation with C. citreum

BE compared to the single inoculation of the AMF.
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4.3.1. Spore quantification
The spore production in relation to the treatments is reported in Table 4.1. The spore production
in the inoculated pots was relatively low (less than 400 per 100 g of soil). The co-inoculation
treatment of the two plant species increased the number of spores for both AMF species when
compared to the AMF treatment. The co-inoculation treatment of T. comosa significantly
increased the number of spores of R. neocaledonicus (three times) when compared with the
AMF treatment. The number of spores of C. etunicatum nc increased with the inoculation of C.
citreum BE (two times) compared to the single inoculation of the AMF but it was not
significantly different. The co-inoculation treatment on M. laurifolia significantly increased the
spores of R. neocaledonicus (two times) and the spores of C. etunicatum nc (two times) when

compared to the AMF treatment.

Table 4.1 AMF spore production in pots of Tetraria comosa (after 7.5 months) and
Metrosideros laurifolia (after 6.5 months) inoculated with AMF (mean + SE n = 15).

Rhizophagus Claroideoglomus
Plant Treatment neocaledonicus etunicatum nc

(spores 100g soil™?) (spores 100g soil ™)

AMF 123 + 42h; 75 + 20a

T. comosa ]
AMF + C. citreum BE 228 + 40a; 158 =+ 37a
o AMF 99 + 23bs 157 + 42by

M. laurifolia ]
AMF + C. citreum BE 210 =+ 40a3 356 + 65

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to
Wilcoxon sign test. Same coefficient to letters refers to analysis of one AMF species sporulation
for one plant species.
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(a) Tetraria comosa (b) Metrosideros laurifolia
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Fig 4.1 Density (M), Frequency (F) of mycorrhization and Arbuscular abundance (A) of (a)
Tetraria comosa (after 8 months) and (b) Metrosideros laurifolia (after 7 months). Bars
represent means, and error bars represent standard errors (n = 15). Mycorrhizal structures were
not observed in control and in plants inoculated only with C. citreum BE. Arbuscules could not
be observed in T. comosa root. Value with the same lower case letters are not significantly
different at P < 0.05 according to Wilcoxon sign test. Same coefficient to letters refers to
analysis of one mycorrhizal parameter for one plant species.
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4.3.2. Plant height
The influence of bacterial and/or AMF inoculation on growth of the two plant species are
illustrated in Fig 4.2 and the data used are reported in Table S4.3 and S4.4 For the two plant
species, the co-inoculation treatment significantly enhanced plant height. Significate
differences were not observed between control and plants inoculated only with C. citreum BE.
Regarding, plants with only the AMF, the response differed according to the plant species, for
M. laurifolia, plants inoculated only with the AMF was the second better treatment while for T.

comosa, a negative effect compared to the controls is observed.

4.3.3. Shoot and root biomasses

The influence of bacterial and/or AMF inoculation on dry weight of the shoots and the roots of
the two plant species are presented in Fig 4.3 and the data used are reported in Table S4.5 Shoot
and root dry weight of co-inoculated plants of T. comosa (Fig 4.3a) showed the only values
significantly higher than the control with a mean three times higher for the shoots (646 + 108
mg) and the roots (339 + 76 mg). For M. laurifolia (Fig 4.3b), significant increases of dry weight
tissues were observed (in average, eight times higher for the shoots and four times for the roots)
between plants inoculated with the AMF and control plants. The co-inoculation treatment
increased shoot (1329 + 148 mg; fifteen times) and root (433 + 44 mg; nine times) dry weight
when compared to the control. Significant increases of dry weight were observed in M.
laurifolia co-inoculated with the AMF and C. citreum BE for shoots (two times) and roots (two
times) compared with M. laurifolia plants inoculated only with the AMF. The visual differences

between the tested treatments are presented in FigS4.1 and S4.2.
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Fig 4.2 Influence of bacterial and/or AMF inoculation on (a) Tetraria comosa and (b)
Metrosideros laurifolia growth (means values of gain of height with standard errors) in
greenhouse experiment. Curve with the same lower case letters are not significantly different
at P < 0.05 according to repeated anova test.
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Fig 4.3 Influence of bacterial and/or AMF inoculation on (a) Tetraria comosa (after 8 months)
and (b) Metrosideros laurifolia (after 7 months) biomasses (dry weight). Bars represent means,
and error bars represent standard errors (n = 15). Value with the same lower case letters are not
significantly different at P < 0.05 according to LSD test. Same coefficient to letters refers to
analysis of one plant part analysis for one plant species.

4.3.4. Nutrient analysis

Variation of Ca, K and P contents in roots and shoots of the two inoculated-plants in comparison
with the non-inoculated ones are presented in Fig 4.4 while full data are reported in Table S4.6.
For T. comosa (Fig 4.4a), no significant differences were observed for mineral concentration in

shoots of the different treatments. In roots of T. comosa, the inoculation with C. citreum BE
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have significantly enhanced Ca concentration (2.0 + 0.1 g. kg*; 23%) when compared to the
control. The presence of the AMF (single inoculation and co-inoculation treatments) have
improved Ca concentration in T. comosa roots (in average, 2.3 + 0.1 g. kg*; 46%) when
compared to the control resulting in a significant increase of Ca/Mg ratio in roots (in average
1.5 £ 0.02; 38%; Table 4.2). In shoots of M. laurifolia, inoculation with C. citreum BE have
significantly enhanced K concentration (9.3 + 0.2 g. kg*; 22%) and P concentration (421 + 39
mg. kg*; 67%) when compared to the control (Fig 4.4b). The two treatments containing AMF
also induced an increase of Ca concentration (in average, 8.8 + 0.9 g. kg?; 25%) and P
concentration (in average, 401 + 22 mg. kg*; 60%) in shoots of M. laurifolia when compared
to the control. In roots, AMF inoculations have enhanced K concentrations (in average, 10.4 +
0.5 g. kg'l; 28%) and P concentration (in average, 415 + 10 mg. kgt; 77%) of plant tissues of
M. laurifolia when compared to the control. Calcium concentration in roots of M. laurifolia was
significantly enhanced with AMF (5.5 + 0.3 g. kg*; 84%) and for co-inoculated plants (6.8 +

0.2 g. kgt; 126%) when compared to the control (Fig.4b).

No significant differences of the Ca/Mg ratio was induced by all the treatments in shoot
tissues of T. comosa (Table 4.2). In root tissues the AMF treatment significantly enhanced
Ca/Mg ratio (in average, 1.5 £ 0.02; 38%) when compared to the control. In shoots of M.
laurifolia, the presence of AMF, with and without C. citreum BE, significantly enhanced Ca/Mg
ratio (in average, 2.5 = 0.1; 25%) compared to the control. The Ca/Mg ratio in root is enhanced
(i) from 46% (1.5 = 0.1) with the inoculation of the AMF and (ii) from 79% (1.88 + 0.03) with

the co-inoculation treatment when compared to the control.
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Fig 4.4 Effect of inoculation on essential mineral concentration in (a) Tetraria comosa (after 8
months) and (b) Metrosideros laurifolia (after 7 months) grown on ultramafic substrate.
Relative variations of element concentration in shoots and roots are expressed as % of element
concentration in dry mass of tissues of inoculated plants compared with controls. Bars represent
means, and error bars represent standard errors (n = 3). “*” indicates significant differences
compared to the control at P < 0.05 according to Tukey’s HSD or Fisher LSD test.
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Table 4.2 Ca/Mg ratio in (after 8 months) and Metrosideros laurifolia (after 7 months) as a
function of various treatments (mean £+ SE n = 3).

Plant Treatment Ca/Mg in shoot Ca/Mg in root
Control 263 = 0.10a: 1.09 £ 0.04b
C. citreum BE 294 + 0.18a; 1.06 % 0.04b,
T. comosa
AMF 258 + 0.18a 1.49 =+ 0.02a,
AMF + C. citreum BE 3.07 + 0.04a; 1.44 + 0.0la,
Control 2.00 = 0.05b3 1.05 £ 0.0lcs
- C. citreum BE 2.05 * 0.06bs 090 + 0.07ca
M. laurifolia
AMF 251 *= 0.10a3 153 £ 0.05bs

AMF + C. citreum BE 2.48 0.15a3 1.88 0.03a4

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to
Tukey’s HSD. Same coefficient to letters refers to analysis of one plant part for one plant
species.

I+
I+

Variation of the Ca, K and P content in the roots and shoots of the T. comosa inoculated-
plants in comparison to the non-inoculated plants are presented in Fig 4.5a, while full data are
reported in Table S4.7. In relation to the high biomass increase, the co-inoculation treatment
significantly enhanced Ca content (3.8 mg plant™; 205%), K content (7.5 mg plant™; 156%)
and P content (290 ug plant™; 134%) when compared to the control. The inoculation of C.
citreum BE significantly enhanced Ca, K and P contents compared to the control. No significant
differences were observed between AMF inoculated plants of T. comosa and the control.
Variation of the Ca, K and P content in the roots and shoots of M. laurifolia inoculated-plants
in comparison to the non-inoculated plants are presented in Fig 4.5b while full data are reported
in Table S4.7. In relation to the high biomass increase, all treatment significantly increased Ca,
K and P contents in shoot and root in relation to the increase of the biomass. The co-inoculation
treatment significantly enhanced Ca content (9.1 mg plant™; 1644%), K content (18.46 mg
plant™; 1257%) and P content (730 pg plant™; 1166%) in plant tissues when compared to the

control.
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Fig 4.5 Effect of inoculation on essential mineral content in (a) Tetraria comosa (after 7
months) and (b) Metrosideros laurifolia (after 8 months) grown on ultramafic substrate.
Relative variations of element content in shoots and roots are expressed as % of element content
in dry mass of tissues of inoculated plants compared with controls. Bars represent means, and
error bars represent errors (n = 3). “*” indicates significant differences compared to the control
at P < 0.05 according to Tukey’s HSD or Fisher LSD test.
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4.3.1. Metal content analysis
Variation of metal content in roots and shoots of the two inoculated-plants species in
comparison to the non-inoculated ones are expressed using the translocation factor (TF)
presented in Table 4.3. Variation of metal content in shoot and root are presented in FigS4.3
and full data are reported in Table S4.8. Metal TF in T. comosa were divided in average by
three for Co (in average, 0.13 + 0.04) and by two for Cr (in average, 0.19 £ 0.05) and Ni (in
average, 0.5 + 0.06) for all the AMF treatments in comparison with control (Table 3). Regarding
M. laurifolia significant diminution of Co, Cr and Fe translocation factors compared to the
control were also observed in the AMF treatments. Translocation factors were dividing in
average by three for Co (0.02 + 0.00) and Fe (0.01 + 0.00) and by five for Cr (0.01 + 0.00) when
compared to the control. For the two plant species, no significant differences were observed

between plants inoculated with C. citreum BE and the controls.
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Table 4.3 Translocation factor (TF) in Tetraria comosa and Metrosideros laurifolia as a function of various treatments (mean + SE n = 3).

Co Cr Fe Mn Ni
Control 0.38 £ 0.05a; 052 + 0.08a; 0.34 + 0.05a3 054 % 0.05abs 1.09 + 0.16as
T. comosa C. citreum BE 024 + 0.04ab; 032 + 0.07ab, 0.23 + 0.06abs 057 + 0.06az 0.68 =+ 0.07abs
AMF 0.14 £+ 0.04b;y 0.18 + 0.04b, 0.12 + 0.04bs 032 *= 0.03bs 0.44 =+ 0.06bs
AMF + C.citreumBE 0.15 * 0.03by 020 + 0.05b, 0.14 + 0.03abz 0.35 + 0.06abs 0.56 % 0.06bs
Co Cr Fe Mn Ni
Control 005 = 0.0las 0.05 = 0.0lay 0.03 = 0.0las 120 + 0.11a9 0.07 = 0.0law
M. laurifolia C. citreum BE 0.03 + 0.00abs 0.02 + 0.00b; 0.02 + 0.00abs 0.87 + 0.1labg 0.04 =+ 0.0labio
AMF 0.02 = 0.00bs 0.01 + 0.00b; 0.01 + 0.00bg 0.62 * 0.09bg 0.03 £ 0.01b1o
AMF + C.citreum BE 002 + 0.00bs 0.01 * 0.00b; 0.01 + 0.00bg 0.88 * 0.04abg 0.04 =+ 0.00abio

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Tukey’s HSD. Same coefficient to letters refers to

analysis of one TF for one plant species.
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4.3.2. Global analysis
In view of the high number of variables, a Principal Component Analysis (PCA) was carried
out for each plant species. PCA results are presented in Fig 4.6. The analysis showed that two
principal components (PC1 and PC2) explained 72.33% of the total variation for T. comosa
(Fig 4.6a) and 80.53% for M. laurifolia (Fig 4.6b). For the two plant species, each sample is
grouped by treatment that was significantly different. The variables involved in the clustering
of each group are presented in Table S4.9. Control plants of Tetraria comosa (Fig 4.6a) are
characterized by significantly higher Co, Cr, Fe and Ni translocation compared to the other
treatments. The plants co-inoculated with the AMF and C. citreum BE are characterised by
significantly higher (i) level of mycorrhizal density and mycorrhizal frequency, (ii) number of
spores, (iii) root and shoot biomasses, (iv) content of Ca, Mg K and P compared to the other
treatments. Regarding M. laurifolia (Fig 4.6b), the controls are characterised by significantly
higher Co, Cr, Fe, Mn and Ni translocation and by lower (ii) P and K concentration in shoot
and P and Mg concentration in root compared to the others treatments. The plants co-inoculated
with the AMF and C. citreum BE are characterised by significantly higher (i) level of
mycorrhizal density, mycorrhizal frequency and arbuscular abundance, (ii) number of spores,

(iii) root and shoot biomasses, (iv) content of Mg, Ca, K and P, (v) concentration of Ca in root.
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Fig 4.6 Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Classification on Principal
Component (HCPC). PCA and HCPC were perform for (a) Tetraria comosa with 25 variables
: dry weight tissue of shoot (BS) and roots (BR), density (M) and frenquency (F) of
mycorrhization, sporulation of Rhizophagus neocaledonicus (Spore_Rhizo) and
Claroideoglomus etunicatum nc (Spore_Claro), major element concentration in shoot (ie.
Ca_S) and roots (ie. Ca._R) (Ca, Mg, K, P), major element content (ie. Ca_upt) (Ca, Mg, K, P),
Ca/Mg ratio in shoot (CaMg_S) and roots (CaMg_R) and metal translocation factor (ie. Co_TF)
(Co, Cr, Fe, Mn, Ni) and (b) 26 variables (same variables + the abundance of arbuscules (A))
for Metrosideros laurifolia. Analyses were carried out using R software with the ‘FactoMineR’
package. HCPC used Euclidean distances for calculating dissimilarities between observations
and average method to define cluster.
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In order to determine the correlations between the different variables, a correlogram was
performed (available in FigS4.4) and the correlations between the biomasses and the other
variables are presented in Table 4.4. Regarding T. comosa, significant positive correlations were
observed between the biomasses and (i) sporulation (in average, 0.82), (ii) mycorrhizal
colonization (in average, 0.95), (iii) Ca/Mg ratio (in average, 0.75) and nutrient content (in
average, 0.89). Significant negative correlation were observed with the metal translocation
factor (in average, -0.80) and P content (in average, -0.70). For M. laurifolia, significant
positive correlations were observed between the biomasses and (i) sporulation (in average,
0.99), (ii) mycorrhizal colonization (in average, 0.95), (iii) Ca, K and P concentration (in
average, 0.76), (iv) Ca/Mg ratio (in average, 0.96) and nutrient content (in average, 1).
Significant negative correlations were observed with the metal translocation factor (in average,

-0.80).
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Table 4.4 Correlation coefficient of shoot biomass (BS) and root biomass (BR) with the 23 variables: density (M) and density (F) of mycorrhization,
sporulation of Rhizophagus neocaledonicus (Spore_Rhizo) and Claroideoglomus etunicatum (nc) (Spore_Claro), major element concentration in
shoot (ie. Ca_S) and roots (ie. Ca._R) (Ca, Mg, K, P), major element content (ie. Ca_upt) (Ca, Mg, K, P), Ca/Mg ratio in shoot (CaMg_S) and
roots (CaMg_R) and metal translocation factor (ie. Co_TF) (Co, Cr, Fe, Mn, Ni) for Tetraria comosa and the 24 variables (same variables + the
abundance of arbuscules (A)) for Metrosideros laurifolia.

Spore_Rhizo Spore_Claro F M Ca_S Mg_S K S P S Ca_R Mg R K R
BS 0.8 0.81 0.97 0.95 NS NS NS -0.49 0.79 NS 0.89
P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.455 0.1145 0.7422 0.012 < 0.0001 0.3099 < 0.0001
BR 0.84 0.83 0.98 0.98 NS NS NS -0.54 0.79 NS 0.87
) P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.633 0.0733 0.6043 0.0056 < 0.0001 0.5501 < 0.0001
Tetraria comosa
P_R CaMg_S CaMg_R Co_TF Cr_TF Fe TF Mn_TF Ni_TF Ca_upt Mg_upt K_upt P_upt
BS -0.86 0.8 0.71 -0.85 -0.84 -0.84 -0.73 -0.74 0.95 0.92 0.93 0.82
P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 <0.0001  <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
BR -0.9 0.76 0.74 -0.83 -0.83 -0.82 -0.75 -0.74 0.93 0.9 0.91 0.78
P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 <0.0001  <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Spore_Rhizo Spore_Claro F M A Ca_S Mg_S K_ S P S CaR Mg_R K R
BS 0.98 0.99 0.99 0.97 0.89 0.68 -0.6 0.52 0.62 0.99 0.92 0.89
P value <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0001 0.0013 0.0059 0.0008 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
BR 0.98 0.99 0.99 0.97 0.9 0.65 -0.62 0.48 0.57 0.99 0.91 0.87
Metrosideros laurifolia P value < 0.0001 <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0003 0.7 0.0128 0.0023 < 0.0001 < 0.0001 <0.0001
P_R CaMg_S CaMg_R Co_TF Cr_TF Fe TF Mn_TF Ni_TF Ca_upt Mg_upt K_upt P_upt
BS 0.94 0.92 1 -0.93 -0.9 -0.93 -0.81 -0.84 1 1 1 1
P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0001 <0.0001  <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0001
BR 0.92 0.91 1 -0.91 -0.87 -0.91 -0.77 -0.81 1 1 1 1
P value < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0001 <0.0001  <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0001

NS: No significant correlation (P > 0.05)
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4.4. Discussion
Overall, the tested treatments showed different positive effects on growth and tolerance to

ultramafic soil of the two endemic plant species.

4.4.1. Effects of the treatments on mycorrhizal colonization

The evaluation of the mycorrhization showed that the co-inoculation with C. citreum BE clearly
enhanced the mycorrhizal colonization for the two plant species. The stimulation of mycorrhizal
colonization by bacteria was reported by different studies (Vivas et al. 2006a,b; Fernandez Bidondo
et al. 2016; Long et al. 2017; Xie et al. 2018). The main mechanisms involved are the promotion
of spore germination and hyphal growth (Frey-Klett et al. 2007; Koele et al. 2009; Selvakumar et
al. 2018). Improvements of spore germination and hyphal elongation were reported after the
inoculation of a strain of Curtobacterium to Glomus margarita on Medicago sativa (Long et al.
2017). The authors explained this phenomenon by the ability of their Curtobacterium strain to
degrade chitin, which is one of main components of AMF spore walls, and thereby improved fungal
spore germination. Knowing that Curtobacterium species are reported as among the most chitin
degraded bacteria (Borkott and Insam, 1990), we can assume that chitin degradation is one of the
mechanisms possibly involved. Moreover, preliminary results showed that AMF spore germination
were enhanced in presence of C. citreum BE (data not shown). In New Caledonian ultramafic soils,
AMF spore germination may be inhibited by high level of Ni (Amir et al. 2008). As C. Citreum
BE showed a high metal tolerance and an ability to produce exopolysaccharide (EPS) involved in
the immobilization of nickel (Bourles et al. submitted), this mechanism may also play a large part
in the enhancement of mycorrhizal colonization. Moreover, EPS are implicated in biofilm
formation that help the bacteria to aggregate and attach to spore walls (Bianciotto et al. 2001;
Miransari 2011; Selvakumar et al. 2016). Another hypothesis that could explain the faster
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establishment of mycorrhizal symbiosis is the ability of C. citreum BE to improve root biomass
(more than two times, even if the difference with the control was not significant at p < 0.05). The
increase of root growth allowed larger areas of exchange increasing meeting opportunity with the
AMF (Frey-Klett et al. 2007; Tarkka and Frey-Klett 2008). The three hypotheses are not mutually
exclusive and are reported as being responsible of the improvement of the mycorrhizal colonization
(Fernandez Bidondo et al. 2016). All these properties matched with mycorrhiza helper bacteria
definition (Frey-Klett et al. 2007; Koele et al. 2009; Selvakumar et al. 2018) and support the fact
that our strain belongs to this group. The enhancement of mycorrhizal colonization in T. comosa is
particularly interesting because its family (Cyperaceae) is generally considered as non-mycorhizal
(Brundrett and Tedersoo 2019), whereas this species endemic to New Caledonian ultramafic soils
is functionally mycorrhizal with low levels of mycorhization (Perrier et al. 2006; Lagrange et al.
2011, 2013). As C. citreum BE was isolated from the rhizosphere of Tetraria species, the role of
this bacteria in mycorhizal symbiosis of the plant may be important. The improvement of the
mycorrhizal colonization by the bacteria provides additional input on the mycorrhizal status of this
Cyperaceae. Curtobacterium citreum BE has also stimulated AMF sporulation, and this despite the
low densities of spores measured. Indeed, the slow growth rate of the plants in ultramafic soil
induces a slow mycorrhizal development and then also a tardive sporulation which is just beginning

at 7 months.

4.4.2. Effects of the treatments on plant growth

Several studies have reported the effects of AMF inoculation on plant mineral nutrition (Smith and
Smith 2011), water stress (Augé 2001) and metal toxicity (Amir et al. 2014; Wang 2017). Among
these, few studies deal with the effects of AMF inoculation on growth and tolerance of T. comosa

and M. laurifolia to ultramafic soils (Lagrange et al. 2013; Amir et al. 2019). In our study, the
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inoculation of native AMF isolates significantly enhanced M. laurifolia growth. The AMF mixture
used here, has been yet tested in greenhouse conditions on M. laurifolia (Crossay et al. submitted)
and our results are in agreement with this study. Improvement of T. comosa growth with the AMF
alone was not observed suggesting the existence of a synergistic effect between the fungal
symbionts and C. citreum BE. A clear growth enhancement was also observed for M. laurifolia
plants co-inoculated with the AMF and C. citreum BE compared to plants inoculated only with the
AMF, supporting again the synergetic hypothesis. Enhancement of plant biomass by the co-
inoculation of AMF and bacterial strain in comparison to AMF inoculation has already been

reported (Barea et al. 2002b; Vivas et al. 2006b; Xie et al. 2018).

4.4.3. Effect of the treatments on plant mineral nutrition

The increase in growth of inoculated plants was coupled with a better mineral nutrition. On
ultramafic soils, the low availability of essential mineral elements such as P, K and Ca, and the
unbalanced Ca/Mg ratio are important limiting factors for plants (Brooks 1987). Regarding the role
of AMF, several studies have shown a positive implication in plant nutrition by improving nutrient
absorption (Smith and Smith 2011) and reducing Ca/Mg ratio (Amir et al. 2013, 2019; Crossay et
al. submitted). For M. laurifolia, the AMF increased P, K and Ca concentration in shoot and roots.
In case of T. comosa, only the increase of Ca concentration in roots was observed in inoculated
plants. Calcium magnesium ratio was higher in the leaves and in the roots of the two plants species
inoculated with the AMF. As Ca is rare and Mg abundant in ultramafic soils, this increase is an
important contribution of AMF symbiosis to plant tolerance to ultramafic soils. Indeed, this low
ratio is a limiting factor in these soils because of the competition between Mg and Ca (Jaffré and
L’Huillier 2010b). Regarding the effect of C. citreum BE alone, in M. laurifolia, P concentration

in shoots was increased, but significantly lower concentration was found in roots resulting in a
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significantly higher proportion of P translocated to the aerial part in comparison with the other
treatments. Bourles et al. (submitted) observed the same effect on Sorghum with the inoculation of
C. citreum BE suggesting that C. citreum BE are a phosphate solubilizing bacteria (PSB). Several
experiments have demonstrated synergistic microbial interactions between PSB and arbuscular
mycorrhizal fungi (Barea et al. 2002a; Yousefi et al. 2011; Taktek et al. 2015; Battini et al. 2017).
Phosphorus is rare and weakly available in ultramafic soils, as it is strongly adsorbed to iron oxides,
particularly in New Caledonia (Dubus and Becquer 2001; Jaffré and L’huillier 2010b). The synergy
between C. citreum BE involved in P bioavailability, thus facilitating its uptake by the AMF and
its translocation from roots to shoot seems then to be crucial for plant growth in this type of soil.
In T. comosa, this effect is less pronounced, it can be explained by the presence in this species of

dauciform roots recognized as being involved in P nutrition (Lambers et al. 2006).

4.4.4. Effect of the treatments on metal translocation

Metal alleviation with the inoculation of AMF and/or bacteria on metal stress soil were earlier
reported (Ortowska et al. 2011; Doubkova and Sudova, 2014; Amir et al. 2014; Etesami 2018).
Our results showed an alleviation of metal translocation in M. laurifolia and T. comosa in the
presence of the AMF. Crossay et al. (submitted) have shown that inoculation of Rhizophagus
neocaledonicus and Claroideoglomus etunicatum nc on M. laurifolia reduced metal translocation
from roots to shoots. As metal contents in mycorrhizal roots are higher than in control ones, it
seems evident that the mycorrhizal root system retained a large part of the entering metals (Amir
et al. 2014, 2019; Crossay et al submitted). Regarding, the effect of C. citreum BE alone, in the
two plants species, reduction of the metal translocations was also observed. These results are
consistent with those obtained with the same strain in Sorghum (Bourles et al. submitted). These

authors suggested that the EPS produced by C. citreum BE, which are able to chelate metal, was
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responsible of the alleviation of metal translocation from root to shoot in Sorghum. Vivas et al.
(2006b) showed that complementarity effect of AMF and bacteria on the alleviation of Zn could
be observed. In our study, no improvement of the alleviation of metal was observed with the co-
inoculation of the AMF and C. citreum BE compared to the plant inoculated only with the AMF.

These results suggest that the AMF are mainly responsible of the alleviation of metal in plants.

Our study showed a beneficial role of the co-inoculation of AMF isolates and C. citreum
BE, suggesting their synergetic influence on plant development. The increase in plant growth was
related with (i) an improvement of mycorrhizal colonization, (ii) a better P, K and Ca nutrition,
with a higher Ca/Mg ratio, and (iii) a decrease of the translocation factors of different metals. In
the light of our results, it appeared that different mechanisms seem to be in place depending on the
plant species requirement.Regarding all results, we suggest that co-inoculation might constitute a
promising way in order to improve plant growth and plant metal tolerance on ultramafic soils. It
can be used as a tool in global strategies for successfully restoring postmining ultramafic areas in

New Caledonia.
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FigS4.1 Photographic report of Tetraria comosa removed from pots after 8 months as function of
the different treatments.
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AMEF + C. citreum BE

FigS4.2 Photographic report of Metrosideros laurifolia removed from pots after 7 months as
function of the different treatments.
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FigS4.3 Effect of inoculation on metal concentration in (a) Tetraria comosa and (b) Metrosideros
laurifolia grown on ultramafic substrate. Relative variations of metal concentration in shoots and
roots are expressed as % of metal concentration in dry mass of tissues of inoculated plants
compared with controls. Bars represent means, and error bars represent standard errors (n = 3). “*”
indicates significant differences compared to the control at P < 0.05 according to Tukey’s HSD or
Fisher LSD test.
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FigS4.4 Correlogramm for the 25 variables: dry Welght tissue of shoot (BS) and roots (BR), density
(M) and frequency (F) of mycorrhization, sporulation of Rhizophagus neocaledonicus
(Spore_Rhizo) and Claroideoglomus etunicatum nc (Spore_Claro), major element concentration
in shoot (ie. Ca_S) and roots (ie. Ca._R) (Ca, Mg, K, P), major element content (ie. Ca_upt) (Ca,
Mg, K, P), Ca/Mg ratio in shoot (CaMg_S) and roots (CaMg_R) and metal translocation factor (ie.
Co_TF) (Co, Cr, Fe, Mn, Ni) for Tetraria comosa and the 26 variables (same variables + the
abundance of arbuscules (A)) for Metrosideros laurifolia. “X”: Correlation not significant at P <
0.05.
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Table S4.1 Major characteristics of Curtobacterium citreum BE. Abbreviations: +: growth; —: no
growth; var: variable (Gonin et al., 2013; Bourles et al., submitted).

C. citreum. BE

Sampling characteristics
Plant Host species Tetraria pubescens
Mont-Dore, Plum road
Site 22°15'54"S; 166°35'57"
E 22.26 S 166.59 E
Microbiological characteristics

Range temperature (°C) 15-40
% NaCl 0-1
pH optimum 7-8
Molecular characteristics
16S RNA seq EMBL FR872423
Metal tolerance
ICs0 (MM)
Ni 25+0.15
Co 2.6 £0.25
Cr 25+0.31
Mn 13.5+0.68

Plant Growth Promoting Traits
Phosphate solubilization -
Indole-3-acetic acid +
NHs +
Siderophore -

1-aminocyclopropane-1-
carboxylate deaminase
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Table S4.2 Density (M), frequency (F) of mycorhization and abundance of arbuscule (A) of
Tetraria comosa and Metrosideros laurifolia (mean + SE n = 15).

Plant Treatment M (%) F (%) A (%)
AMF 00 £ 0.1b; 24 = 1.6b -
T. comosa .
AMF + C. citreum BE 71 + 19a 335 * 54a -
AMF 105 £+ 3.0as 511 £ 50bs 04 = 0.3as

M. laurifolia )
AMF + C. citreum BE  18.3 3.3az 70.9 46as 43 = 2las

Mycorrhizal structures were not observed in control and in plants inoculated only with C. citreum
BE. Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to
Wilcoxon sign’s test. Same coefficient to letters refers to analysis of one mycorrhizal parameter
for one plant species. Arbuscules could not be observed in T. comosa root.

I+
I+
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Table S4.3 Growth of Tetraria comosa during time as a function of various treatments (mean + SE n = 15).

Gain of height (cm) of Tetraria comosa Repeated
Treatment 57 days 111 days 167 days 205 days 231 days Anova
Control 13 = 04 5 + 038 10 + 16 138 + 18 156 £+ 15 b
C. citreum BE 21 + 05 61 + 09 98 + 12 134 £+ 14 15 + 13 b
AMF -02 £ 07 25 = 12 6.1 = 17 85 =+ 19 106 = 17 c
AMF + C. citreum BE 54 + 09 103 + 13 149 £+ 15 18 + 15 192 + 14 a

Treatments with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Anova repeated test.

Table S4.4 Growth of Metrosideros laurifolia during time as a function of various treatments (mean + SE n = 15).

Gain of height (cm) of Metrosideros laurifolia Repeated

Treatment 65 days 96 days 126 days 156 days 187 days 212 days Anova
Control 01 + 0.1 1 + 03 18 £+ 04 28 + 07 39 £ 08 47 = 09 c
C. citreum BE 03 £ 01 1 + 03 2 £+ 05 37 £ 06 52 + 07 57 = 07 C
AMF 0 £ 0 14 + 03 38 £+ 03 67 + 04 87 = 05 98 + 04 b
AMF +C.citreemBE 11 + 02 34 + 03 58 + 05 88 + 06 108 *+ 06 121 + 05 a

Treatments with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Anova repeated test.
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Table S4.5 Growth characteristics of Tetraria comosa (after 8 months) and Metrosideros laurifolia
(after 7 months) as a function of various treatments (mean + SE n=15).

Plant Treatment Shoot biomass (mg) Root biomass (mg)

Control 243 + T71bs 117 =+ 46b

C. citreum BE 454 + 118ab; 260 + 96ab,

T. comosa
AMF 247 + 91b 114 + 50b;
AMF + C. citreum BE 646 + 108a: 339 + 76az
Control 89 + 30c3 48 + 14cy
C. citreum BE 143 + 42c;3 49 =+ 17cq4
M. laurifolia

AMF 714 + 83bs 203 + 22bs
AMF + C. citreum BE 1329 + 148as 433 + 44a4

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to
Fisher’s LSD test. Same coefficient to letters refers to analysis of one plant part analysis for one
plant species.
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as a function of various treatments (mean = SE n = 3).

CHAPITRE 4

Table S4.6 Ca, K, P, Mg and Na concentration in shoot and root of Tetraria comosa (after 8 months) and Metrosideros laurifolia (after 7 months)

Shoot
freatment Ca (g kg) K (g kg™ P (g ko) Mg (g k™) Na (g kg
Control 43 + 0.3a 9.2 =+ 0.2a 385.3 + 26.6az 16 = 0.las 05 + 0.2a
C. citreum BE 46 + 0.a 9.6 =+ 0.6a 4333 + 459a3 16 * O0.las 0.7 + 0.0as
AMF 3.2 = 0.6a 80 =+ 1lla 305 + 556a3 12 £ 0.2a 0.3 + 0.las
T. comosa AMF + C.citreumBE 4.6 + O0.la 9.2 + 0.5a 338.3 + 2.9a3 15 = 0.la 04 =+ O0.las
Root
Control 1.6 + 0.1bs 6.0 =+ 0.0ar 260 + 6abs 15 + 00bys 09 =+ 0.0abio
C. citreum BE 20 =+ 0.las 6.1 =+ 0.7a7 301 + 27as 1.8 + 0.lag 1.1 + 0.2a10
AMF 2.3 + 0.0a 54 + 0.lar 281 + dag 16 + 00bys 06 =+ 0.0abo
AMF + C.citreum BE 2.3 + 0.las 47 =+ 0.lay 211 + 8bs 1.6 + 0.0bg 0.5 =+ 0.0bgpo
Treatment Shoot
reaimen Ca (g kg K (g kg™ P (mg kg™) Mg (g kg') Na (g kg™)
Control 7.0 £+ 0.2bx 76 * 0.0b 2517 + 105bs 35 + 0.0as 25 + 0.0abs
C. citreum BE 8.1 + 0.5ab; 93 + 0.2a 420.7 + 39.2a3 39 + 0.2a4 27 * 0.las
AMF 9.0 + 0.9a 9.0 + 0.5a 4323 = 282a 36 = 0.2a 25 + 0.1abs
M. laurifolia ~ AMF + C.citreum BE 86 =+ 0.9a 85 + 0.2ab, 3703 * 156a3 35 %= 0.2a 24 + 0.1bs
Root
Control 30 + 0.1cs 81 =+ 0.1by 235 + 8.1bs 28 + 0.dby 23 * 0.2bio
C. citreum BE 29 + 0.3cs 83 =+ 0.3by 268.3 + 8.3bs 32 + 0J1abg 1.8 =+ 0.2bio
AMF 55 + 0.3bs 11.2 + 0.6a7 445 + 112as 3.6 £ O0.lag 3.1 % 0.2a10
AMF + C.citreum BE 6.8 + 0.2as 96 + 0.3a7 384.3 + 9.6a 3.6 =+ 0.lag 3.7 % 0.lap

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Tukey’s HSD or Fisher’s LSD test. Same coefficient
to letters refers to analysis of one element plant for one plant part.
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Table S4.7 Ca, K, P, Mg and Na content of Tetraria comosa (8 months) and Metrosideros laurifolia (7 months) as a function of various treatment
(mean = SE n = 3).

Plant Treatment Ca (mg plant?) K (mg plant?) P (ug plant!) Mg (mg plant?) Na (mg plant™)
Control 1.23 = 0.05c; 294 + 0.03cc 124 + 4bs 056 + 0.0lcs 024 = 0.03bs
T comosa C. citreum BE 261 = 0.03b: 595 + 0.22b, 275 + 18az 120 = 0.02bs 058 =+ 0.05as
AMF 1.05 = 0.11c; 260 + 0.20c 107 + 10bs 047 = 0.03cs 0.13 £ 0.0lcs
AMF + C.citreum BE 3.75 % 0.06a: 754 + 0.20a, 290 + las 150 + 0.03as 043 + 0.03as
Control 0.52 = 0.02ds 1.36 + 0.01ldy 58 £ 1ds 0.27 = 0.00ds 0.13 = 0.01dwo
M. laurifolia C. citreum BE 0.94 + 0.00cs 225 += 0.09c; 105 + 6cg 049 £ 0.0lcg 0.25 £ 0.03cwo
AMF 3.92 + 0.32bs 962 + 057b; 418 + 28bs 197 = 0.09b9 059 =+ 0.03bso
AMF + C.citreumBE 9.14 + 0.14as 1846 + 0.39a; 730 + 5ag 409 £ 0.07a 122 = 0.06a0

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Tukey’s HSD or Fisher’s LSD test. Same coefficient
to letters refers to analysis of one element for one plant species.
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Table S4.8 Metal concentration in shoot and root of T. comosa (8 months) and M. laurifolia (7 months) as a function of
various treatments (mean = SE n = 3).

Shoot
Treatment
Co (mg kg?) Cr (mg kg) Fe (g kg™) Mn (mg kg?) Ni (mg kg?)
Control 227 = 49a 126 * 22a 6.3 * 1.3a3 591 =+ 125abs 315 * 57as
C. citreum BE 171 + 36a 121 * 34a 56 + 1.6a3 597 + 60as 251 + 30as
AMF 87 * 24a 49 = lla 23 £ 0.7a3 314 + 34bs 147 + 20bs
T. comosa AMF + C. citreum BE 93 + 1lla 52 = Ta 26 + 0.3a3 391 + 25bg4 177 + 9abs
Root
Control 485 + 6.0as 212 * 3la 153 + 2.0bg 882 + B86ay 246 + 32a10
C. citreum BE 712 *+ 49 362 * 36ar 242 =+ 1las 1054 + 83ay 372+ 2law
AMF 642 =+ 22a 268 * 3ar 189 + 0.3abs 982 + 24a 333 + Taw
AMF + C.citreumBE 66.6 + 84as 289 + b56ar 196 + 3.2abs 1143 + 10las 322 + 42amp0
Shoot
Treatment
Co (mg kg™) Cr (mg kg) Fe (g kg™) Mn (g kg*) Ni (mg kg'*)
Control 38 + 04a 200 + 27a2 075 * 0.12as 14 =+ 0.0as 270 + 18as
C. citreum BE 40 £ 0J1aa 152 =+ 05a 060 =+ 0.05a3 1.7 = 0.2a 258 + 27as
AMF 22 + 01bs 69 + 11lb, 032 =+ 0.03bs 10 + O0.la 207 = 12as
M. laurifolia AMF +C.citreum BE 1.7 + 02b1 42 + 01b, 018 #+ 002 15 + 03a 208 #* 25as
Root
Control 79 + Qas 455 + 53a7 256 =+ 29as 1.2 + 0.la 430 * 47aw
C. citreum BE 125 + 1las 857 + 143a7 373 * 3.las 19 =+ 0.2a 664 =+ 75.a10
AMF 110 + 13as 758 + 123a7 353 * 4.2as 16 == 0.2a 644 =+ 8law
AMF + C. citreum BE 92 + 13a 511 =+ 98ar 36.2 % 4.0as 16 == 0.2a 559 =+ T77aw

Value with the same lower case letters are not significantly different at P < 0.05 according to Tukey’s HSD. Same
coefficient to letters refers to analysis of one element plant for one plant part.
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Table S4.9 Variables which defined each cluster (P < 0.05) using a Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Classification on
Principal Component (HCPC). PCA and HCPC were perform with 25 variables (Biomass (dry weight tissue of shoot (BS) and roots (BR), density
(M) and density (F) of mycorrhization, sporulation of Rhizophagus neocaledonicus (Spore Rhizo) and Claroideoglomus etunicatum nc
(Spore_Claro), major element concentration in shoot (ie. Ca_S) and roots (ie. Ca._R) (Ca, Mg, K, P), major element content (ie. Ca_upt) (Ca, Mg,
K, P), Ca/Mg ratio in shoot (CaMg_S) and roots (CaMg_R) and metal translocation factor (ie. Co_FT) (Co, Cr, Fe, Mn, Ni) for Tetraria comosa
and 26 variables (same variables + the abundance of arbuscules (A)) for Metrosideros laurifolia. Analyses were carried out using R software with
the ‘FactoMineR’ package. HCPC used Euclidean distances for calculating dissimilarities between observations and average method to define
cluster

Treatment Variables for T. comosa Variables for M. laurifolia
+ Co_TF, Ni_TF, Cr_TF, Fe_TF Cr_TF, Fe_TF, Co_TF, Ni_TF, Mn_TF
1 Control
- Ca R PR MgRKS,PS
+ CaMg_R KR,PR
2 AMF
- K_upt, P_upt, Mg_S,Mg_upt Mn_TF
) + Mg_R Mg_S,
3 C.citreum BE
- CaMg_R CaMg_R
+ M, F, BR, BS, Ca_upt, K_upt, Mg_upt, P_upt, BR, Mg_upt, Ca_upt, K_upt, Spore_Claro, BS, P_upt,
AMF + C. Spore_Rhizo, Spore_Claro Spore_Rhizo, CaMg_R, Ca_R, F, A, M
citreum BE KR PR
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Conclusion générale et perspectives

Les milieux ultramafiques de Nouvelle-Calédonie de par leurs caractéristiques
édaphiques abritent des organismes originaux adaptés a ces conditions particulieres (Crossay et
al., 2018 ; Guentas et al., 2016 ; Isnard et al., 2016). Dans ce contexte, ce travail de thése s’est
intéressé a la caractérisation des rhizobactéries des sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie
et a leur role dans 1’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. Ce travail a ainsi permis
de mettre en évidence (i) I’existence de taxons originaux inféodés aux sols ultramafiques, (ii)
des mécanismes particuliers impliqués dans la t aux métaux et (iii) le r6le de ces rhizobactéries
dans I’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. De plus, les résultats obtenus permettent
de dégager des conclusions intéressantes sur les mécanismes d’adaptation des especes végétales
des sols ultramafiques, préalable primordiale a I’amélioration des programmes de restauration
écologique des sites miniers dégradés. Un schéma récapitulatif reprenant 1’ensemble des

éléments mis en évidence dans le cadre de ce travail est présenté en figure 2.
Existence de taxons particuliers

La diversité des bactéries des milieux ultramafiques de Nouvelle-Calédonie a été étudiée
et rapporte 1’existence de taxons particuliers (Guentas et al., 2016 ; Klonowska et al., 2012). Ce
travail de thése a permis de mettre en avant que ces particularités pouvaient étre expliquées par
une adaptation des bactéries aux fortes teneurs en métaux retrouvées dans ces sols. En effet, le
chapitre 2 met en évidence ces mécanismes chez deux espéces appartenant au genre
Burkholderia et propose de reclasser ces espéces notamment au vue de leurs mécanismes
d’adaptation vis-a-vis du nickel. Le chapitre 3 montre au sein d’une méme espece bactérienne
(Curtobacterium citreum) des différences phénotypiques reliées a une adaptation des souches
ultramafiques aux fortes concentrations en nickel. Ces résultats renforcent donc le postulat que
les sols ultramafiques abritent une microflore originale reliée a une adaptation aux fortes
concentrations en métaux. Des différences de profil ont été mis en évidence entre les genres
bactériens avec dans I’ordre Paraburkholderia ultramafica STM10279" qui présentait les
valeurs de tolérance aux métaux les plus importantes, puis Caballeronia novacaledonica
STM1072" et enfin Curtobacterium citreum BE. Il serait intéressant de réaliser les
expérimentations présentées dans le chapitre 2 pour I’ensemble des souches de P. ultramafica
et C. novacaledonica afin de vérifier si ces profils de tolérance aux metaux varient selon les

souches et donc les sites d’échantillonnage.
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Sol ultramafique

- Plante - Rhizobactérie - AMF

Fig. 2 Schéma récapitulatif de I’ensemble du travail de thése. Les éléments en gras ont été mis en évidence dans le cadre de ce travail. Les autres
éléments sont repris de la bibliographie pour aider a la compréhension (Revilenni et al., 2016, Amir et Ducousso, 2010, Jaffré et L’Huillier, 2010)
(@) action de la plante pour la rhizobactérie, (b) action de la plante pour I’AMF ; (c) action de la rhizobactérie pour la plante, (d) action de la
rhizobactérie pour I’AMEF, (e) action de I’AMF pour la plante et (f) action de I’AMF pour la rhizobactérie.
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Pour essayer d’apporter des premiers ¢léments de réponse, une analyse multivariée
(Annexe 4) a été réalisée sur les résultats de Gonin et al. (2013). Ces résultats préliminaires
indiquent qu’il n’y a pas de corrélation positive entre les quantités de métaux retrouvées dans
le sol et profil d’adaptation des différentes souches. De plus ces résultats indiquent des profils
de tolérance identiques sclon les espéces appuyant 1’existence de mécanismes particuliers

propres a chaque espéce.

Le travail de caractérisation des souches bactériennes natives constitue également une
avancée non négligeable dans une perspective de mise en place d’inoculums bactériens dans le
cadre de la restauration écologique des sites miniers dégradés. Cependant, dans cette these,
seuls les genres majoritaires (Burkholderia et Curtobacterium) des rhizosphéres échantillonées
ont éte étudiés. Il conviendrait également de porter une atttention aux autres genres
bactériensdes rhizospheres échantillonnées et notamment les genres Bradyrhizobium (9%) et
Sphingomonas (8%) pour continuer & comprendre les interactions qui occurent. Comme pour
les deux genres majoritaires, il est probable que de nouvelles especes et/ou écotypes soient
trouvés comme le suggerent les phylogénies (Annexe 5 et 6). Des recherches sur les
rhizobactéries d’autres espéces végétales inféodées aux sols ultramafiques peuvent aussi étre
envisagees afin d’élargir notre compréhension de leur diversité et approfondir nos
connaissances sur leurs roles dans 1’adaptation des plantes a la contrainte édaphique.

Mise en évidence de mécanismes de résistance impliqués dans la tolérance aux
métaux

Dans ce travail, un intérét particulier a été porté sur les mécanismes de résistance aux
métaux et plus particulierement sur la capacité des bactéries a produire des exopolysaccharides.
En effet, ces macromolécules sont décrites comme étant capables de chélater les métaux et de
les rendre indisponibles pour les organismes (Etesami, 2018 ; Gupta and Diwan, 2017). Ce
travail a montré que P. ultramafica STM10279" et Curtobacterium citreum BE étaient capables
de produire des exopolysaccharides et qu’il s’agissait d’un mécanisme mis en place par la
bactérie pour tolérer le nickel. Tl conviendrait de tester d’autres métaux individuellement
comme cela a été fait pour le nickel, mais également de tester ces éléments ensemble pour se
rapprocher au maximum des conditions naturelles dans les sols ultramafiques. Pour C.
novacaledonica STM10272", des recherches supplémentaires sont nécessaires car d’autres
mécanismes sont supposés. En effet, la production de biofilm s’arréte quand la quantité de Ni
est supérieur a ImM et sa valeur d’ICso est egale & 4.8 mM. Des transporteurs pourraient étre

impliqués comme suggéré par Gonin et al. (2013). Concernant P. ultramafica STM102797, il
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est prévu de mettre en évidence la chélation de Ni par I’EPS comme cela éeté réalisé dans le
chapitre 3 pour ’EPS de Curtobacterium citreum BE. La caractérisation de I’EPS de P.
ultramafica STM102797 en collaboration avec I’Université Clermont Auvergne est en cours et

devrait aboutir a 1’écriture d’une publication.

Le génome entier de C. novacaledonica STM10272" est disponible sur NCBI
(NZ_OGTP01000009) et ceux de P. ultramafica STM10279" et Curtobacterium citreum BE
ont été séquencés dans le cadre de cette thése. L analyse de ces génomes permettrait d’identifier

les bases moléculaires et leur degré d’implication dans les phénotypes de tolérance.

Concernant Curtobacterium citreum BE, c¢’est la premiére fois, & hotre connaissance,
qu’une production d’EPS est mise en évidence pour des bactéries appartenant au méme genre.

La caractérisation de ’EPS devrait également étre réalisée.

Ces exopolysaccharides jouent un réle fondamental également dans I’interaction avec
les plantes. L’expérimentation présentée dans le chapitre 4 suggére que I’EPS est responsable
d’une réduction du transfert des métaux dans la plante. Ce résultat ouvre la voie vers
I’exploitation des EPS pour améliorer la croissance des plantes sur les sols ultramafiques. Ces
EPS peuvent également étre valorisés dans d’autres secteurs. En effet, en raison de leurs
structures chimiques uniques et complexes qui offrent des fonctions bioactives bénéfiques, les
EPS microbiens ont trouvé une large gamme d'applications dans les industries chimiques,
alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques, d'emballage, agricoles et médicales dans
lesquelles ils peuvent étre utilisés comme adhésifs, absorbants, lubrifiants, amendements de sol,
cosmétiques (Donot et al., 2012 ; Freitas et al., 2011). En Nouvelle-Calédonie, une startup

locale (Biotecal, http://www.technopole.nc/fr/pole-innovation/biotecal) travaille sur la

valorisation des EPS issus des bactéries marines dans les domaines de la cosmétique notamment

pour les soins de la peau en tant qu’agent hydratant et antiride.

Réle dans ’adaptation des plantes

Les plantes endémiques des sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie ont développé
des mécanismes adaptatifs specifiques pour se protéger contre les effets toxiques des fortes
concentrations en métaux, mais aussi pour se développer sur des sols ou les concentrations en
nutriments essentiels sont faibles et déséquilibrées (Jaffré et L’Huillier, 2010). Parmi ces
adaptations les interactions avec les rhizobactéries ont été peu étudiées en Nouvelle-Calédonie
(Amir et Ducousso, 2010). Les différents isolats identifiés et cultivés en laboratoire ont été
testés en conditions expérimentales afin d’évaluer leurs fonctions.
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Il apparait que les mécanismes d’adaptation des bactéries face aux fortes teneurs en
métaux entrainent également une diminution de ces teneurs dans les plantes. Cependant, dans
le cas des plantes utilisées (Tetraria comosa et Metrosiederos laurifolia), ces seules diminutions
n’apparaissent pas suffisantes pour entrainer une amélioration de la croissance. 1l semble que
la carence du sol en éléments nutritifs (P, K, Ca) ainsi que son rapport Ca/Mg déséquilibré sont
limitants, car ils sont les causes principales d’une croissance plus lente (Gensous, 2014 ;
Lagrange, 2009). Il aurait été intéressant de realiser une expérimentation en serre
supplémentaire avec sur un milieu avec différentes concentrations en nickel afin d’observer si
ces diminutions de contenus metalliques pouvaient entrainer une amélioration de la croissance
des plantes sur un milieu particulierement enrichis en nickel. Une startup locale (Rhizo’Cal :

http://www.technopole.nc/fr/start-ups/rhizocal) commence a travailler sur ces rhizobactéries

pour I’agriculture et la restauration des sites miniers dégradés en Nouvelle-Calédonie.

Ces expériences en serre montrent des différences de réponse en fonction de la plante.
En effet I’inoculation seule des bactéries améliore la croissance de T. comosa, mais pas celle
de M. laurifolia. Gensous (2014) avait fait le méme constat suite a I’inoculation avec P.
ultramafica STM10279" du Sorgho (amélioration) et de M. laurifolia (pas d’amélioration). Ces
résultats appuient I’hypothése que les stratégies d’adaptation a la contrainte édaphique varient
selon les plantes. Pour T. comosa, nos résultats appuient ceux de Lagrange (2009) qui montrait
que chez cette espece, I’interaction avec les rhizobactéries jouait un réle fondamental. Il serait
intéressant de tester P. ultramafica STM10279" et Curtobacterium citreum BE sur d’autres
especes végétales utilisées en restauration écologique pour continuer a investiguer ces relations

plantes/rhizobacteries.

Il reste plusieurs interrogations concernant le mode d’action et les effets des
rhizobactéries des sols ultramafiques néocalédoniens sur les plantes natives. Pour exemple, les
résultats de cette thése ne permettent pas de déterminer clairement a quel période du
développement de la plante agissent les bactéries. S agit-il d’une stimulation dans les premiers
stades de croissance, avant que la bactérie régresse ou disparaisse, ou s’agit-il d’un effet tout
au long de la croissance ? Dans le chapitre 2, P. ultramafica STM102797 avait été retrouvée a
la fin de I’expérimentation sur les racines de T. comosa, mais uniquement pour certaines
modalités, rendant inexploitable ce résultat. Une expérimentation en serre avec un suivi des
bactéries inoculées, jusqu’a la fin de I’expérimentation, en plus des analyses déja faites, pourrait

répondre a cette question.
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La co-inoculation des rhizobactéries étudiées avec des AMF, chez T. comosa a montré
que la symbiose endomycorhizienne était fonctionnelle chez cette espece, malgré un faible
niveau de colonisation des racines, ce qui confirme les travaux précédemment réalisés sur cette
cyperacée (Lagrange et al., 2013, 2011). Ces auteurs avaient suggeré que, chez cette espéce, la
mise en place de racines dauciformes impliquées dans 1’absorption du phosphore, 1’interaction
avec les rhizobacteéries et I’interaction avec les AMF étaient des mécanismes impliqués dans
son adaptation au milieu ultramafique. Pour M. laurifolia, les résultats de ce travail corroborent
les travaux de theése de Gensous (2014) et Crossay (2018) qui ont souligné 1’importance du role
des AMF dans ’adaptation de cette espece au méme milieu. Pour les deux espéces, la co-
inoculation des AMF avec une souche de Curtobacterium a montré des effets bénéfiques de ces
bactéries sur la mise en place de la symbiose mycorhizienne, entrainant une amélioration
significative de la croissance des plantes en comparaison des plants témoins, des plants inoculés
avec les rhizobactéries seules et des plants inoculés avec les AMF seuls. Ces résultats suggerent
qu’une telle co-inoculation serait une voie prometteuse pour la restauration des sites miniers
dégradés en Nouvelle-Calédonie. En perspective il serait intéressant d’isoler des souches
bactériennes a partir des AMF sur des plantes choisies afin de maximiser les cances d’avoir des

interactions compatibles.

Applications a la restauration des sites miniers : perspectives d’utilisation de

microorganismes adaptés aux sols ultramafiques

Ce travail de these conforte les propositions de Lagrange (2009) et Gensous (2014) sur
I’inoculation des espéeces végétales en vue d’une restauration écologique des sites miniers. Ces
auteurs suggéraient, a terme, une utilisation d’inoculums fongiques et bactériens
complémentaires. Cette thése n’a pas permis de réaliser des essais sur le terrain dans cette
optique. Cependant, les résultats obtenus en serre constituent une premiere étape et seraient
susceptibles d’intéresser, a terme, les pépiniéres dans une perspective de production de plants
inoculés avec des microorganismes capables de décupler la croissance et 1’adaptation des
plantes. Des informations sur la culture de T. comosa et M. laurifolia pour la restauration
écologique, ont eté récoltées aupres de pepiniéristes de Nouvelle-Calédonie (SIRAS Pacifique,
Société miniere Georges Montagnat, Vale, Eriaxis, SOREVAS sarl). Pour T. comosa, en
moyenne les plants sont cultivés entre 6 et 18 mois et atteignent une taille comprise entre 10 et
15 cm. Pour M. laurifolia, les plants sont cultivés entre 12 et 18 mois et atteignent une taille

comprise entre 15 et 20 cm. Méme s’il est difficile de faire une comparaison rigoureuse, les
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résultats suite a la co-inoculation bactérie/AMF apparaissent comme étant prometteurs (T.
comosa : 20 cm en 8 mois ; M. laurifolia : 12 cm en 7 mois) pour la production de plants en
pépiniere. Cependant, il faut également tenir compte de la préparation des inoculums fongiques
et bactériens qui présente des colts non négligeables en termes de temps, de budget et de
compétences. Nos résultats indiquent que la co-inoculation bactérie/AMF améliore la
croissance des plantes notamment dans les premiers stades de croissance. Il s’agit d’un avantage
non négligeable sur le terrain. Il serait donc intéressant de conduire une expérimentation sur le
terrain, a la suite de celle réalisé par Amir et al. (2019) avec uniquement des AMF, afin
d’estimer I’effet bénéfique de cette co-inoculation rhizobactérie/AMF dans des conditions plus

naturelles.

Dans une perspective d’utilisation par des opérateurs, les futurs travaux devraient se
tourner vers la recherche d’une simplification de la production des inocula. Dans cette thése,
I’inoculum fongique se présente sous forme d’une quantité de sol (contenant les spores des
champignons) pouvant se conserver plusieurs mois. Alors que I’inoculum bactérien est sous
forme de solution liquide préparé en laboratoire en condition stérile quelques jours avant le
repiquage. Pour cet inoculum, le conditionnement des bactéries sous forme lyophilisé
représenterait un avantage non négligeable mais des travaux sont nécessaires pour savoir si les
mémes effets seraient observés. L’utilisation directement des EPS bactériens représente une
alternative intéressante. En effet, une expérimentation d’inoculation directement de I’EPS de
P. ultramafica STM10279" a été réalisée au sein du laboratoire (traitement en cours) et montre
de meilleurs résultats sur T. comosa que 1’inoculation de la bactérie. D un point de vue pratique
cela représenterai un avantage non négligeable car I’EPS se présente sous forme solide (aspect
cotonneux) et la préparation de I’inoculum par des opérateurs ne nécessiterai qu’une mise en
solution dans de 1’eau. De plus I’EPS peut étre stocké plusieurs mois sans nécessiter de

conditionnement stérile.
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(a) Tetraria comosa
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Annexe 1 Analyse en composantes principales suivi d’une classification hiérarchique pour T.
comosa et M. laurifolia. Les variables utilisées pour T. comosa sont les biomasses des parties
aériennes (BS) et racinaires (BR), la densité (M) et la fréquence (F) de mycorhization, la
sporulation de Rhizophagus neocaledonicus (Spore_Rhizo) et Claroideoglomus etunicatum nc
(Spore_Claro), les concentrations en éléments dans les parties aériennes (ie. Ca_S) et racinaires
(ie. Ca_R) (Ca, Mg, K, P), les contenus en éléments (ie. Ca_upt) (Ca, Mg, K, P), le ration Ca/Mg
dans les parties aériennes (CaMg_S) et racinaires (CaMg_R) et les facteurs de translocation des
métaux (ie. Co_TF) (Co, Cr, Fe, Mn, Ni). Pour M. laurifolia, il s’agit des mémes variables +

I’abondance des arbuscules.
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Annexe 2 Photographies des plants de Tetraria comosa aprés huit mois en serre en fonction
des différents traitements.

263



ANNEXES

Control

——
LG

P. ultramafica STM10279T

C. citreum BE

AMF +C. citreumBE

\f %
_,j é}z‘\ Q >\
\r

|4

2
\/

Annexe 3 Photographies des plants de Metrosideros laurifolia apres sept mois en serre en

fonction des différents traitements.
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Annexe 4 Analyse en composantes principales des résultats issus de Gonin et al. (2013). Les
variables utilisées sont les concentrations en métaux disponibles sur les sites échantillonnés (i.e.
NiSol) (Ni, Co, Cr, Mn, Fe) et les valeurs de tolérance (Ni, Co, Cr Mn). 1. Caballeronia
novacaledonica STM102727, 2. STM10274, 3. STM10275, 4. STM10276, 5. STM10277, 6.
STM10278, 7. Paraburkholderia ultramafica STM10279", 8. STM10280, 9. STM102781, 10.
STM10282, 11. STM10283, 12. Curtobacterium citreum BE, 13. BB, 14. AM, 15. AR, 16. BS,

17. BQ, 18. BR, 19. GU, 20. FN et 21. ES.
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Annexe 5 Relations phylogénétiques entre les especes de Bradyrhizobium, basées sur I’analyse
génomique de I’ARNr 16S. Les valeurs indiquées au niveau des nceuds d'arbres sont des valeurs
d’occurrence de 1000 répliques de bootstrap. Les valeurs de bootstrap supérieures a 75% sont
affichées. La barre d'échelle indique le nombre de substitutions par site.
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Annexe 6 Relations phylogénétiques entre les especes de Sphingomonas basées sur 1’analyse
génomique de I’ARNr 16S. Les valeurs indiquées au niveau des nceuds d'arbres sont des valeurs
d’occurrence de 1000 répliques de bootstrap. Les valeurs de bootstrap supérieures a 75% sont
affichées. La barre d'échelle indique le nombre de substitutions par site.
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Résumé : Un tiers de la surface de la Nouvelle-Calédonie est recouvert par des massifs ultramafiques
caractérisés par des conditions édaphiques extrémes contribuant au développement d’une flore unique
reconnue a travers le monde. L’interaction avec les microorganismes du sol et notamment les
rhizobactéries constitue une adaptation essentielle chez ces plantes. Cependant, ces bactéries ainsi que
leur role dans I’adaptation des plantes aux contraintes ultramafiques sont encore méconnues. C’est dans
ce contexte que s’insére cette thése dont 1’objectif est de comprendre le rdle de ces rhizobactéries dans
I’adaptation des plantes a la contrainte édaphique. Cette thése s’intéresse plus particuliérement aux
bactéries appartenant au genre Burkholderia et Curtobacterium. Ce travail a été scindé en trois objectifs :
(1) Caractériser les isolats bactériens, (2) Evaluer la réponse adaptative des bactéries a la contrainte
édaphique et (3) Evaluer I’action promotrice de la croissance des plantes. Ainsi, ce travail a permis de
mettre en évidence 1’existence de taxons originaux inféodés aux sols ultramafiques avec des mécanismes
particuliers impliqués dans la tolérance aux métaux et jouant un réle majeur dans I’adaptation des plantes
a la contrainte édaphique. Des mécanismes de résistance aux meétaux différents selon les espéces
bactériennes considérées ont été mis en évidence et sont responsables des diminutions des teneurs en
métaux dans les plantes. Cependant, ces inoculations bactériennes seules n’ont pas permis d’améliorer
significativement la croissance des plantes. Des essais de co-inoculation avec des champignons
mycorhiziens a arbuscules ont montré des effets bénéfiques sur la mise en place de la symbiose
mycorhizienne entrainant une amélioration de la croissance des plantes. Finalement, ce travail de thése
a permis de montrer l'importance des rhizobactéries dans les sols ultramafiques de Nouvelle-Calédonie,
tant en terme de diversité d'espéces que d'effet sur I'adaptation des plantes endémiques a ce milieu. De
plus, les résultats obtenus permettent de dégager des conclusions intéressantes sur les adaptions des
espéces végétales des sols ultramafiques, préalable primordiale a I’amélioration des programmes de
restauration écologique. L’interaction de ces rhizobactéries avec les champignons mycorhiziens a
arbuscules semble &tre une voie prometteuse pour la restauration des sites miniers dégradés de Nouvelle-
Calédonie.

Mots clés: Rhizobactéries, Exopolysaccharides, Tolérance aux métaux, Sols ultramafiques,
Champignons mycorhiziens a arbuscules, Adaptation des plantes

Abstract: In New Caledonia, a tropical archipelago in the South Pacific Ocean, one third of the main
island is covered by ultramafic soils that contribute to the development of a unique flora recognized
throughout the world. Interaction with soil microorganisms, particularly rhizobacteria, is an essential
adaptation in plants found on ultramafic soils. However, these bacteria and their role in the adaptation
of plants to ultramafic constraints are still unknown. The objective is to understand the role of these
rhizobacteria isolated from New Caledonian ultramafic soils in the adaptation of plants to soil
constraints. This thesis focuses on bacteria belonging to the genera Burkholderia and Curtobacterium.
This work is divided into three objectives, (1) The characterization of the bacterial isolates, (2) The
evaluation of the adaptive response of bacteria to metal stress and (3) The evaluation of the plant growth
promoting effect. This work highlights the existence of original taxa subordinated to ultramafic soils
with particular mechanisms of resistance to metals involving in the adaptation of plants to soil stress.
Mechanisms of resistance to metals depending on the bacterial species considered have been identified
and are responsible of alleviation of metal in plants. However, these bacterial inoculations alone did not
significantly improve plant growth. Co-inoculation trials with arbuscular mycorrhizal fungi have shown
beneficial effects on the development of mycorrhizal improving the plant growth. Finally, this thesis
shows the importance of rhizobacteria in the ultramafic soils of New Caledonia, both in terms of species
diversity and the effect on the adaptation of endemic plants to this environment. In addition, the results
obtained make interesting conclusions on the adaptation of plant species in ultramafic soils for
improving ecological restoration programs. Moreover, the interaction of the rhizobacteria with
arbuscular mycorrhizal fungi seems to be a promising way to restore degraded mining sites in New
Caledonia.

Key words: Rhizobacteria, Exopolysaccharides, Metal tolerance, Ultramafic soils, Arbuscular
mycorrhizal fungi, plant adaptation
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