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ABSTRACT

The main objective of this work was to determine the optimal concentration of phosphorus leading to the
best mycorrhization of Alphitonia neocaledonica on ultramafic (UF) topsoil. The experiment was conducted at the
University of New Caledonia, Noumea, between March and September 2012. Five concentrations were tested (0,
0,2;05;1; 2 tha' Superphosphate Triple (ST)), spread over 100 plants inoculated and 100 plants non-
inoculated, placed on the UF topsoil in controlled irrigation. Plant growth, rate of mycorhization (%M) and sporula-
tion were followed during one year. At the end of the experiment, biomass (fresh and dry) was measured and the
mineral and metal concentrations were determined by atomic absorption spectrometer. The optimum of %M (18%
+2) and sporulation (5200 +890 spores/100g of dry soil) were obtained for a ST concentration of 1t.ha
(210kg.ha* P, P3). At this concentration, a significant positive MGR (mycorrhizal growth response) was observed
(+2.1 cm). Likewise, a rebalancing of the Ca/Mg ratio and an improvement of P and K absorption (correlated to
the %M, r 2=0,91 in the roots) were measured in inoculated plants. Concentrations of Ni, Co and Cr have been
significantly reduced in root by mycorrhization but translocation to the aerial parts of these elements is increased
by mycorrhization (resp. x1,5 - x32 - x41 in P3). Finally, a higher water content was measured in inoculated plants
(+12% H20 in P3), with a maximum in PO (+25% H-0). The absence of N and K fertilization in PO seems to be the
cause of this difference between PO and P3. In conclusion, our studies highlight that an optimal concentration of
1t.ha" of ST can be made to maximize the mycorrhization of A. neocaledonica on UF topsoil. It will now be nec-
essary to determine which are the consequences of these amendments on scrubland ecosystems because the
phosphorus lack is a very limiting factor of the mycorrhizal symbiosis down there.

KEYWORDS: Symbiosis, Mycorrhiza, arbuscular, Alphitonia neocaledonica, Phosphorus, Mycorrhizal growth re-
sponse, Water content, Ultramafic, Ca/Mg ratio.

RESUME

L'objectif principal de ce travail a été de déterminer la concentration optimale en Phosphore permettant
la meilleure mycorhization d’Alphitonia neocaledonica sur topsoil ultramafique (UF). L’expérimentation a été con-
duite a I'Université de Nouvelle-Calédonie, Nouméa, entre Mars et Septembre 2012. Cing concentrations ont été
testées (0,2;0,5; 1; 2tha' de Superphosphate Triple (ST)), réparties sur 100 plantes inoculées et 100 plantes
non inoculées, placées sur du topsoil UF en irrigation contrélée. La croissance des plantes, le taux de mycorhiza-
tion (%M) et de sporulation ont été suivis pendant un an. En fin d’expérimentation, la biomasse (fraiche et seche)
a été mesurée et les concentrations minérales et métalliques ont été déterminées au spectrométre a absorption
atomique. L'optimum de %M (18% = 2) et de sporulation (5200 £ 890 spores/100g de sol sec) ont été obtenues
pour une concentration en ST de 1t .h"' (210kg.ha' de P (P3)). A cette concentration, une MGR (Réponse de
croissance mycorhizienne) positive significative a été observée (+2,1cm). De méme, un rééquilibrage du ratio
Ca/Mg ainsi qu'une amélioration de I'absorption de P et de K (corrélée au %M, r?=0,91 dans les racines) ont été
mesurées chez les plantes inoculées. Les concentrations en Ni, Co et Cr racinaires ont significativement été
diminuées par la mycorhization mais la translocation vers les parties aériennes de ces éléments est augmentée
par la mycorhization (resp. x1,5 - x32 - x41 en P3). Enfin, une teneur en eau plus importante a été mesurée chez
les plantes inoculées (+12%H20 en P3), avec un maximum en PO (+25%H20). L'absence de fertilisation N et K
en PO semble étre a l'origine de cet écart entre PO et P3. En conclusion, nos travaux mettent en évidence une
concentration optimale d'1t.ha-' en ST a apporter pour maximiser la mycorhization d’A. neocaledonica sur topsoil
UF. Il faudra a présent déterminer quelles sont les conséquences de ces apports sur les écosystémes des ma-
quis miniers dans la mesure ou la carence en phosphore y est naturellement un élément trés limitant de la sym-
biose mycorhizienne.

MOTS-CLES : Symbiose, Mycorhize, arbuscule, Alphitonia neocaledonica, Phosphore, Réponse de croissance
mycorhizienne, Teneur en eau, Ultramafique, Ratio Ca/Mg.
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[1] = Référence sitiographique
L’Huillier et al., xxxx = Référence bibliographique

AAS

AMF

ARBUSCULE

BIOTROPHE

CUIRASSE

CULTURE TRAPPE

DSE

ECOSYSTEME

EDAPHIQUE

FOEHN (EFFET DE)

GLOMALINE

Atomic Absorption Spectrometer. Spectrométre a absorption atomique PerkiEImer
utilisé pour le dosage des métaux et éléments minéraux.

Arbuscular Mycorrhizal Fungus. Champignon Mycorhizien a Arbuscules. Forme de
mycorhizes archaiques (apparue au Dévonien lors de la colonisation des continents
par les végétaux) associant un champignon de 'embranchement des gloméromy-
cetes avec un végétal (L’Huillier et al., 2010).

Structure typique de la symbiose des AMF qui se développe dans les cellules péné-
trées par le mycélium du champignon et au niveau de laquelle ont lieu les échanges
entre la plante et le champignon. Cette structure doit son nom a sa forme qui rap-
pelle celle d'un arbuste (L' Huillier et al., 2010).

Se dit d’'un champignon symbiotique obtenant des nutriments des cellules vivantes
de son partenaire, par opposition au nécrotrophe qui profite de cellules mortes.

Désigne ici la partie supérieure, indurée, du profil d’altération des roches ultraba-
siques. Produit représentant le terme ultime de l'altération des péridotites, en climat
tropical, et correspondant a I'accumulation résiduelle de fer (L'Huillier et al., 2010).

Technique de multiplication et purification de souche mycorhizienne (extraction de
spores, tri manuel sur caractéristiques morphologiques, inoculation, croissance), sur
deux a trois cycles.

Dark Septate Endophyte. Regroupe un ensemble de champignons ascomycétes
anamorphiques qui colonisent les tissus racinaires inter et intracellulaires.

Unité écologique fonctionnelle constituée d’'un ensemble d'individus vivant dans un
milieu donné. Cette notion intégre aussi leurs interactions (L 'Huillier et al., 2010).

En écologie, ce qui a trait a un facteur écologique lié au sol (pH, humidité, concen-
trations, ...). En pédologie, ce terme désigne ce qui se rapporte au sol (L Huillier et
al., 2010).

Phénomeéne climatologique lié¢ a I'accumulation des nuages d'un coté d'un relief
montagneux engendrant des différences de précipitations et d’ensoleillement entre
les versants. Schéma en Annexe I11.

Glycoprotéine sécrétée par les gloméromycetes, extrémement résistante a la dégra-
dation. Agent de structuration des sols parmi les plus importants. Cette molécule est
aussi la plus abondante dans de nombreux sols et serait responsable de plus du
tiers de la séquestration de carbone dans les sols.
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GLOMEROMYCETE

HoTsPOT

HYDROSEEDING

HYPHE
LATERITE

MAQUIS MINIER

MYCORHIZE

NINO (EL)

PERIDOTITE

RoCHE
ULTRAMAFIQUE

SAPROLITE

SOL LATERITIQUE

SYMBIOSE

TALWEG

Embranchement du régne fongique regroupant des champignons archaiques au
myceélium invisible a I'ceil nu et ne formant pas de fructification (carpophore). La
totalité des especes de cet embranchement sont inféodés a la symbiose endomy-
corhizienne.

Selon la définition d’usage de Norman Myers, un hotspot se définit par un site con-
tenant une treés grande biodiversité, un fort taux d’endémisme et dont la survie de
plusieurs especes est menacée (Spicer, 2009).

Technique consistant a asperger les sols nus avec une solution contenant des rési-
dus végétaux, de I'eau, des engrais, des substances collantes et des graines afin de
revégétaliser ces sols et limiter les risques d’érosion et de transfert.

Filaments cellulaires constituant le mycélium des champignons supérieurs.

Ensemble des matériaux meubles riches en oxydes, en hydroxydes de fer et en
aluminium, constituant les sols provenant de l'altération poussée des roches sous
climat tropical (L'Huillier et al., 2010).

Formation végétale arbustive et herbacée plus ou moins buissonnante, située sur
substrats ultramafiques (Province Sud, 2008a).

La mycorhize (du grec «mukés» pour champignon et «rhiza» pour racine) est
I'association symbiotique d’'un champignon avec les racines d’'une plante (L'Huillier
et al., 2010).

Courant marin chaud se formant prés de 'Equateur juste aprés Noél (le temps y est
trés chaud a cette période). Son nom signifie "enfant Jésus". Il entraine de violentes
variations climatiques difficilement prévisibles.

Roche de structure grenue, plus ou moins foncée, de couleur verte et de densité de
3,3 a 3,5. Elle est composée essentiellement de péridot et de pyroxéne. C'est le
constituant essentiel du manteau terrestre. Trés pauvre en silice, c'est une roche
ultrabasique constitués de silicates ferromagnésiens, essentiellement d'olivine et de
clinopyroxénes calcosodiques (riche en Ca et en Na) ou d'orthopyroxénes ferroma-
gnésiens (riches en Fe et en Mg).

Roche ignée de couleur foncée, a faible concentration de silicate (moins de 45 %),
et a haute teneur en fer et magnésium (Webster’s online dictionary, 2011).

Roche ou couche géologique produite par I'altération chimique d’'une roche mére,
due a 'action du climat, sans avoir été transportée. Elle est souvent friable et con-
tient un mélange de nouvelles structures et restes de la roche mére. Elle peut étre
enrichie en Ni dans le cas d’'une altération de péridotite (L Huillier et al., 2010).

Sol rouge vif @ rouge brun, trés riche en oxyde de fer et en alumine, formé sous
climat tropical. Pauvre en matiere organique, en silice et en éléments nutritifs fertili-
sants (Ca, Mg, K, Na). Il s’agit d'un sol impropre a la culture. (LAROUSSE, 2011c)

Relation permanente entre deux organismes d'espéces différentes et qui se traduit
par des effets bénéfiques aussi bien pour I'un que pour l'autre.

Ligne qui rejoint les points les plus bas d’une vallée. lls sont modelés par I'érosion et
frequemment occupés par le réseau hydrographique.
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ABREGES & SyMBOLES CHIMIQUES

Tableau 1 : Abréviations utilisées dans les graphiques et le corps du texte

Abrégé Définition
AAS Spectrométre a Absorption atomique
Al Aluminium
AME Champignon Mycorhizien a arbuscules
(acronyme anglais)
BFa/r Biomasse Fraiche aérienne/racinaire
BSalr Biomasse Séche aérienne/racinaire
Ca Calcium
Co Cobalt
Cr Chrome
Fe Fer
g_sc Grammes de sol sec
gMsS Grammes de matiére seche
i+/i- Inoculées / Non inoculées
K Potassium
Mg Magnésium
MGR +/-/0 Mycorrhizal growth response
Mn Manganése
N Azote
Ni Nickel
Ni+ / Ni- Avec / sans nickel
P Phosphore
PO Modalité N0.K0.PO
P1 Modalité NKP1
P2 Modalité NKP2
P3 Modalité NKP3
P4 Modalité NKP4
ppm Partie par million (ug/gms)
ST Superphosphate triple
T° Température, degrés Celsius
UF Ultramafique
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AVANT-PROPOS

Les diplémes sont faits pour les gens qui n'ont pas de talent. Vous avez du talent ? Ne vous emmerdez pas a passer le bac.

Pierre Desproges, Chronique de la haine ordinaire

ture et Aménagement Paysager passe par la réalisation d’'un stage de fin d’études de

six mois, devenant souvent la base du Curriculum Vitae par la suite. Aprés quatre an-
nées au sein d’Agrocampus Ouest, dont une interstitielle, jai eu le temps et I'occasion de
penser et revoir mon orientation professionnelle pour finalement aboutir a la conclusion que
mon godt pour la recherche prenait toujours le dessus. C’est pourquoi j'ai décidé de choisir
un stage de fin d’étude en laboratoire. Non seulement pour continuer dans cette voie jusqu’a
mes derniers pas a Belle-Beille mais aussi et surtout pour poursuivre en these par la suite.

L ‘obtention du dipldme d’Ingénieur en spécialité Gestion Durable du Végétal en Horticul-

Jai alors postulé et été accepté en stage au Laboratoire Insulaire du Vivant et de
'Environnement a I'Université de Nouvelle-Calédonie pour travailler sur une thématique
d’actualité autant dans les pays dits développés qu’en voie de développement : les mycor-
hizes. Parfois étudiées a des fins économiques, elles sont aussi pointées du doigt en écolo-
gie comme c’est le cas ici. Je suis donc parti mettre a profit mes compétences agronomiques
pour participer aux études des interactions entre apports phosphatés, mycorhization et crois-
sance de plantes endémiques sur sols dégradés. Une étude parmi de nombreuses autres
face aux contraintes économico-environnementales et sociales liées a I'exploitation miniére
en Nouvelle-Calédonie.

A mon arrivée jai rapidement compris qu’il me serait difficile de réaliser mon mémoire
de fin d’étude sur les expérimentations qu’il m’était demandées de lancer et suivre car les
plantes endémiques de maquis minier ont une croissance et une mycorhization tres lente
(minimum six mois pour obtenir des résultats exploitables...). Par conséquent, jai lancé et
réalisé le suivi de deux expérimentations (sur Costularia comosa et Carpolepis laurifolia).
Cependant, jorienterai mon mémoire sur une expérience lancée six mois avant mon arrivée,
que j’ai pu suivre et analyser tout au long de mon stage : le cas d’Alphitonia neocaledonica.

D’'une maniére plus générale, I'objectif de ce mémoire est de participer aux réflexions
sur 'amélioration des méthodes de revégétalisation des terrains dégradés par I'exploitation
miniére et de participer a I'optimisation des amendements lors des missions de revégétalisa-
tion. Ce sujet est complémentaire au travail réalisé par Nathanaélle Leclerc sur I'optimisation
des enrobages mycorhizés de semences utilisées en hydroseeding.
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INTRODUCTION

ept milliards d’étres humains, ce sont autant de puits a matiére premiére qui sont a

l'origine de [I'exploitation et I'appauvrissement des ressources de la planete.

L’augmentation réguliére de la population s’accompagne d’un accroissement important

des activités humaines qui sont aujourd’hui reconnues comme étant la cause principale
de la dégradation du milieu naturel (eau, sol, air, ...) et de la perturbation des écosystémes.
Une sixiéme crise d’extinction a d’ores et déja commencé et pratiquement tous s’accordent
sur le fait qu’il faut conserver ces espaces au plus vite, pour le bien étre tant de la planéte
que de 'lhumanité.

Aujourd’hui les mesures en place sont insuffisantes pour protéger efficacement les
écosystemes. C'est pourquoi il est nécessaire de passer par la restauration écologique des
milieux exploités pour tenter de compenser leur dégradation. En poursuivant ainsi, ils recou-
vriront leurs capacités initiales et seront de nouveau des foyers de biodiversité. La Nouvelle-
Calédonie est un exemple flagrant de ce dilemme entre exploitation, restauration et conser-
vation. Son développement industriel a été initié dés 1863 avec la découverte de gisements
de nickel par Jules Garnier et se poursuit jusqu’aujourd’hui avec l'ouverture récente de nou-
velles mines (Koniambo project,...). Elle est aujourd’hui cinquiéme productrice mondial de
nickel métal apres la Russie et le Canada. L’lle doit donc gérer a la fois des ressources mi-
nieres lucratives et une biodiversité (faunistique et floristique) unique et fragile. Jusqu’a 2009
aucune loi ne contrélait officiellement les entreprises miniéres et celles-ci ont déversé des
tonnes de stériles dans les TALWEGS et les flancs de la chaine. Ces méthodes sont aujourd’hui
contrélées et de nombreux programmes de recherche visent a restaurer les écosystémes sur
ces milieux pauvres en minéraux et concentrés en métaux lourds. Depuis plusieurs années
les scientifiques étudient les relations symbiotiques mycorhiziennes et sont parvenus a mon-
trer que l'utilisation de mycorhizes est un atout indéniable pour la reprise des végétaux sur
sol pollué ou dégradé. Cependant, les conditions EDAPHIQUES en Nouvelle-Calédonie étant
particulieres, ces symbioses n’y ont été que peu étudiées jusqu’alors. C’est dans ce contexte
que je suis intervenu en stage au sein de I'Université de Nouvelle-Calédonie. L’'objectif était
de participer a des expérimentations visant a optimiser les teneurs en phosphore permettant
d’obtenir une mycorhization et une croissance idéales des plantes sur sol ULTRAMAFIQUE (UF).
En effet, il a été observé par Amijee et al., (1989) une baisse de mycorhization lors de trop
forts apports en phosphore. A I'opposé, Lagrange a montré en 2009 que de trop faibles doses
de phosphore induisaient une baisse de la mycorhization chez C. comosa, plante de maquis
minier. Il est possible que ces effets soient généralisables a de nombreuses espéces vivant
sur ces milieux carencés. Par conséquent, il est nécessaire de déterminer les doses adap-
tées a chaque plante utilisée en revégétalisation.

Ce mémoire traitera du cas d’Alphitonia neocaledonica, plante endémique calédo-
nienne utilisée en revégétalisation poussant a I'état naturel sur maquis minier. Au travers
d’'un premier chapitre bibliographique, nous aborderons les caractéristiques du topsoil des
maquis miniers calédoniens. Un état des lieux des connaissances actuelles en revégétalisa-
tion de maquis miniers y sera aussi développé, aprées lequel nous ferons une synthése des
connaissances liées a la mycorhization. Dans un second chapitre, nous verrons en détail les
protocoles utilisés lors de cette étude permettant d’apporter des éléments de réponse aux
problématiques développées ci-dessus : recherche des concentrations optimales en phos-
phore permettant une mycorhization et une croissance idéale d’Alphitonia neocaledonica sur
un topsoil UF. Les résultats de cette étude seront par la suite présentés et discutés de deux
chapitres précédant quelques recommandations concluant ce mémoire.
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1.1. CONTEXTUALISATION
1.1.1.PRESENTATION GENERALE DE LA NOUVELLE-CALEDONIE
LOCALISATION ET GEOGRAPHIE

La Nouvelle-Calédonie (NC, couramment appelée “le caillou™) est située directement
sous le tropique du capricorne (21°30S, 165°3 E) (Annexe 1). Elle est composée d’un chape-
let d’'iles : Ille principale (Grande Terre) est divisée selon I'axe N-S par une chaine monta-
gneuse dont les sommets atteignent souvent plus de 1000 métres et culminent au Nord a
1629m (Mont Panié) [5]. Cet axe central coupe I'ile en deux régions : la cbte Est, aux pentes
abruptes et aux vallées profondes et luxuriantes ; la cdte Ouest, plus découpée, avec des
plaines propres a la culture et a I'élevage surplombées par des massifs riches en nickel. La
Grande Terre se prolonge par des iles isolées comme I'lle des Pins au Sud, ou I'archipel des
Belep dans le lagon Nord. Les fles Loyauté, d’origine corallienne, ont un relief plat. Les la-
gons de la NC ont été inscrits au patrimoine mondial de 'TUNESCO en juillet 2008. lls sont
aujourd’hui au coeur des débats et programmes de conservation face aux risques de pollu-
tion par les rejets sédimentaires miniers [1].

HISTOIRE

Les premiers vestiges archéologiques attestant d’'un peuplement en NC remontent a
1300 av. J.C. (période de Koné). Cependant, certains éléments tels que la diversité linguis-
tique de la NC laissent penser & une origine nettement plus ancienne. Le premier Européen
a découvrir la Grande Terre fat James Cook, en 1774. Par la suite, 'amiral Fébvrier-
Despointes prit possession de I'lle au nom de la France le 24 septembre 1853. Nouméa fut
batie 'année suivante. L’lle servit alors de bagne pendant une trentaine d’'années sous Na-
poléon Il puis de point de chute aux troupes américaines durant la seconde guerre mon-
diale. Plus récemment (années 80), le mouvement indépendantiste Kanak s’est émancipé
malgré de multiples tentatives de répression pour atteindre son climax aux événements
d’Avril 1988. En découlérent les accords de Matignon (26 juin 1988) et Oudinot (20 aodt
1988), a l'origine du rééquilibrage politique. 10 ans plus tard 'accord de Nouméa est ratifié
pour une durée de 20 ans. Celui-ci prévoit un transfert progressif de certaines compétences
étatiques vers la NC. Les électeurs résidant depuis plus de 20 ans seront consultés par refe-
rendum en 2014 concernant I'accession de la NC a la pleine souveraineté [1].

POPULATION

La population globale de la NC est de 245 580 habitants au dernier recensement
(Juillet 2009). La croissance démographique est a 15 % le fruit du solde migratoire apparent.
La densité augmente dans les communes a fort développement économique (i.e. minier)
comme Koné et le grand sud [2]. Les secteurs minier et métallurgique représentent a eux
seuls prés de 5% de I'emploi local [8]. La population reste donc trés attachée a cette exploi-
tation malgré la détérioration réelle et visible qu’elle occasionne sur leurs habitats. Voir la
démographie de NC en Annexe 2.



CLIMAT

Deux saisons se distinguent principalement en NC [4] :

# La saison chaude (1 trimestre) : l'influence tropicale est prédominante. Les précipita-
tions sont abondantes et les températures moyennes élevées (mais les extrémes sont
limités par l'influence maritime et I'alizé). C’est aussi a cette saison que la NC subit de
plein fouet les cyclones du Pacifique.

# La saison fraiche [juin ; sept.] : Remontée des perturbations des régions tempérées vers
le nord. Ces fronts froids se manifestent par des précipitations et parfois des "coups
d’ouest". Hormis ces perturbations, cette saison est généralement fraiche et séche.

Ces deux saisons sont séparées par deux intersaisons assez mal définies :

# La saison séche [ao(t ; nov.] : avec des précipitations tres faibles associées a des tem-
pératures fraiches la nuit, mais de plus en plus élevées la journée sous I'action du
rayonnement solaire qui atteint son maximum en décembre. Durant cette période, les
feux de brousse se propagent facilement sur une végétation déshydratée. En effet,
I'évapotranspiration n’est pas compensée par les rares précipitations a cette époque.
Le retour des ondées est donc trés attendu mais il peut étre dramatiquement retardé
pendant les épisodes EL NINO.

# En fin de saison chaude : D’importants épisodes pluvieux-orageux apparaissent fré-
quemment, favorisés par la température de I'eau des océans.

La pluviométrie moyenne est de 1700 mm/an sur la Grande Terre (carte des précipitations
en Annexe 3). Cependant, elle varie du simple au double selon le relief et I'exposition aux
alizés. Ces vents conditionnent la répartition des précipitations, nettement plus importantes
sur la cbte Est, les montagnes et le Sud (EFFET DE FOEHN). Sur la cbte Ouest le climat peut étre
semi-aride avec seulement 800 mm/an voire moins. En s’enfongant plus a l'intérieur dans les
chaines de la Grande Terre et sur plus de la moitié de sa superficie, la pluviométrie dépasse
1500 mm/an.

La moyenne d'insolation en NC est d’environ 2500 heures/an [3]. Ce climat particulier a par-
ticipé (et participe encore) activement a la pédogénese du socle Calédonien.

1.1.2.FLORE CALEDONIENNE & CAS PARTICULIER DES MAQUIS MINIERS
ENDEMISME, MICROENDEMISME ET HOTSPOT DE BIODIVERSITE

La biodiversité est formellement définie dans l'article 2 de la Convention sur la Diver-
sité Biologique (CDB) (Nations Unies, 1992) comme étant la "variabilité des organismes vi-
vants de toute origine, y compris, entre autres, les écosystemes terrestres, marins et autres
écosystemes aquatiques et les complexes écologiques dont ils font partie ; cela comprend la
diversité au sein des especes, entre les especes ainsi qu’entre des écosystemes". Trois as-
pects de la biodiversité se dégagent de la définition précédente : la diversité spécifique, qui
est un parametre qui rend compte du nombre d'espéces différentes, la diversité génétique
qui se rapporte aux caractéristiques génétiques totales ou aux marqueurs génétiques d’'une
espéce (variation nucléotidique, chromosomale ou du génome entier). Enfin la diversité des
populations décrit leur taille et le nombre d’individus différents qui les composent.

Jusqu’a la décennie passée, on supposait que I'implantation végétale Calédonienne
datait du Trias, lors du décrochement et de la dérive d’'un morceau du socle Gondwanien lors
de l'ouverture de la mer de Tasman (65 million d’années) (Lowry, 1996 ; Raven & Axelrod,
1972). Or, en 2006, Pelletier montra que I'immersion du socle Calédonien a été totale a
I'Eocéne. Ainsi, & I'heure actuelle, la communauté scientifique considére que le peuplement
végétal de I'archipel aurait eu lieu post-Eocéne, lors de I'émersion du manteau péridotitique
(Grandcolas et al., 2008 ; Murienne et al., 2005). Les différentes communautés veégétales pro-
viendraient donc de foyers Gondwaniens lointains (comme I'Australie par exemple) n’ayant
pas subi d'immersion totale (L’Huillier et al., 2010).



Aujourd’hui, on considére que la flore calédonienne est composée d’environ 3 350
espéces de plantes vasculaires autochtones. L’endémisme global s’éléve a 74% (Morat et al.,
2010). Elle fait partie des flores les plus originales et compte parmi les 34 HOTSPOTS principaux
de la planéte pour la préservation de la biodiversité (Myers, 1998 ; Myers et al., 2000 ; Lowry et
al., 2004 ; Kier et al., 2009 ; Annexe 4). Pour le cas particulier des terrains miniers, la flore at-
teint 82% d’endémisme et compte 2 150 especes, ce qui rend cette flore de métallophytes
bien plus riche que celle présente sur 'ensemble des autres substrats géologiques (L Huillier
et al., 2010). Elle représente a elle seule 45,5% de la flore endémique totale de la NC pour
une couverture spatiale de seulement 29% de l'archipel (Jaffré et al., 2009ab). Enfin, les ca-
ractéristiques pédologiques de la NC et les contraintes EDAPHIQUES qui en découlent sont aus-
si a l'origine d’'un micro-endémisme fort (Wulff, 2012).

DIFFERENTES STRATES VEGETALES

On trouve en terre calédonienne deux formations végétales majoritaires : 'une arbo-
rescente (i.e. forét dense et humide) et l'autre couramment appelée « maquis des terrains
miniers » qui regroupe I'ensemble des groupements non forestiers (Jaffré 1980 ; Morat et al.,
1981 ; Annexe 5). Ces deux catégories se subdivisent ensuite en sous-groupes en fonction de
l'altitude et de la pluviométrie (Morat et al., 1981). Elles ont souvent évolué au cours du temps
a cause d’incendies naturels comme I'ont montré Hope & Pask (1986) au cours d’'une étude
palynologique (étude du pollen). Aujourd’hui, les foréts denses humides sur roche UF repré-
sentent la formation végétale ayant la plus grande richesse spécifique par unité de surface
(jusqu’a 209 espéces de phanérogames sur 0,25ha décrites en 1990 par Jaffré & Veillon). Les
maquis miniers s’étendent sur 'ensemble du gradient altitudinal, depuis les zones les plus
séches jusqu’aux hautes altitudes humides. lls sont caractérisés par des végétaux scléro-
phylles et héliophiles de 5 a 6m. On peut noter par ailleurs I'existence d’une autre formation
végétale emblématique de la NC : la forét séche. Celle-ci est extrémement impactée par
I'exploitation humaine et de nombreux programmes de restauration et conservation de ses
lambeaux sont actuellement en cours (Grange, 2012).

La nature des sols Calédoniens semble donc étre la source majoritaire de la ségréga-
tion des groupements végétaux. A cela s’ajouteraient les effets des feux ainsi que l'influence
des endomycorhizes sur la composition et la succession des plantes d’'un écosystéeme donné
(Kothamasi et al., 2001).

LES MAQUIS MINIERS

Cette terminologie englobe “toutes formations végétales sur roche UF (péridotites et
serpentines) n’appartenant pas aux foréts” (Brooks, 1987). Ces écosystemes sont extréme-
ment diversifiés et semblent constituer des stades variés d’une succession secondaire post-
incendie (Barriére et al., 2007, Jaffré et al., 2003). Ces maquis présentent plus de 80%
d’endémisme, avec comme familles principales les Myrtacées, les Euphorbiacées et les Ru-
biacées. Selon la description de Jaffré (1980), on peut distinguer 4 types de maquis miniers
particuliers :

Tableau 2 : Catégories de maquis miniers Calédonien. Synthése de L'Huiller et al., 2010.

Type de maquis Type de sol Caractéristiques de la flore
Arbustif a strate herbacée - - . . .
reduite Brun hypermagnésien Magnésicole adaptée au stress hydrique sévére.
Ligno-herbacé Ferrallitique remanié par érosion Savane cypéracéenne arbustive post-incendie
Arbustif a buissonnant Ferrallitique gravillonnaire/CUIRASSE Flore adaptée a un sol a faible CEC
Paraforestier En zone de piedmont Faciés évolués des catégories précédentes

Parmi la flore invasive présente actuellement, seul le Pin caraibe a su s’adapter aux con-
traintes édaphiques. Ainsi, les maquis miniers ont été (au moins partiellement) préservés,
notamment grace a la nature des substrats UF présents (Jaffré 1980 ; Morat et al., 1986).
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1.2. PEDOGENESE ET EXPLOITATION MINIERE

1.2.1.SCENARIO MORPHOGENETIQUE
GENESE ET GEOLOGIE DE LA NOUVELLE-CALEDONIE

Les travaux de Cluzel et al., (1999), récemment appuyés par la thése de Marc-Antoine
Audet (2008) suggerent le scénario global suivant pour décrire la formation géologique de la
NC (Annexe 6) : aprés les premieres phases d’ouverture de la mer de Tasman (-65Ma) dans
'océan Pacifique, une zone de subduction s’est formée a I'Est de la future NC et la plaque
Pacifique a commencé a sombrer sous l'arc des fles Loyauté (sous la plaque indo-
australienne) (-50Ma). A I'approche de la crodte terrestre (un résidu du socle Gondwanien),
la subduction a été stoppée vers -37Ma. Les forces de compression et de cisaillement ont
provoqué la remontée de la zone. Une partie du manteau se trouva fracturée et obduite au-
dessus du prisme d’accrétion et de la Grande Terre. Les lamelles PERIDOTITIQUES et les
serpentinites (péridotites hydratées) formant ce manteau constituent les substrats UF affleu-
rant aujourd’hui aprés érosion des couches sédimentaires superficielles. Ces feuillets de
roches UF représentent un tiers de I'ille principale (Jaffré, 1993).

LES SUBSTRATS ULTRAMAFIQUES

% GENERALITES SUR LES SOLS

Le sol constitue linterface entre 'atmosphére et la lithospheére, issu de la dégradation
d’'une roche meére ou de sédiments. Ce milieu se compose de trois phases (solide, liquide et
gazeuse) en interaction avec I'atmospheére. Cette structure tri-phasique permet a la bio-
masse (aussi appelée édaphon) de s’y développer, notamment grace a la présence d’eau et
d’'oxygene. Il s’agit donc d’'un habitat hétérogéne d’une grande complexité.

Les interactions entre les différents organismes vivants présents dans le sol partici-
pent au dynamisme et a la régulation de cet écosysteme : nutrition de la plante, structuration
du sol, fertilité, décomposition et minéralisation des matieres organiques, circulation des nu-
triments, ou encore suppression des maladies. Ces édaphons sont classés selon leur taille :

Tableau 3 : Type d'édaphons et caractéristiques

Type d’édaphon  Taille en mm Exemple d’individus
Macrofaune >10 Grands enchytrées, insectes
Mésofaune [0,2;10] Nématodes, acariens, ...

Microorganismes <0,2 Protistes, champignons, procaryotes, ...

Actuellement, la FAO considére que seuls 34% des sols peuvent étre considérés comme
non dégradés...

# CARACTERISTIQUES DES SUBSTRATS ULTRAMAFIQUES

Les sols serpentiniques représentent des habitats exception-

nels de par leurs propriétés physicochimiques particulieres, ca-

Glnan ractérisant le syndrome serpentinique (Jenny, 1980). Ces sols
| Loveites rouges correspondent a moins de 1% des terres émergées (Coleman &
s Jove, 1992) mais forment un groupe tres hétérogene en termes de

Latéritesjaunes propriétés chimiques (Kazakou et al., 2008). lls sont généralement

caractérisés par un ratio Ca/Mg faible, un taux élevé en métaux

o waones = lourds (majoritairement Cr, Co et Ni), une pauvreté sévére en
ppesd, nutriments (N, P, K) ainsi qu'une capacité de rétention en eau
L .; Py faible (Brady et al., 2005; Kazakou et al., 2008; Proctor & Woodell,
Y T ... 1975). Ces métaux lourds sont normalement présents dans le
“ puseies + milieu naturel, mais seulement sous forme de traces. Leur con-

Figure 1 : Coupe schématique centration est surtout accrue par les activités humaines telles que
de sol UF. L'Huillier et al., 2010. 5



lindustrie et I'exploitation minieére par exemple (Joshi & Luthra 2000). Les substrats UF sont
des sols ayant les caractéristiques précédentes a I'état naturel (concentration élevée en mé-
taux lourds, faible biodisponibilité en éléments nutritifs et rétention en eau faible) (Figure 1,
Annexe 7). Ces caractéristiques varient en fonction de la teneur en argiles et en matiere or-
ganique, du pH et de I'activité microbienne et MYCORHIZIENNE de ces substrats (Berthelin et al.,
Leyval 1995; Leyval & Joner 2001; Amir & Pineau 2003). Ces derniers sont en général de couleur
sombre (rougeéatre a noiratre) dont I'origine revient au fer oxydé présent en forte concentra-
tion. Cette teinte induit des températures de surface tres élevées par accumulation radiative
(Brooks, 1987). La distribution des substrats UF et 'ensemble des formations géologiques de
NC sont données en Annexe 7.

1.2.2.EXPLOITATION MINIERE ET BOOM ECONOMIQUE

L’histoire de I'exploitation miniére en NC remonte a 1863, avec la découverte d’'un mine-
rai riche en Ni par Jules Garnier : la Garniérite (Cherrier, 1990). L’exploitation du minerai a
débuté deés les années 1870 mais son expansion importante a commencé en 1960 avec la
mécanisation des mines [1] (Annexe 8). Les roches nickéliferes concentrées se sont progres-
sivement raréfiées. Aujourd’hui, alors que la demande mondiale ne cesse d’augmenter (via
la Chine principalement), la teneur en Ni des roches extraites avoisine seulement les 2,5%
(contre 20% a l'origine). Ceci explique le développement vertigineux de I'industrie du nickel,
source majoritaire de I'économie locale : la NC posséde prés d’'un dixieme des réserves
mondiales de Ni et sa production est supérieure & 100 000 t/an. De fait, I'archipel est 'un des
principaux acteurs de cette ressource miniere (Conférence des Nations Unies sur le com-
merce et le développement [10]). En 2006, la production du Ni représentait prés de 710 mil-
lions d’euros de retombées économiques pour contribuer au PIB et au secteur de I'emploi
respectivement a hauteur de 10 et 11,8% en 2009 (/SEE, 2010a). Avec le tourisme et les flux
de capitaux métropolitain, I'exploitation miniere est donc I'un des piliers de I'’économie du
caillou (ISEE, 2010b).

1.3. EROSIONS : CONSEQUENCES ET SOLUTIONS
1.3.1.DES SOLS ET DE LA BIODIVERSITE

DESTRUCTION DES HABITATS

Au cours du recensement de 'année 2007, la Direction de I'Industrie, des Mines et de
I'Energie de la Nouvelle-Calédonie (DIMENC) a comptabilisé pas moins de 20 000ha de sols
nus dégradés en NC. Mis a part I'exploitation miniére, la dégradation des sols peut aussi étre
provoquée par les incendies d’origine anthropique et I'érosion naturelle de certaines pentes
abruptes. La mécanisation de I'exploitation miniére a gravement accéléré ce processus, tant
par les prospections que par la construction des infrastructures d’exploitation (Zongo, 2010).
Des exemples d’érosion et de dégradation des habitats par I'exploitation miniere sont pré-
sentés en Annexe 9.

RISQUES POUR LE LAGON

Avec ses 24 000km?, le lagon calédonien est 'un des plus grands du monde. Prés des
deux tiers de sa surface ont été inscrits au patrimoine mondial de TUNESCO en juillet 2008.
Ce lagon est ceinturé par 1 600km de récifs coralliens plus ou moins éloignés des cotes. De
fait, le lagon constitue un foyer de biodiversité d’'une richesse incroyable. Cette biodiversité
est menacée par les rejets de l'industrie miniére dans les cours d’eau insulaires. Le ravine-
ment et le lessivage causés par les précipitations tropicales aggravent cette menace (Jaffré
et Rigault, 1991a).



1.3.2.REVEGETALISATION ET RECHERCHE

LEGISLATION

La loi du 30 juillet 2003 concernant la prévention des risques technologiques et natu-
rels limite et contrdle I'activité de toute industrie polluant les sols. Cette loi est complétée en
NC par le code minier, voté en 2008. Celui-ci définit précisément la législation relative a
I'exploitation miniére sur I'lle, ainsi que les sanctions et démarches a suivre en cas de dé-
gradation des espaces haturels et écosystemes (Code minier, 2009 ; L’Huillier et al., 2010). Ce
code minier souligne par exemple que les industries minieres doivent participer activement a
la protection des écosystémes d’une part et a la restauration écologique des terrains exploi-
tés et dégradés d’autre part. Ainsi, ces entreprises financent de nombreux projets de re-
cherche, tant fondamentale qu’appliquée, afin de répondre aux attentes du code et permettre
un maintien de la biodiversité en NC.

PROCEDES PASSES ET ACTUELS DE REVEGETALISATION

Le principal élément a retenir est que sur substrat UF dégradé par I'activité miniére, la
succession végétale naturelle est extrémement lente (Jaffré et al., 1994). La restauration éco-
logique a été définie en 2004 par la Society for ecological restoration (SER) comme étant un
processus d’aide a l'autoréparation des ECOSYSTEMES dégradés. Les difficultés majeures en
revégétalisation de sites miniers dégradés de NC sont le manque de P dans les sols et la
teneur élevée en métaux lourds. Cette carence s’explique par la présence d’oxydes et hy-
droxydes de fer et d’aluminium qui adsorbent le P présent dans ces substrats (Laroche, 2012).
Actuellement plusieurs techniques sont utilisées en revégétalisation de sites miniers dégra-
dés (en images en Annexe 10) :

# L’HYDROSEEDING : aspersion d’un mélange contenant des graines, des fertilisants orga-
niques, du paillage et de la colle végétale sur les pentes et zones a revégétaliser.

# La plantation d’espéces endémiques : elles sont mises en place a la main et sont dites
‘cicatricielles’ des maquis miniers. L’objectif étant alors d'initier une succession végeé-
tale secondaire.

# L'utilisation de Topsoil : application de la couche superficielle originelle contenant la
banque de graine ainsi que les microorganismes et la matiére organique.

Des les années 1980, les chercheurs du Centre Technique Forestier Tropical (CTFT) et
de I'IRD (ORSTOM a I'époque) ont étudié de nombreuses especes afin de déterminer les-
guelles pourraient permettre de restaurer les sols dégradés (Cherrier, 1990). On peut noter
qu’entre 1971 et 2006, 269ha ont été revégétalisés (dont 40ha/an entre 2003 et 2006)
(Huillier et al., 2010). La revégétalisation active est donc nécessaire étant données les mul-
tiples contraintes s’opposant a la reprise végétale naturelle sur ces sols décapeés.

1.4. LINTERET MYCORHIZIEN

1.4.1.LES MYCORHIZES

GENERALITES

Les mycorhizes ont été décrites pour la 1° fois en 1855 par un phytopathologiste al-
lemand comme étant I'association symbiotique entre racines de plantes et champignons. Au
cours de cette symbiose, un échange d’éléments chimiques et de nutriments se met en
place. La plante fournit du carbone pour le champignon hétérotrophe. Ce dernier lui transmet
différents nutriments, la protége contre certaines maladies et certaines pollutions.



Ces champignons proviennent de plusieurs groupes distincts selon le type de struc-
tures mises en place au niveau des racines. On peut classer les interactions mycorhiziennes
selon les structures intra et extra-radicales. Les groupes principaux actuellement reconnus
sont les endo et les ectomycorhizes, respectivement définies par la capacité ou non de leur
mycélium a pénétrer les racines.

Les ectomycorhizes sont des champignons symbiotiques qui ne pénétrent pas les ra-
cines mais les entourent de mycélium sous la forme de manchons. Les endomycorhizes a
ARBUSCULES (AMF) sont spécifiquement caractérisées pas leurs HYPHES non septés (non cloi-
sonnés) restreints aux cellules racinaires épidermiques (Molina et al., 1992). Ce type de sym-
biote est le plus répandu chez la plupart des embryophytes (Schussier & Walker, 2010). Un
schéma détaillé présentant quelques caractéristiques de chaque type de champignon my-
corhizien est disponible en Annexe 11. Cependant 'ensemble ne sera pas détaillé dans ce
mémoire : nous nous focalisons ici sur les endomycorhizes a arbuscules.

CAS DES ENDOMYCORHIZES

80% des espéces de plantes terrestres (Brundrett, 2009) et 94% des familles
d’angiospermes sont mycorhizées a I'état naturel. L’absence totale d’association symbiotique
est rarement observée (Merryweather & Fitter, 1995). La distribution phylogénétique continue
des AMF, sauf chez certaines mousses, suggére que l'interaction entre les plantes terrestres
et les champignons remonterait a I'apparition des premiéres plantes terrestres. (Wang et al.,
2006). Cependant, I'époque précise fait encore débat au sein de la communauté scientifique
mais laisse tout de méme supposer un avantage sélectif important de LA SYMBIOSE pour les
deux partenaires (Smith & Read, 2008). Ces champignons ont une forte capacité a explorer le
sol et se trouvent souvent en plus grande quantité que I'appareil racinaire des plantes aux-
quelles ils sont associés (Annexe 12). Cependant, cette densité reste trés variable selon
l'identité du champignon (Jakobsen, 2004, Munkvold et al., 2004, Smith et al., 2004).

S’il a été montré grace a des mutants que la colonisation racinaire est en partie con-
trolée génétiqguement par les AMF (Parniske, 2008), aucune étude ne rapporte dans quelle
mesure la plante influence cette colonisation (smith & smith, 2011).

MYCORHIZE ET CROISSANCE

De maniére générale, la comparaison de plantes avec et sans AMF démontre dans
un premier temps que la réponse de croissance avec mycorhizes (MGR) peut étre trés posi-
tive, neutre ou négative. Dans un second temps, cette MGR semble étre influencée par de
nombreux paramétres tels que : les génotypes et stades de développement des partenaires,
les conditions environnementales (disponibilité en nutriments, intensité lumineuse, ...) et les
interactions communautaires (Cavagnaro et al., 2004 ; Facelli et al., 2010 ; Johnson et al., 1997 ;
Jones & Smith, 2004 ; Smith, 1980). On considere que la MGR est définie en colt de C et en
bénéfice de P : quand le colt de la symbiose en C est compensé soit par la photosynthése
accrue (grace a une meilleure absorption de P) soit par une force de puits accrue.

La MGR positive provient majoritairement de I'absorption accrue de P par la voie mycor-
hizienne. Cependant, elle peut également provenir de I'absorption accrue d'autres éléments
nutritifs limitatifs de la croissance (Smith & Read, 2008). Cette MGR positive se retrouve
d’ailleurs proportionnellement plus avec des souches d’AMF développant rapidement des
interfaces étendues avec les plantes (Johnson et al., 1997). Pour aller plus loin, une MGR né-
gative couplée a une baisse de contribution du transfert direct de P par la plante ne sont pas
nécessairement causées par une biomasse fongique élevée. En d’autres termes, un colt
élevé en C n’est pas nécessairement la cause d’'une MGR négative.

En conditions naturelles, il y a en général mutualisme en termes d’échange de C et
d’éléments nutritifs via plusieurs mycorhizes, indépendamment de la réponse en croissance
de la plante. La situation inverse a portant été observée lors d’expériences en pots (Smith &
Smith, 2011). Par ailleurs, en 2004, Schroeder & Janos ont montré qu’'un changement de type de
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sol peut aussi affecter la MGR en augmentant ou diminuant la croissance des plantes non
mycorhizées sans qu'il n’y ait de modification visible sur les plantes mycorhizées.

Enfin, en plus d’affecter la croissance des plantes, il a été prouvé que les AMF participent
activement a l'induction de changements physico-chimiques et microbiologiques dans la my-
co-rhizosphére (Hinsinger et al., 2009; Lambers et al., 2009).

1.4.2.ROLE DANS LA BIODISPONIBILITE EN PHOSPHORE

PRESENTATION GENERALE DU PHOSPHORE

Selon la définition agricole, le phosphore (P) est un élément non-métallique pentava-
lent. De numéro atomique 15, c’est un constituant essentiel pour la vie telle qu’on la connait.
En effet, ce macronutriment est le composant clé de certains acides nucléiques et enzymes.
Dans le regne végétal, cet élément intervient dans certains processus physiologiques tels
gue la respiration ou la photosynthése. De plus, le P favorise la croissance, la précocité et la
résistance au froid chez certaines plantes.

Dans le sol, la mobilité du P est naturellement faible. Le P se présente sous deux
formes principales :

# Organique : il entre dans la composition de molécules telles que I'acide phytique, les
acides nucléiques et les phospholipides.

# Inorganique (orthophosphate) : Il est surtout impliqué dans les complexes inertes avec
différents cations. Du fait de sa charge négative il est fortement adsorbé par les ca-
tions de Fe et d’Al a faible pH et de Ca a pH plus élevé. Le P inorganique (Pi, préfé-
rentiellement sous forme H,PO,) est la seule forme directement accessible par les
plantes. De plus, I'unique conformation de P disponible pour les plantes est le P pré-
sent en solution sous forme ionique et cette forme ne représentent qu’une trés faible
partie de la quantité de P totale présents dans le sol (moins de 10 uM) (Schachtman et
al., 1998). Enfin, sur la quantité d’ions P présent en solution a un instant t, seule une
faible partie sera prélevée par la plante.

En plus de ces contraintes, le taux d’absorption du phosphate par les racines en crois-
sance demeure plus élevé que celui de diffusion dans le sol, créant ainsi une zone
d’épuisement au niveau du systéme racinaire limitant d’autant plus la prise de phosphore par
la plante. (Smith & Read, 1997).

CAS PARTICULIER DES SUBSTRATS ULTRAMAFIQUES

La carence en P est un des problémes agronomiques majeur dans les sols riches en
oxydes de fer et d'aluminium, qui occupent des surfaces trés importantes dans la zone inter-
tropicale (Uehara & Gillman, 1981). Les oxydes et hydroxydes sont en effet les constituants qui
ont le plus d'influence sur la fixation des ions phosphates dans les sols (Borggaard, 1983).
Comme présenté précédemment, ce type de sol se trouve étre tres présent en NC, avec une
forte représentation de sols ferralitiques ferritiques (Latham et al., 1978). La carence en phos-
phore est par conséquent un facteur limitant fort de la reprise végétale sur les sols incultes
de la NC.

REPONSE DE LA PLANTE ET DES MYCORHIZES

Selon Smith & Read (1997), le principal effet bénéfique de la mycorhization se fait en
termes de prélevement et transport d’éléments nutritifs peu mobiles tels que le P (Koide,
1991). Dailleurs, il semble que sur sol serpentinique, la mycorhization ne provoque pas
d’augmentation importante de concentrations racinaires en Ni et Mg. Seule une nette aug-
mentation du transfert de P vers la plante a été observée, provoquant une meilleure crois-
sance végétale (Doubkova et al ., 2012 ; Doherty et al., 2008).



Face a la carence en P, les plantes de substrat UF disposent de trois stratégies adapta-
tives principales :

1. Exploration racinaire : le développement du systéme racinaire de surface est stimulé.
Ceci permet d’augmenter l'interface sol-plante et de maximiser 'accés au Pi dispo-
nible. En effet, c’est dans cette horizon superficiel que I'on retrouve les plus fortes
concentrations en P. La carence induit une croissance racinaire latérale maximisant
la recherche et le prélevement de P dans le topsoil. Les racines formées sont généra-
lement spécialisées (racine en cluster, ou dauciformes des Cypéracées).

2. Solubilisation du Pi non disponible : la plante dissout le Pi piégé dans des complexes par
la sécrétion d’acides organiques racinaires. Ces acides entrent en compétition avec
le Pi des complexes de cations partenaires (Fe, Al, ...). Sécrétion de phosphatases
minéralisant le Pi depuis des composés organiques.

3. L’association symbiotique : cette stratégie permet une acquisition de nouvelles sources
de phosphate soluble. Le bénéfice de la mycorhization pour les plantes vient entre
autres d’'une augmentation du volume de sol exploré par le mycélium extraradiculaire.

Cependant, la mycorhization est aussi fonction de la teneur en éléments nutritifs dans le
sol (Annexe 13). En effet, Marschner & Cakmak, (1986) ont montré qu’'une concentration élevée
en certains éléments induit souvent une diminution du taux de mycorhization. Ce phéno-
meéne a été démontré pour le P par Amijee et al. dans leur étude de 1989 : a une concentra-
tion en P de 50 mg/kg, la colonisation par les mycorhizes est maximale, alors qu’elle est ré-
duite si 'on double cette concentration. A contrario, il a aussi été montré qu’a de trop faibles
concentrations en P, le taux de mycorhization peut étre diminué (Lagrange, 2009). Dans le
contexte de notre étude, ces différents résultats illustrent la nécessité de déterminer la con-
centration optimale de P a apporter afin d’optimiser la mycorhization et la pérennité
d’Alphitonia neocaledonica sur substrat UF dégradé.

Lorsqu'’il y a mycorhization, deux voies de transport du P existent : la voie directe (sol -2
plante) et la voie indirecte (sol = mycorhize =2 plante). Un schéma des voies de transferts
est disponible en Annexe 13. De toute évidence, les contributions du transfert direct et du
transfert via mycorhize ne sont pas additives mais complémentaires (Smith & smith, 2011).

4 A I'échelle macromoléculaire, la voie directe est réalisée par les transporteurs Pi de
la famille PHT1. A I'échelle génétique, I'expression de cette voie de transfert est pré-
cisément localisée a I'extrémité des racines et dans les poils absorbants (Daram et al.,
1998 ; Gordon-Weeks et al., 2003). |l a été montré que son fonctionnement semble étre
contrblée par régulation de la transcription (Bucher, 2007 ; Kunze et al., 2002) mais les
protocoles d’étude sont encore controversés aujourd’hui (Smith & Smith, 2011).

# |’étude de la voie indirecte révele que les flux de P dans les hyphes sont plus ra-
pides que dans les racines. De plus, la structure de ces hyphes permet de diminuer
la concentration seuil permettant I'absorption de P. De cette facon, P est solubilisé
par des acides organiques et des phosphatases libérés dans le milieu par le champi-
gnon (Feng et al., 2003 ; Bernac et al., 2000). Des transporteurs spécifiques aux hyphes
permettent ensuite les échanges avec la mycorhizospheére. lls ont été découverts
chez Glomus versiforme par Harrison & van Buuren (1995). Ceci étant, aucune étude
n’a encore vérifié le degré de spécificité de ces transporteurs chez les AMF.

1.4.3.ROLE DANS LA PROTECTION FACE AUX METAUX LOURDS ET MALADIES
GENERALITES

La premiere description d’un effet protecteur des mycorhizes face a la toxicité de cer-
tains métaux lourds a été montrée par Gildon & Tinker (1981). Depuis, Amir et al. ont rapporté
en 2010(a) que les effets des AMF sur I'absorption minérale changent selon I'élément et sa
concentration, montrant ainsi une grande sélectivité des hyphes mycorhiziens. C’est
d’ailleurs particulierement le cas pour les métaux lourds, toxiques a forte concentration, mais
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indispensables en trés faible quantité (Leyval & Joner, 2001). Toujours dans leur synthése de
2010(b), Amir et al. ont montré que sur 39 publications traitant de la lutte contre la toxicité des
métaux lourds, 84% ont abouti & une meilleure adaptation des plantes sur sol pollué si elles
sont mycorhizées.

Plus particulierement, dans le cas de plantes soumises a de fortes contraintes EDA-
PHIQUES, les souches d’AMF provenant de sols riches en métaux lourds (UF ou autres) se
distinguent en induisant une meilleure croissance végétale. A titre d’exemple, en présence
d’AMF, on observe chez Costularia comosa un taux de croissance presque trois fois supé-
rieur chez les individus mycorhizés (Lagrange, 2009).

DANS LE CAS DES SUBSTRATS ULTRAMAFIQUES

IMPORTANCE DE LA MYCORHIZATION

On peut retrouver dés 1994 des exemples de découvertes de barriéres contre la toxicité
au Ni, que ce soit sur sol serpentinique ou non, méme sans mycorhize (Westerbergh , 1994).
Cependant, plusieurs études suggérent que les symbiotes mycorhiziens jouent un role clé
dans I'adaptation de plantes sur sol naturellement riches en métaux lourds tels que les sols
UF ou miners (Ma et al., 2006; Leung et al., 2007; Jourand et al., 2010a; Lagrange et al., 2011; Amir
et al., 2010). On retrouve ces mémes champignons sur sols extrémement pollués (Vallino et
al., 2006; Gamalero et al., 2009). Cependant, bien qu’il ait été montré que ces organismes sont
naturellement abondants sur sols UF ou similaires (Amir et al., 1997; Turnau & Mesjasz-
Przybylowicz, 2003; Perrier et al., 2006; Gongalves et al., 2007; Jourand et al., 2010b), des études
révelent a la fois une diminution nette du développement de la symbiose (moins de spores et
de colonisation) (Amir et al., 2007; Gustafson & Casper, 2004; Jarstfer et al., 1998) et une diversi-
té mycorhizienne amoindrie par rapport a celle observable sur d’autres types de sols (Pa-
wlowska et al., 1996; Regvar et al., 2001). Par exemple, les espéces du genre Glomus semblent
étre prédominantes sur substrat UF (Perrier et al., 2006; Gustafson & Casper, 2006), avec
comme représentants principaux G. etunicatum et G. fasciculatum (Lagrange et al., 2011).

Ces études montrent donc que la tolérance des champignons mycorhiziens aux métaux
lourds varie d’'une souche a l'autre et dépend de la nature du substrat, des polluants et de
leurs concentrations. A titre d’exemple, Amir et al. ont montré en 2008 que certaines espéces
de Glomus résistent a des concentrations jusqu’a 3 fois supérieures que d’autres Glomus.
L’optimisation de la mycorhization sur sol pollué est donc assez délicate.

MECANISMES DE TOLERANCE VEGETALE ET FONGIQUE
Plusieurs stratégies adaptatives face aux métaux lourds ont été observées :

# Certaines plantes mycorhizées continuent d’accumuler des métaux lourds dans leurs
tiges et leurs racines (Marques et al., 2006; Deram et al., 2008; Tseng et al., 2009; Redon
et al., 2009; Andrade et al., 2009). Elles augmentent méme parfois leur accumulation
par rapport & des plantes non mycorhizées.

# D’autres révélent une accumulation seulement dans la partie racinaire (Arriagada et
al., 2010 ; Joner & Leyval, 2001; Rufyikiri et al., 2004; Carvalho et al., 2006; Honglin et al.,
2006; Redon et al., 2008; Li et al., 2009, Bissonnette et al., 2010).

# Un stockage dans la plante entiére a aussi été observé (Vivas et al., 2005; Vogel-Mikus
et al., 2006; Sadeque et al., 2006; Dong et al., 2008; Amir et al., 2010(a); Andrade et al.,
2010).

En termes de stratégies mycorhiziennes (Meharg, 2003), différentes voies métaboliques
semblent permettre a la plante mycorhizée d’étre plus tolérante a la toxicité du sol :
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Tableau 4 : Modes d'action mycorhizien lors de la tolérance aux métaux lourds. Synthése d'Amir et al., 2010b

Mécanisme Mode d’action Molécules en jeu Source
Exsudation d’agents Acides citriques, Ahonen-Jonnarth et al., 2000 ; Gimmler
® comolexant agrles maliques, oxaliques, et al., 2001 ; Schutzendubel & Polle,
c = P P phénoliques 2002 ; Meharg, 2003 ; Hinsinger et al.,
°o® hyphes !
25 glomaline 2009
>3 [ Z 4
= Association avec Agrégats chélateurs
§ g bactéries (Zn, Pb, Mn) Cabala et al., 2009
@ Exsudation

enzymes redox

Superoxyde dismutase

Vallino et al., 2009

Structure de la paroi
avec sites de fixation
des métaux

Fixation
dans parois
fongiques

Glucanes, chitines et
galactosamines poly-
meres, petits peptides et
protéines, glomaline

Joner et al., 2000 ; Meharg, 2003 ; Bel-
lion et al., 2006 ; Marques et al., 2007 ;
Orlowska et al., 2008 ; Gonzalez-
Guerrero et al., 2008 ; Purin & Rillig,
2008 ; Zhang et al., 2009

Augmentation des

Protéines transporteurs

Meharg, 2003 ; Ouziad et al., 2005 ;

c 2 efflux de métaux ou perméases Hildebrandt et al., 2007
o3 lourds
§% Compartimentation Chélateurs puis transpor- ~ Stommel et al., 2001 ; Lanfranco et al.,
§ g intracellulaire : va- teurs : mé’m’es molécules 2002 . Courbot et al., 2004 . Bellion et
c = cuoles vésicﬁles que prec_ed'e_mment, al., 2006 ; Gonzalez-Guerrero et al.,
- S}’JOI’ES mgtallothlnelnes fon- 2007 ; Gonzalez-Guerrero et al., 2008
giques et végétales Orlowska et al., 2008 . Ferrol et al., 2009
Synthése de molé- . N
285 cules de résistance  SMOMNG amine € Jacob et al., 2001
=T au stress oxydatif Lo v
\g;’ 2 (voies enzymatiques catalase, superoxide Ferrol et al., 2009
xs° ymatiq dismutase, thioréductase

et non enzymatiques)

Plusieurs études d’effets combinés (association de mycorhizes et de bactéries PGPR,
de mycorhizes et de lombrics, ...) ont par ailleurs révélé une amélioration accrue de la MGR,
de l'assimilation d’éléments nutritifs ainsi que de la tolérance aux stress métalliques (Vivas et
al., 2005 ; Ma et al., 2006). Ces pistes d’études sont au cceur de la recherche dans le domaine
des mycorhizes a I'heure actuelle. L’ensemble de ces éléments prouve finalement l'intérét
gue peuvent avoir les AMF en revégétalisation et phytorémédiation de sites pollués par
l'activité humaine (Schiitzendiibel & Polle, 2002; Hildebrandt et al., 2007; Khade & Adholeya, 2007).
De plus, différentes études rapportent un intérét des AMF vis-a-vis de la tolérance aux mala-
dies et a la sécheresse, dont les mécanismes semblent distincts de I'approvisionnement nu-
tritif indirect (Johnson et al., 1997 ; Jones & Smith, 2004 ; Newsham et al., 1995, Strullu, 1991).

LA GLOMALINE : MOLECULE SPECIFIQUE DES MYCORHIZES

Cette glycoprotéine a été découverte en 1996 par Wright et al.. La biochimie de la GLOMA-
LINE n’est pas encore connue précisément mais I'on sait d’ores et déja plusieurs choses. Tout
d’abord, cette protéine n’est produite que par les AMF, lors du renouvellement hyphale et a
la mort du champignon. Elle se compose en partie de restes de la paroi et de spores (Wright
& Upadhyaya, 1999). Ensuite, la glomaline est assimilable & une colle du sol et participe au
maintien de la structure de celui-ci (Wright & Upadhyaya, 1998, 1999). On la définie a I'heure
actuelle comme une N-linked glycoprotéine stable, insoluble a I'eau et résistante aux tempé-
ratures de dégradation habituelles (Wright et al., 1996). Son role dans la stabilité des agrégats
favorise les bons échanges d’eau, de nutriments et de gaz. Enfin, Il a été montré que cette
protéine constitue une source importante de carbone du sol (Wright & Upadhyaya, 1996; Rillig
et al., 2001; Lovelock et al., 2004; Treseder & Turner, 2007). Son réle dans la tolérance aux mé-
taux lourds a été étudié par Gonzalez-Guerrero et al., 2008 (Tableau 4). Il reste encore beau-
coup a comprendre sur sa structure et son fonctionnement mais cette glycoprotéine semble
jouer un réle clé dans la tolérance des plantes aux métaux lourds.
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MATERIELS ET METHODES 2

2.1. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

2.1.1.MATERIEL VEGETAL

ALPHITONIA NEOCALEDONICA

L’objet d’étude de ce mémoire, L’espéce Alphitonia neocaledonica (Schltr.) a été dé-
crite pour la premiére fois par Guillaumin. Cette plante est endémique a la NC. Sa taxonomie
directe est la suivante [6] :

Tracheophytes > Angiospermes > Dicotyledones > Rhamnaceae > Alphitonia > Alphitonia neocaledonica

Il s’agit d’'une espece pionniére sur sol dé-
capé. On la rencontre majoritairement sur sol fer-
rallitique mais aussi sur sol brun hypermagnésien
(Hamir &Ducousso, 2010). Elle se développe dans
différentes formations végétales telles que les fo-
réts denses humides, ou foréts sclérophylles, mais
surtout sur les MAQUIS MINIERS. |l s’agit généralement
d’'un arbuste mais l'on peut le retrouver a I'état

-
d’arbre en forét dense humide (Figure 2). Sa
composition minérale a eté étudiée par Jaffré KIS CaMERISN Y AR\ N
(1980) au cours de sa these (Tableau 5). Figure 2 : Arbuste d’Alphitonia neocaledonica, endemia.nc

Il existe encore trés peu d’informations sur la capacité et les conditions nécessaires a
la mycorhization d’Alphitonia neocaledonica. Il semble tout de méme que cette derniére soit
moyenne (L’Huillier et al., 2010). C’est pourquoi nous cherchons dans cette étude a optimiser
celle-ci dans l'optique de revégétaliser les espaces miniers dégradés. Des photos et préci-
sions morphologiques complémentaires sont présentées en Annexe 14.

Tableau 5 : Composition minérale foliaire d'Alphitonia neocaledonica et teneurs les plus courantes chez les
végétaux supérieurs. FF = Ferrallitique Ferritique. Premiere ligne : Moyenne, Deuxiéme ligne : écart-type.
D'apres Jaffré 1980.

Genre espéce Sol N P K ca Mg Mn Ni
_ ) () () () (%) (ppm) (ppm)
neﬁlc%rllgggln?ca ce 103 003 063 102 027 367 54
e 021 001 018 06 013 221 50
Vegetaux NA 13 21 o4 NA NA NA NA
superieurs 0,5

2.1.2.MATERIEL FONGIQUE

L’ensemble des souches utilisées appartient au genre Glomus, le plus représenté sur
substrat UF (Hamid Amir, comm. pers., non publié). L’origine de ces souches est présentée
dans le Tableau 6, mais les générations utilisées proviennent d’'une multiplication de ces
souches pures réalisée en serre sur Sorgho (CULTURE TRAPPE). Celle-ci est réalisée dans des
pots d'1L, contenant chacun un plant. Le substrat est un mélange terreau-terre locale (20-
80%). Les pots sont inoculés avec un extrait de souche pure puis placés en serre. Les
spores sont directement extraites de par prélevement de terre dans les pots lorsque cela est
nécessaire.
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Tableau 6 : Souches pures utilisées et leur provenance.

Nom de la Souche Sol ou Plante d'origine
PSO1 Psychotria oleoides (Demazures)
PSD1 Psychotria douarrei (Mont Koghi)
RARC1 Racines d’Araucaria colomnaris (Nouville)

2.1.3.MISE EN PLACE DE L’EXPERIMENTATION
DU SEMIS A LA MISE EN POT

% Levée de dormance
Les graines d’Alphitonia neocaledonica sont soumises au protocole de levée de dormance
mis au point par I'Huillier et al. en 2010 : elles sont lavées puis passées deux fois 5 minutes
dans un bain d’eau bouillante.

4 Mise en culture
Elles sont mises a germer en terrines de vermiculite (30*20*5 cm) posées sur un plateau,
puis placées a la lumiere, a T° ambiante. Un arrosage régulier au KNOP est apporté par le
plateau pour maintenir une bonne humidité et un apport minéral adéquat.

4 Préparation des pots
Les pots sont d’abord désinfectés a la javel puis rincées et séchés. 1cm de graviers stériles
sont placés au fond du pot. L’ensemble est stocké dans un milieu stérile.

# Préparation du substrat
Le mélange est préparé a partir de topsoil UF venant de Plum, aux abords d’'un champ se-
mencier de la SIRAS Pacifique (Lagrange, 2009). Il s’agit d’un substrat issu de l'altération de
roches péridotitiques (ferralitiques ferritiques, Cf. Partie 1). Il a donc une composition en nu-
triments faible : N a 1,5 g/kg, P a 130 mg/kg, K a 140 mg/kg, Mg a 15 mg/kg et Ca a 1,9
mg/kg. Son rapport C/N est élevé = 19 et Ca/Mg est déséquilibré (0,18). La teneur en mé-
taux est élevée : 34 a 47% de Fe, 3,8 2 5,8% d’Al, 3,3 a5,2% de Cr, 0,4 a 1,7% de Mn et 0,4
a 0,7% en Ni. Enfin, la granulométrie correspond a un sable moyen a grossier (~ 40%) avec
une proportion faible de sable fin (~ 25%). Il s’agit de I'horizon superficiel (~ 5cm). Ce subs-
trat est mixé avec 20% de terreau en volume (Agrofino, terreau universel). Cet ajout aide a la
reprise des plants. En effet, une forte mortalité a été observée lors du repiquage des plants
depuis la vermiculite vers le topsoil sur les expériences précédentes (H. Amir, comm. pers.).
L’ensemble est autoclavé 2 fois 1h a 24h d’intervalle (120°C, 1bar) afin de le stériliser.

4 Mise en pot

Arrivées au stade 4 feuilles vraies, les plantules sont rempotées par 3 en pots de 2L
remplis du mélange présenté au point D (Figure 3). La moitié des pots recoit environ 100
spores de Glomus, directement sur les
racines lors du repiquage. Les plantes v (%< Alphitonia neocaledonica
inoculées sont notées i+, les plantes té- | 1
moins i-. L'inoculum est une solution de
0,56ml composée de Psbl (60%), Rarcl
(15%) et Psol (25).

Une fois l'inoculation effectué, le trou
est rebouché et la surface du pot est
recouverte de billes dargiles stériles.
Apreés la reprise des plantules, 'une des
trois est retirée au hasard pour libérer de
'espace dans le pot et permettre aux
deux autres plantes de croitre.

mélange
terre rouge (80%) / terreau (20%)

qraviers

Figure 3 : Vue transversale de la mise en pot d'Alphitonia
neocaledonica au stade 4 feuilles.
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REPARTITION DES MODALITES

Afin d’approcher la concentration de phosphore optimisant la mycorhization, une
gamme de 5 concentrations est réalisée. Les modalités de traitement sont répertoriées dans
le Tableau 7. Chaque modalit¢é comporte 10 répétitions, soit 20 plantes. On numérote ces
essais de 1 a 10. A partir de la 9°™ semaine, 5 des répétitions recoivent en plus 1200ppm
de NiSO,. Cet apport est effectué une fois par semaine et répété pendant 10 semaines.

Fertilisation N-P-K : Cette opération est réalisée 2 mois apres le repiquage, sous
forme de deux apports réalisés a 15 jours d’intervalle. La composition du mélange utilisé est
décrite comme suit :

# Azote : se fait sous forme d’Azolone 38N Medium, un engrais a libération pro-
gressive composé d'urée-formaldéhyde. |l est composé de 38% d'N.

# Phosphore : distribué sous forme de Superphosphate Triple (0% N, 48%
P,0s, 0% K30).

# Potassium : apporté sous forme de sulfate de potassium (50% K0).

Les doses réelles en N, P et K sont déduites et présentées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Concentration en substance commerciale et quantités réelles réparties dans chaque modalité.
Azolone (Kg/Ha) Potasse (Kg/Ha) Superphosphate (Kg/Ha)

Nom de la modalité

N mg/pot K mg/pot P mg/pot
NO.KO0.PO 0 0 0
400 200 200
N.K.P1 345,01 188,39 95,15
4 2
o, 2,
400 200 1000
N.K.P3 345,01 188,39 475,75
4 2 2
o, e

DESIGN EXPERIMENTAL

Les pots sont placés en serre ventilée, sans éclairage artificiel. L’arrosage automatique
se fait a raison de deux brumisations par jours (5h et 17h), pendant 2 minutes. Un rehaus-
seur est placé dans chaque soucoupe, afin d’éviter que les pots ne baignent dans I'eau. Les
soucoupes remplies d’eau servent de barriére anti-Fourmies, qui risqueraient de provoquer
des contaminations entre pots inoculés (i+) et témoins (i-). Toujours pour réduire ce risque
de contamination entre les différents essais, les modalités i+ et i- sont placées sur des tables
différentes (Cf. Annexe 15). Les pots ont été regroupés par modalité afin de faciliter le suivi et
de pouvoir observer directement a I'ceil nu les différences éventuelles de croissance entre
chaque modalité. Le design expérimental est disponible en Annexe 15.

2.1.4.SUIVI DE CROISSANCE D’ALPHITONIA NEOCALEDONICA

En début d’expérimentation un calendrier des mesures a été établi afin de disposer d’'une
série de données compléte sur au moins une année. A chaque date, les variables mesurées
sont : la taille des plantes, leur nombre de feuilles et la largeur maximale de la plus grande
feuille. Les mesures sont réalisées a 'aide d’'un métre souple depuis la surface de la terre
jusqu’a la base du bourgeon apical. Dans le cas ou une feuille était en formation a la date de
la mesure, elle n’était prise en compte dans le dénombrement seulement si elle était entie-
rement ouverte. Les valeurs sont ensuite reportées dans un tableur.
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2.1.5.SUIVI DE MYCORHIZATION

PRELEVEMENT DES RACINES

Trois échantillons de racines sont prélevés pour chaque traitement. Seules les radi-
cules et les racines fines sont prélevées car elles sont plus susceptibles d’étre mycorhizées
et plus facilement observables au microscope. Chaque échantillon de racine est noté et nu-
méroté. Les racines les plus blanches et épaisses ne sont pas prélevées car couvertes de
poils absorbants et donc non mycorhizées.

LAVAGE

Plus les échantillons sont propres, plus I'évaluation est rapide et précise. Pour cela
les racines sont débarrassées des particules de terre au moyen d’un ringcage délicat abon-
dant a 'eau courante dans une passoire fine.

ECLAIRCISSEMENT ET COLORATION DES MYCORHIZES

Les racines sont systématiqguement éclaircies et colorées avant toute observation mi-
croscopique. La technique d’éclaircissement et de coloration utilisée pour traiter des AMF est
rapide et fonctionne pour un grand nombre de plantes-hétes. Les racines sont placées dans
des piluliers contenant une solution de KOH a 10% et mises a I'étuve (90°C, 1h). Les racines
sont ensuite abondamment rincées sous I'eau courante, égouttées et remises dans les pilu-
liers. Elles sont ensuite passées a 'eau oxygénée pendant 15 minutes, toujours a I'étuve. A
ce stade, elles sont rincées abondamment une seconde fois puis recouvertes avec une solu-
tion de bleu de Trypan. Le bleu de Trypan est un colorant vital qui pénétre les cellules mais
qui ne peut étre expulsé que par les cellules vivantes (processus ATP dépendant). Il permet
donc de colorer les tissus morts et/ou ne disposant pas des pompes protéiques adaptées.
Les piluliers sont placés a I'étuve a (90°C, 15min). Les racines sont finalement rincées abon-
damment et conservées a 4°C dans de I'eau distillée avant le montage sous microscope.

PREPARATION DU BLEU DE TRYPAN ET DU LACTOGLYCEROL

Bleu trypan : 0,1% dans du lactoglycérol.
Lactoglycérol : acide lactique/glycérol (50/50 en volume)

PRELEVEMENT RACINAIRE ET MONTAGE

Pour quantifier les AMF, le prélévement racianire se fait selon la méthode développée
par Kormanik & McGraw (1982). 30 segments racinaires d’'une longueur de 1 a 3 cm par plante
sont prélevés. Ces segments sont montés parallelement entre lame et lamelle, dans de la
glycérine, par groupes de 10 a 15 (Kormanik et McGraw, 1982). Les racines restantes sont con-
servées a 4°C dans I'eau distillée au cas ou d’autres études soient nécessaires.

OBSERVATION

Les lames sont observées au microscope (grossissements 100 et 400), chaque frag-
ment étant soigneusement vérifié sur toute sa longueur. Plusieurs systemes de notation sont
utilisés pour évaluer I'importance de la colonisation mycorhizienne. Le systéme proposé par
Trouvelot et al. (1986) a été retenu pour cette étude. Il repose sur I'appréciation globale de 30
fragments racinaires. Une note de classe comprise entre 0 et 5 correspondant a I'estimation
de la proportion de cortex colonisée par le symbiote mycorhizien est attribuée a chacun des
fragments racinaires observés (Figure 4). La présence des arbuscules et des vésicules est
notée simultanément.
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Le taux de mycorhization est appréhendée par le parametre suivant (Trouvelot et al., 1986) :

INTENSITE GLOBALE DE LA MYCORHIZATION
M (%) = (95N5 + 70N4 + 30N3 + 5N2 + N1) / NB TOTAL DE FRAGMENTS.

Dans cette formule, N5 représente le nombre de fragments mycorhizés notés 5, N4 le
nombre de fragments notés 4.... C’est ce paramétre qui traduit le mieux le degré de mycor-

hization.

0 1 g
0% <1% <10%

T

Filament mycorhizien

3
<50%

>50% >90%

Figure 4 : Notation du degré de mycorhization des fragments racinaires.
L’échelle s’étend de 0 (pas de mycorhization) jusqu’a 5 (au moins 90% du
fragment est mycorhizé). Trouvelot et al., 1986

2.1.6. SPORULATION

Afin d’étudier la sporulation mycorhizienne, des prélevements de terre sont tamisés puis

centrifugés (20g/modalité) :

Lavageterrerouge /

L1114

Dilution dans
25mi d’eau

Récupération dernier tamis (36pm)

Récupérationint
Rincage

Figure 5 : Protocole d'extraction des spores d'AMF

Ajout Saccharose ?
parlefon "‘
;

Centrifugation5Smin, 1000 tpm

Une série de trois tamis
empilés, dont le dernier doit étre
de 36um, sont utilisés pour faire
un tamisage humide (Figure 5).
La fraction retenue par le dernier
tamis est récupérée et répartie
équitablement dans 4 tubes Fal-
con de 50ml dont le niveau est
ajusté a leau distillée (jusqu’a
25ml). A l'aide d’'une seringue on
injecte 20ml de saccharose a
50% v/w au fond des tubes. Les
échantillons sont alors passés a
la  centrifugeuse  (5minutes,
1000tpm). A la fin de la centrifu-
gation les spores sont concen-
tréees a [linterphase eau-
saccharose. On les préleve a
laide d’une pipette avant de les

tamiser (36um) en les ringant a I'eau distillée pour éliminer les résidus sucrés. Les spores
ainsi isolées sont mélangées a de l'eau distillée et stockées dans des piluliers a 4°C.
L’observation et le comptage des spores sont réalisés sur boite de pétri quadrillée, en les
dénombrant dans 3 gouttes de 100ul d’eau sous loupe binoculaire (X45). Les spores noires,
flottantes et abimées ne sont pas comptabilisées car peu viables voire mortes. L'ordre de
lecture des modalités est aléatoire et noté aprés comptage pour limiter la subjectivité de

'opérateur.
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2.1.7.ANALYSE DES TENEURS EN MINERAUX ET METAUX LOURDS

Aprés un an d’expérimentation, les plantes on atteint leur croissance maximale en pot (vi-
tesse de croissance nulle sur les trois derniers mois). Une fois a cette phase, les plantes
sont extraites, lavées a I'eau claire. On sépare alors le systeme racinaire de la partie aé-
rienne en sectionnant les plantes au niveau du collet. Cette étape permet de peser chaque
section afin de déterminer leur biomasse fraiche aérienne et racinaire (resp. BFa & BFr).
Dans un second temps, un passage a I'étuve (60°C, 3j) permet de mesurer leurs biomasses
seches (BSa & BSr).

Pour I'étape suivante, les plantes sont regroupées par 3 ou 4 dans des sachets (sachet
1: plantes n° 1, 2 et 3, etc...) afin d’avoir des échantillons avec assez de matiére pour les
analyses. La préparation des échantillons pour I'analyse des éléments majeurs nécessite le
broyage de chague moitié de plante afin de les réduire en poudre. Les broyats obtenus sont
stockées dans des flacons de taille adaptée en fonction de la taille des plantes et sont réfé-
rencées [Modalité - n° de répétition - partie de la plante]. La minéralisation est réalisée a par-
tir de 0,5g de chacune des poudres, mélangées dans 6ml d’eau Régale (5ml acide nitrique a
69% & 1ml acide chlorhydrique a 37%).

Les solutions sont ensuite passées au minéralisateur Multiwave avec le cycle suivant
(Tableau 8) :

Tableau 8 : Cycle de minéralisation

Puissance (W) Rampe (min)
200 15
400 15
600 15
0 15

Une fois la minéralisation terminée, I'ensemble du liquide est prélevé et transvasé en
fiole jaugée ajustée a 25ml avec de I'eau ultra pure.

L’analyse de la composition minérale est réalisée a I'AAS a flamme pour les éléments a
teneur assez élevée (Ca, Mg, K) et au four pour les autres pour une meilleure détection (Fe,
Mn, Ni, P, Cr, ...). Pour cela des gammes étalons sont préparées a partir de solutions pures
en chacun des éléments (flacons PerkiElmer Pure 1000mg/L). Une dilution au 100°™ et au
1000°™ sont préparées pour chaque échantillon pour obtenir des concentrations cohérentes
avec celles des courbes étalons. Ces derniéres sont présentées en Annexe 17.

2.2. TRAITEMENT ET ANALYSE DES DONNEES

L’ensemble des données expérimentales est analysé sous Microsoft Excel 2010 et R (v.
2.15.0), via les packages Rcmdr, agricolae et RVAidememoire. Les tests statistiques utilisés
sont des ANOVA et ANOVA multivariées dont les hypothéses préalables (homoscédasticité,
normalité et indépendance des résidus) ont été également vérifiées sous R (Annexe 16). En
complément des ANOVA, un test post-hoc LSD de Fisher est réalisé pour distinguer plus en
détall les variables détectées comme significatives par TANOVA. Le principe de ce test est
identique a ’TANOVA mais la comparaison est effectuée sur les groupes deux a deux.
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REsuLTATS 3

N.B. : Aucune différence significative n’a été détectée vis-a-vis du facteur Ni (apport supplé-
mentaire sur certains plants sous forme liquide). Ce facteur ne sera donc pas détaillé dans
les résultats.

3.1.INFLUENCE DU PHOSPHORE SUR LA MYCORHIZATION
3.1.1. DEGRE DE MYCORHIZATION

COLONISATION RACINAIRE PAR LES AMF

Apres 5 a 6 mois de croissance, la mycorhization commence a se mettre en place sur
A. neocaledonica. Pour une meilleure implantation du symbiote avant lecture, les premiéres
mesures ont été faites 1 an apres semis. Une seconde série de lames a été réalisée a 4
mois d’intervalle (Figure 6) pour suivre I'évolution de la mycorhization.

25,00% -
20,00%

15,00%

M (%)

10,00%

5,00%

0,00% P (mg)

PO P1 P2 P3 P4

Figure 6 : % Mycorhization D'A. neocaledonica.
Bleu Foncé (27/02/12), Bleu clair (13/06/12) & Noir (Témoin non inoculé, 27/02/12)

On a pu observer qu’au cours du développement de la plante, un gradient de mycor-
hization semble s’étre mis en place, avec un optimum pour la modalité P3 (18% +-2 en fé-
vrier puis 10% +-2 en juin). A la premiére phase de mesures, une mycorhization légerement
croissante était observable entre les modalités PO et P3, puis décroissante jusqu’'a P4. Lors
de la seconde phase de mesures, cette gradation n’est plus observée, la mycorhization est
trés faible en PO, P1, P2 et P4.

La vérification statistique de ces différences montre néanmoins que P3 est la seule
modalité se distinguant des autres. Pour le reste, les |égeres variations ne sont pas significa-
tives. De faibles contaminations par d’autres champignons mycorhiziens ont sans doute eu
lieu. Ainsi on a pu observer d’'une part une légére mycorhization du témoin et d’autre part la
présence de DSE dans la majorité des pots. Cependant, la présence de ces champignons n’a
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pas été mesurée avec précision. Des arbuscules et des pelotons étaient visibles en quantité
variable en fonction des lames, mais I'épaisseur parfois trop importante des racines n’a pas
permis de dénombrer correctement ces structures.

SPORULATION DES AMF

Concernant la sporulation des AMF
dans les modalités inoculées, on observe
une tendance Iégéerement différente.
Celle-ci a été mesurée sur I'ensemble
des échantillons lors de [larrét de
I'expérience en serre (juin 2012). On re-

a
b
4000 - £ c :
trouve encore un maximum en P3 avec
d une sporulation approchant les 5500
2000 - spores/100 g_sc. Cependant, on cons-
tate que dans les modalités P1, P2 et P4,
0 . ol la mycorhization est devenue tres
PO P1 P2 P3 P4

8000 -~

6000

Spores/100g sol sec

faible aux derniéres dates de mesure

(juin 2012), la sporulation est tout de
= Sporulation moyenne méme importante (Figure 7). Les diffé-
rences entre modalités sont significatives
au seuil de 5% et quatre groupes se dis-
tinguent au test LSD de Fisher: PO <
P1P2 < P4 < P3. La sporulation ne semble en outre pas corrélée linéairement au taux de
mycorhization de juin 2012 des différentes modalités (r?=0,62) mais s’approche plus de celui
observé en février de la méme année (r2=0,91). Les spores observées étaient de taille va-
riables (stades de développement différents, photos de spores disponibles en Annexe 19) et
trés majoritairement vivantes (rondes, non opaques, contenu cytoplasmique visible).

Figure 7 : Sporulation dans chaque modalité,
a, b, c, d : groupes similaires (a 5%, LSD-Fisher)

3.1.2. CROISSANCE D’ALPHITONIA NEOCALEDONICA

TAILLE DES PLANTES

4 VUE GLOBALE

La croissance des plants d’A. neo-

9 caledonica a été suivie pendant une

— AI[PO] an_née (taille du coIIe_t au bourgeon

£ 4 ' apical, nombre de feuilles, Iar_geur et

S —Ai[P1]  |ongueur de la plus grande feuille). Au

e # aip2]  cours de celle-ci, un différentiel de taille

< a commencé a apparaitre entre les
AiP3] modalités.

6 —— Ai[P4] De maniére générale, on constate

50 250 450 une gradation Ioglqu\e dans la crois-

Nbr J post-plantation sance des plantes a mesure que la

Figure 8 : Influence de P et de la mycorhization sur la concentration en P apportee  aug-
taille des plantes. Présenté en différence (A) de taille entre mente : plus cette concentration est

inoculées et non inoculées. importante, plus la taille des plantes est
importante et ce, que ce soit dans les modalités i+ (inoculées) ou i- (non inoculées). Cepen-
dant on peut distinguer 3 cas (Figure 8) :

# Les modalités POi+ et POi- ne présentent aucune différence de croissance.

# Les modalités P1 et P2 ont une croissance plus importante lorsqu’elles ne sont pas ino-
culées (Delta négatifs).

# Les modalités P3 et P4 ont une croissance plus importante lorsqu’elles sont inoculées
(Delta positifs).

20



Les tendances des courbes précédentes sont confirmées statistiquement : on constate
gu’au cours du temps, les facteurs inoculation et phosphore deviennent de plus en plus si-
gnificatifs (Tableau 9). On a pu observer une non significativité du facteur inoculé au J262,
sans qu’aucune explication ne puisse étre avancée, sauf éventuellement une erreur dans la
saisie des données de croissance.

Tableau 9 : Significativité des facteurs inoculation et phosphore au cours du temps chez A. neocaledonica.
Test Anova Signif. codes: 0 "**' 0.001 "*' 0.01 "' 0.05"." 0.1"'" 1

J65 194 J186 11262 1325 11396 11442
Inoculé *¥* NS *¥** NS . * *
P . * * %% * % % * % % * % % * % %

Incoulé :P NS NS NS ** *EE NS kK

Au sein du facteur P, 4 modalités se distinguent selon I'apport réalisé. Cependant,
aux vues de la taille des plants, seulement 2 ou 3 catégories sont identifiables statistique-
ment : au jour 186 les plantes de la modalité P3 sont significativement plus grandes que
toutes les autres, mais au-dela de cette date, celles de la modalité P4 atteignent des tailles
équivalentes (Tableau 10). PO, P1 et P2 restent significativement plus petites tout au long de
I'expérience.

Tableau 10 : Groupes discriminés vis-a-vis de la taille des plants en fonction de I'apport en P chez les inoculées
au seuil de 5% par le test LSD de Fisher, mémes dates que tableau 9.

Modalité de P Significativité LSD Fisher
Jour J65 )94 J186 J262 J325 J396 J442
i+P0O ab ab d d e g f
i+P1 ab abc d d e fg ef
i+P2 a ab c C d de d
i+P3 bc ab b a ab ab b
i+P4 bc bc b a a a a
i-PO ab abc d d e g f
i-P1 abc ab bc (o d ef de
i-P2 abc ab b bc cd cd cd
i-P3 bc a a a bc bc bc
i-P4 C c b ab bc bc bc

VITESSE DE CROISSANCE

La courbe ci-dessous (Figure 9) montre que les plantes ont cessé de croitre depuis
janvier 2012 (~J300). En effet, la vitesse de croissance, toutes modalités confondues, est en
chute libre puis quasi nulle depuis cette date. Seules deux plantes de la modalité NKP4 ino-

0,16 - culée ont repris leur croissance entre

014 - fin mars et mi-mai 2012 (avec une
012 4 vitesse de 0,08cm/j en moyenr_1e).
’ Cependant, leur taux de mycorhiza-
0,10 7 tion n’était pas plus élevé que la
0,08 moyenne en P4.

0,06 - ,

0.04 - _ A partir de_J200, on obs_,erve
’ une vitesse de croissance supérieure
0,02 1 dans les modalités inoculées P3 et
0,00

- P4 par rapport aux plantes non my-
50 100 150 200 250 300 350 400 450 corhizées. Cet effet ne s’'observe pas

, Nbr J post-Plantation dans les modalités PO & P2.
Figure 9 : Evolution de la vitesse de croissance d'A. neocaledo-
nica. Traits pleins : i+, pointillés : i-. P4 en rouge, P3 en orange, P2
en Vert P1 en Rlen clair et PO en hlen foncé
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BIOMASSES

Les biomasses fraiches (BF) et séches (BS) ont été mesurées sur 'ensemble des
pots (100 échantillons), en séparant parties aeriennes et racinaires (Resp. a&r). La Figure
10 résume I'ensemble de ces pesées.

Poids, g PO P1 P2 P3 P4

80,00 80,00
1 2 b 7
60,00 a 60,00 N
cd
40,00 40,00 T gad
20,00 - 20,00
0,00 - ee &5
0,00 -
M BFai+ © BFai-
M BFri+ M BFri-
40,00 25,00 4 ;
3 a 20,00 . a T
15,00 Tb T b
10,00 -
5,00 -
dd d
0,00 -

M BSri+ M BSri-

B BSai+ [ BSai-

Figure 10 : Biomasses fraiches et séches des parties aériennes et racinaires d'A. neocaledonica (resp. (1)BFa,
(2)BFr, (3)BSa, (4)BSr). Les modalités de P sont représentées sur I'axe des abscisses. (a, b, ¢, d, e : groupes significa-
tifs au test LSD de Fisher)

On y observe un effet net de la mycorhization, autant sur les parties aériennes (a gauche)
gue racinaires (a droite). En effet, au sein des modalités i-, PO et P1 ont des biomasses trés
faibles (<10g, que ce soit frais ou sec) puis P2, P3 et P4 présentent des biomasses du
méme ordre de grandeur au sein de chaque catégorie (BFa~20g - BFr~30g - BSa~12g -
BSr~109).

En comparaison, chez les modalités i+ ce plateau est moins marqué. Les biomasses sont
plus élevées et augmentent a mesure que la concentration en P augmente (Pvalue << 5%,
ANOVA multivariée : biomasse ~ P : inoculation). La mycorhization, conjointement a I'apport
de phosphore en certaines quantités permet donc un gain de biomasse important chez A.
neocaledonica.

Cette croissance accrue en masse est par ailleurs plus marquée au niveau des parties
aériennes que racinaires (i.e. les modalités P2, P3 et P4 se distinguent significativement les
unes des autres au test LSD de Fisher dans les parties aériennes alors qu’elles sont plus
confondues dans les racines).

Enfin, il semble y avoir un effet dépressif du phosphore sur I'appareil racinaire a forte con-
centration chez les plants i- dans nos conditions expérimentales (Figure 10, (2) et (4)) : les
BFr et BSr de ceux-ci sont significativement plus faibles en P4 qu’en P2 et P3. Ces résultats
de biomasse ne permettent cependant pas de corréler le %M avec I'augmentation de bio-
masse (pic de mycorhization en P3, pic de biomasse en P4).
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3.2.CONCENTRATIONS EN ELEMENTS PRINCIPAUX

L’analyse spectrale a absorption atomique a permis de déterminer les concentrations
en éléments principaux dans les parties aériennes et racinaires des plants expérimentaux.
Un manque de sensibilité de I'appareil n’a par contre pas permis de doser N d’'une part (il est
prévu de les doser au laboratoire de 'RD de Nouméa mais les résultats n’arriveront pas a
temps pour 'échéance de ce mémoire), et les éléments Na et Fe quant a eux n’ont pu étre
étudiés suite a une fuite dans le systeme d’injection de gaz qui a contaminée le four.

3.2.1. RESULTATS PRINCIPAUX DE L’ANALYSE SPECTRALE

L’étude statistique de ces dosages révele qu’en fonction des éléments, I'inoculation
et/ou P jouent un rble (Tableau 11). Par exemple, les concentrations en Ca et Cr varient en
fonction de l'inoculation tandis que celles en K et Mn varient avec la dose de P. Pour Co, Mg
et Ni, il semble que les deux facteurs entrent en jeu (Tableau 11). De plus, mis a part pour
K, les concentrations en éléments chimiques sont significativement différentes entre tiges et
racines.

Plus en détail, chez les plantes inoculées (i+), on observe une différence significative
de concentration entre tiges et racines pour les métaux lourds (Co, Cr, Ni). Dans le méme
sous-groupe, P semble avoir une influence non négligeable sur les concentrations en Co,
Mn, Ni et K.

Tableau 11 : Influence de différents facteurs sur la concentration et la localisation préférentielle des métaux.
Anova multivariée. Signif. Codes: 0 "**' 0.001 **' 0.01 "' 0.05"'." 0.1 "' "1

Ca Co Cr K Mg Mn Ni Ca/Mg

inoculation * * ¥k NS ¥k NS k* NS

Tige/racine %k ok %k k% %k ok NS %k ok k k% %k ok 3k k%
Inoculation : P NS * NS ** NS  ** * NS
Inoculation : tige/racine NS *** #*x*x NS NS NS  ** NS
Inoculation : P : tige/racine  * NS NS ** NS * . *
P : tige/racine * * NS * NS ** NS *

Au-dela de ces différences on peut distinguer plusieurs groupes au test LSD de Fis-
her comme représentés en Figure 11. Le test statistique a été réalisé séparément sur tiges
et racines (résultats respectivement en et marron).
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Figure 11 : Composition minérale des broyats de tiges et racines d'A. neocaledonica. Les histogrammes marrons
représentent les concentrations en éléments dans les parties racinaires. Les verts désignent les concentrations dans les
parties aériennes. i+/i- = inoculé/non inoculé. T/R = parties aériennes/parties racinaires.
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De ces graphiques, on résume les résultats principaux dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Impacte de I'inoculation sur les concentrations en éléments Ca, Co, Cr, K, Mg, Mn et Ni par rapport aux
plantes non inoculées. La proportionnalité a P indique si les concentrations en éléments au sein du végétal sont proportionnelles a
I'apport en P réalisé.

Impact % N Réponse variable de -
dei+: | delaconcentration | de la concentration la concentration en Pas d'influence sur la
: : . concentration
Proportionnel 3 P | Proportionnel a P fonction de [P]
NON oul NON oul A N
Racines Mg, Ni, K& Mn K &Mn Ca (sauf 2 en PQOi+)
Cr, Co (PO, P2, P3) (P1, P4)
Tiges Cr, Co, K Mg, Ca Ni (Sauf 2 en P0Oit), Mn

On constate donc que la réponse en concentration en métaux n’est jamais corrélée a
la concentration en phosphore ajoutée. Cependant, certains métaux varient de maniéere simi-
laire (Augmentation de [K] et [Mn] chez les inoculés en PO, P2 et P3, diminution en P1 et
P4). La mycorhization permet de réduire efficacement les teneurs en Ni, Cr et Co dans les
tiges et les racines. Cette diminution n’est pas corrélée au phosphore apporté, mais la diffé-
rence de concentration entre i+ et i- est significative, quelle que soit la modalité de P étudiée.
Enfin, le taux de mycorhization n’a donné aucun résultats significatifs vis-a-vis de ces te-
neurs en métaux, excepté pour la concentration en K dans les racines (test de corrélation
r2=0,909).

3.2.2. CAS DU PHOSPHORE

Concernant I'élément variable de

PO P1 P2 P3 P4 - p
notre experience, nous avons montre que

140 1 la concentration en P dans les parties aé-

1,20 riennes et souterraines sont significative-
»n 1,00 ment différentes en fonction de
%ﬂ 0,80 I'inoculation et de la modalité de P (MAno-
~

va [P] ~ Phosphore: inoculation, Pva-
lue=0,0026**). Un test LSD post-hoc a
permis de distinguer plusieurs groupes
(Figure 12). On observe que dans les mo-
dalités i-, la concentration en P varie posi-
tivement avec [lapport en P réalisé
wi+T ®Wi+R miT miR (r2_tige=0,99 ; r2_racine=1). Chez les i+, la
corrélation est importante sur les modali-

Figure 12 : Concentration en P dans les tiges et les ra- . A 2 tyA— .2 ihA—
cines en fonction de différents apports en phosphore. Les tés PO a P3 (r2_tige=0,94 ; r2_racine=0,96)

lettres représentent les résultats du test LSD de Fisher. mais elle diminue lorsque l'on integre la

modalité P4i+ (r>_tige=0,79 ;
r2_racine=0,75). En effet, on constate que contrairement aux i- chez qui la concentration P
est strictement croissante, une baisse en P4 est nettement observable chez les plantes ino-
culées. Cette diminution de la concentration en phosphore est observable autant dans les
parties aériennes que racinaires.
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0,00

25



DISCUSSION 4‘

"Faites ce que je dis, mais ne faites pas ce que je fais.
StMatthieu ; L'Evangile, XXIII, 3.

L’objet de ce mémoire est basé sur une expérience initiée en février 2011 traitant de
la recherche d’'une concentration optimale en P permettant une bonne mycorhization d’A.
neocaledonica sur topsoil UF. Elle s’inscrit dans un projet plus vaste visant a rechercher les
concentrations idéales en phosphore pour plusieurs plantes pionniéres souvent utilisées en
revégétalisation de sites miniers dégradés; I'ensemble faisant partie d'une thése.
L’hypothése générale est qu’en revégétalisation la reprise végétale est loin d’étre optimale et
que la mycorhization pourrait étre un atout permettant d’améliorer significativement la tenue
des plantes lors des chantiers de plantation. Or, le phosphore peut étre un facteur limitant de
cette symbiose mycorhizienne, que ce soit a trop forte concentration (Amijee et al., 1989) ou
trop faible concentrations (Lagrange, 2009). Par conséquent il était nécessaire d’'une part de
déterminer la bonne concentration en cet élément et d’autre part de mieux comprendre les
phénoménes en conditions proches de I'état naturel (PO, sans apports N-P-K).

Le travail expérimental consistait pour partie a poursuivre le suivi de croissance vége-
tale et la mycorhization de I'expérience lancée en 2011. Des biais dans le protocole initial
sont surement a l'origine d’une diminution de la significativité de certaines tendances obser-
vées. La seconde partie du travail a été d’'une part de pallier ces biais dans les expérimenta-
tions suivantes, mais aussi d’étudier les phénoménes décrits ici sur d’autres plantes de ma-
quis minier dont I'affinité mycorhizienne a I'état naturel est différente (faible pour C. comosa,
forte pour C. laurifolia tandis qu’elle était moyenne chez A. neocaledonica). Ces travaux ne
sont pas développés ici. La section 5 résume quelques recommandations proposées pour
ces nouvelles expériences.

4.1. TAUX DE MYCORHIZATION
4.1.1. FOCUS SUR L’APPAREIL RACINAIRE

Tour d’abord, I'expérience ayant été laissé trop longtemps en place, le chevelu raci-
naire s’est développé trop intensément dans certains pots, rendant I'extraction, le nettoyage
et les analyses jointes difficiles et peu précises (reste de résidus de sols liés a I'utilisation de
topsoil non tamisé, perte de racines fines, ...). On peut tout de méme observer une tendance
a 'augmentation de la biomasse racinaire dans les modalités inoculées P2, P3 et P4. En
effet ces modalités se distinguent au test LSD de Fisher (respectivement b,a,a) par rapport a
[P2, P3 et P4]i- (resp. bc, b, c). Il faudra cependant vérifier ces résultats dans les expé-
riences suivantes afin de s’assurer que ces différences n’aient pas été accentuées par des
biais dans le nettoyage.

4.1.2. TEMPS D'EXPERIMENTATION, PHOSPHORE ET MYCORHIZATION

Comme nous l'avons présenté au chapitre 3, une diminution de la mycorhization a
été observée en P1, P2 et P4 entre les deux dates de mesure. Ce type de baisse du %M a
déja été observé et étudié par Smith et al. (1992), Landis & Fraser (2008) et Johnson (2010). De
ces trois études, Smith & smith (2011) ont résumé qu’en cas d’apport trop important de P, la
diminution de %M peut étre liée au fait que la biomasse racinaire augmente grace a P, sans
que I'AMF soit d’'avantage nécessaire (la biomasse fongique reste alors constante). Par con-
séquent le %M semble diminuer alors qu’il demeure suffisant. Cette explication pourrait
s’appliquer a la modalité P4. En P3, le taux de mycorhization n’a que Iégérement diminué
alors que la biomasse racinaire est aussi trés importante en fin d’expérimentation, on ne peut
alors pas appliquer les conclusions précédentes dans ce cas. Ici, la concentration en P doit
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sans doute étre adaptée a un bon équilibre dans linteraction mutualiste, ce qui permet a la
symbiose de rester en place malgré tout. Par ailleurs, De précédentes études ont révélé que
sur un sol pauvre en P, des plantes normalement mycorhizées peuvent présenter une perte
de colonisation par les AMF (Cornwell et al., 2001), ce qui pourrait expliquer la baisse de %M
en P1 et P2. Ces hypothese sont appuyées par les résultats de sporulation : elle est quasi
équivalente en P1, P2 et P4 (3000 - 4000 spores/100g) et relativement élevée par rapport au
taux de mycorhization final mesuré. La sporulation permet au champignon de survivre dans
le sol en attendant des conditions favorables au renouvellement de la symbiose ENDOMYCORHI-
ZIENNE. Dans de cas de P4, la sporulation légérement supérieure a P1 et P2 peut provenir
d’une saturation plus précoce du pot par les racines, conduisant a une sporulation plus preé-
coce et donc finalement plus longue.

De plus, les résultats exposeés au point 3.1.2. montrent que la vitesse de croissance a
commencé a chuter 6 mois avant l'arrét de I'expérimentation. Les plantes étaient sans doute
arrivées a saturation dans les pots dés 6 a 8 mois d’expérimentation. Ceci pourrait aussi ex-
pliquer au moins en partie la baisse du %M entre février et juin 2012 ainsi que la forte sporu-
lation. En effet le manque d’espace dans les pots a pu entrainer un stress, a I'origine du rejet
du champignon par la plante dans les modalités P1, P2 et P4 ou la mycorhization n'était que
moyenne. Cependant, ce stress ne semble pas affecter les plantes de la modalité P3, qui
pourtant ont un appareil racinaire aussi dense qu’en P4. On peut avancer I'hypothése d’'un
effet conjugué d’'un appareil racinaire trop dense et a I'étroit dans les pots et de teneurs en P
trop importantes en P4 pour que les plants n’aient réellement besoin de la symbiose pour
croitre.

Dans tous les cas, il faudra suivre plus précisément la vitesse de croissance et le taux
de mycorhization afin de stopper les expériences ultérieures avant que le systeme racinaire
ne soit arrivé a saturation. Ceci permettra sans doute d’obtenir des résultats d’avantage si-
gnificatifs et de conclure quant a la validité de I'une ou des deux hypothéses précédentes.

4.1.3. CAS DE LA MODALITE PO

La modalité PO présentée comme modalité témoin dans le cadre de I'expérience est
a distinguer des autres du fait de la différence d’amendement qu’elle a regue. En effet, alors
que toutes les modalités ont recu les mémes quantités d’'N et K, la modalité PO n’en a pas
recu afin de représenter plus justement les conditions naturelles. Par conséquent, 'ensemble
des conclusions que I'on peut apporter quant a l'influence de P sont a nuancer : les modali-
tés ayant recu P ont aussi recu N et K, et les résultats peuvent provenir d’'un effet combiné
de ces trois éléments plutdt que seulement de la concentration en P. Les expériences sui-
vantes ont d’ailleurs été dotées d’'une modalité NOKOPO et d’'une modalité NKPO en plus afin
de vérifier si oui ou non I'apport de N et K a joué un réle majeur dans la croissance et la my-
corhization des plants.

4.1.4. DARK SEPTATE ENDOPHYTE

La présence de DSE a été observée a de nombreuses reprises dans nos différentes
modalités. Elle n’a pas été comptabilisé précisément mais il semblerait que les DSE soient
présent dans I'ensemble des modalités (i+,i-, quel que soit P). Ce mycélium est souvent ob-
servé lors d’expérimentations traitant des symbioses mycorhiziennes mais I'on ne sait en-
core que peu de choses quant & sa fonction ni son origine (pré ou post-héte) mise a part qu’il
peut développer une association mutualiste-parasitique, telles les AMF, selon les conditions
environnementales, I'héte ou la souche de DSE considérée (Jumpponen, 2001 ; Day & Currah,
2011). D’apres les travaux d’Usiki & Narisawa (2007), les DSE seraient capables d’établir une
symbiose avec des plantes non-mycorhiziennes (en I'occurrence le Chou Chinois). Aucunes
données ne permettent ici de déterminer quels ont été les effets de la présence de DSE
dans notre expérience. Cependant on peut supposer que celui-ci joue un réle dans la tolé-
rance au stress hydrique, comme cela a été découvert auparavant (Zhang et al., 2011).
L’équipe a montré qu’en savane (climat aride au moins une partie de 'année), au moins 84%
des plantes étaient associées symbiotiquement a des DSE.
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4.2. DONNEES MORPHOLOGIQUES
4.2.1. LA MGR CHEZ A. NEOCALEDONICA

En 2011, Smith et Smith faisaient état de la notion de MGR, pouvant étre positive, néga-
tive ou neutre (MGR+,-,0) en fonction de nombreux facteurs édaphiques, environnementaux,
mycorhiziens et/ou végétaux. Dans notre situation, les plantes des modalités P1li+ et P2i+
sont plus petites que leurs sceurs non inoculées. Il s’agirait alors d’'une MGR- tandis que
dans le cas de P3i+ et P4i+, la taille des plants est supérieure que celle de P3i- et P4i-, on
aurait alors a faire a une MGR+, d’avantage marquée en P4i+ qu’en P3i+. On ne distingue
pas de différence de croissance entre i+ et i- chez PO, ce qui est a priori assimilable & une
MGRO. Smith et al. (2011) avancent que plus le champignon développe rapidement une inter-
face d’échange importante, plus on aurait de chance d’obtenir une MGR+. D’autre part, on
ne peut interpréter les MGR-/0 observées ici comme des artéfacts liés a I'expérimentation,
car comme cela a déja été prouvé par le passé (Cavagnaro et al., 2006 ; Guo et al., 1994 ; Kli-
ronomos, 2003 ; Modjo & hendrix, 1986), on retrouve ce type de réponse autant en champs
gu’en expérimentation en pot et conditions contrblées.

Il faut aussi noter que comme I'ont montré deux études sur tomates (Smith et al., 2003
& 2004), la voie mycorhizienne peut étre la voie principale de transfert de P, quelle que soit le
sens de la MGR. Ainsi, dans le cas des modalités [P1 et P2]i+, la MGR- pourrait en fait
s’expliquer non pas par un colt en C trop important, mais par une diminution de la voie
directe de transfert de P au profit de la voie mycorhizienne, sans que celle-ci ne soit
suffisante pour compenser linactivation de la voie directe (Smith & Smith, 2011). Enfin,
plusieurs études (Facelli et al., 2010 ; Grace et al., 2009 ; Munkvold et al., 2004 ; Poulsen et al.,
2005) ont montré que le ratio entre la voie directe et la voie mycorhizienne dépend a la foi de
la plante et de la souche d’AMF considérée. Par exemple Nagy et al. (2008) ont montré que
dans leurs conditions, a faible concentration en P la voie mycorhizienne était constante
quelle que soit ladite concentration, mais qu’elle était réprimée a de fortes teneurs en P. Nos
résultats vont dans le méme sens car en P4i+, la taille et la biomasse sont plus importantes
que dans les autres modalités, mais le %M et la concentration en P sont plus faibles (ce qui
pourrait provenir d’'une diminution de la voie mycorhizienne de transfert de P).

Il faudra alors doser avec précision le phosphore disponible dans notre mélange de
sol, car comme l'ont montré Bolan et al. (1983), une faible concentration en P peut provenir
d’une forte sorption de celui-ci dans le sol. Or, une des caractéristiques majeur des substrats
UF est la trés faible biodisponibilité du phosphore. Celui-ci est complexé aux oxydes et
hydroxydes de fer et d’aluminium en pH acide (Cf. Chapitre 1 et L'Huillier et al., 2010).

4.2.2. D’AUTRES INTERETS DE LA MYCORHIZATION

Comme présenté précédemment, la
PO P1 P2 P3 P4 MGR peut étre négative dans certains cas.

2,5 De fait, une question reste d'actualité au
a sein des chercheurs en symbiose mycorhi-
2 zienne : Pourquoi la plante ne se débar-

rasse-t-elle pas de 'AMF alors que le colt
en carbone est supérieur au bénéfice
gu’elle en retire ? Certains auteurs (Johnson
et al., 1997 ; Jones and Smith, 2004 ; Newsham
et al., 1995) suggérent que le champignon
apporterait des résistances a certaines
maladies et /ou a la sécheresse, d'une
M HRai+ © HRai- maniére non liée aux échanges en nutri-
Figure 13 : Teneur en eau des parties aériennes. La teneur ments. Nos résultats de teneur en eau
en eau est calculée par le ratio (BFa-BSa/BSa) . .
semblent appuyer ces études: chez les
modalités i+, la teneur en eau des parties aériennes est significativement différente des mo-
dalités i- (test LSD Fisher, Figure 13). A. neocaledonica est une plante de maquis minier,
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adaptée aux sols pauvres et a faible rétention en eau. L’inoculation de ces plants (d’ailleurs
fréquente en conditions naturelles) leur permettrait donc de résister davantage au stress
hydrique, en augmentant leur teneur en eau aérienne (cette voie métabolique a déja été
observée par Augé en 2001).

Cependant, Graham & Syvertsen (1984) relativisent cette hypothése et ont montré que
'augmentation de la teneur en eau serait corrélée a la concentration en phosphate absorbé
et non seulement a la présence d’inoculum. Ce n’est pas le cas dans notre expérience, nous
n‘avons pas pu observer de corrélation significative entre concentration en P et teneur en
eau. Nous pouvons distinguer plusieurs cas : les modalités PO, P1 et P2 chez qui
l'inoculation semble jouer un réle dans la résistance au stress hydrique. En P4 par contre , P
serait le facteur majeur d’'influence : en induisant un forte croissance racinaire, il a permis
aux plantes d’absorber d’avantage d’eau. En P3 un effet cumulé de l'inoculum et de P serait
envisageable.

Un résultat particulier est celui de la teneur en eau de PO. Malgré une biomasse et
une croissance trés faibles, c'est la modalité inoculée qui présente le plus fort taux d'humidité
(significativité de rang a au test LSD de Fisher). Ceci pourrait s'expliquer par une symbiose
sélective entre la plante et I'une des trois souches inoculées en mélange initialement. En
effet, comme l'ont résumé Smith & Smith en 2011, la plante transfert préférentiellement les
nutriments a la souche fongique ayant le plus d'intérét pour elle. Il se pourrait qu'en absence
de P, l'une (voire plusieurs) de nos souche puisse conférer une bonne résistance a la séche-
resse. Cet intérét serait relégué au second plan lorsque P est ajouté en différentes quantités
(dans ce cas I'élément le plus intéressant pour la plante deviendrait la nutrition phosphatée).

Il se pourrait aussi qu'en PO des DSE se soient développés au détriment de nos
souches inoculées, dans ce cas nos résultats conforteraient les travaux de Zhang et al. (2011,
Cf. 4.1.4) selon lesquels le DSE confére une bonne tolérance au stress hydrique. Il faudrait
vérifier précisément quelle souche d’AMF mycorhize quelle modalité, et les étudier séparé-
ment pour conclure quant a ces hypotheses.

De plus toutes ces conclusions seront a vérifier au cours d’autres expériences, car
'expérimentation en serre était soumise a un arrosage régulier ne permettant pas d’étudier
précisément ce stress hydrique.

4.3. MYCORHIZATION ET TENEUR EN METAUX

4.3.1. ETUDE COMPARATIVE DES TENEURS EN METAUX

La comparaison de nos résultats a ceux de L’'Huillier et al., (2010) permettent de
mettre en avant plusieurs éléments (tableau 13). Les concentrations sont présentées en %
par rapport aux concentrations déterminées par L’Huillier et al. (2010). On constate d’abord
gue dans la majorité des cas, les concentration déterminée ici sont inférieures a celles ob-
servées en moyenne par L’Huillier et al., 2010, que ce soit dans les modalités i+ ou i-, mais
'on reste du méme ordre de grandeur étant donné l'importance de leurs écart-types (Ta-
bleau 13, ligne %ET ref). Cependant, dans le cadre de I'expérience, les concentrations en
magnésium sont nettement plus importantes chez i- (jusqu’a +110% pour P2i-).

A contrario pour Mn, 'ensemble de nos échantillons présente prés de 90% de Mn en
moins par rapport a la valeur de référence. Par ailleurs, une réponse variable est observée
pour K chez les i+, avec des valeurs proches des références en P1 et P2 mais nettement
supérieures en P3 et P4 (proches des maximas référents).
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Tableau 13 : Ecart de concentration en différents éléments par rapport a L'Huillier et al., 2010. %ET ref représente
I'écart-type des mesures de référence, sous forme de pourcentage.

modalité Inoculé? P (%) K (%) Ca(%) Mg (%) Mn (%) Ni(%) Ca/Mg (%)
% ET ref + 33,33 28,557 5882 48,15 60,22 92,59
i+ 6,67 -19,52  -34,12 52,00 -81,86 0,97 -56,66
o i- -56,67 -29,11  -52,85 87,51 -88,45 20,38 -74,85
i+ 21,00 21,19  -41,85 95,60 87,42  -50,55 -70,27
Pl i- -26,61 -5,30 -24,25 100,73 -85,10 -24,12 -62,27
i+ 16,06 1,67 -19,00 29,38 -87,97  -61,10 -37,39
7 i- 706  -416  -31,64 109,91 87,47  -66,42 -67,44
i+ 86,28 29,33  -29,51 5,67 -87,87  -57,24 -33,29
P i- 50,78 6,03 -19,04 48,94 -86,38  -67,26 -45,64
i+ 64,89 33,78  -42,07 35,50 -87,75  -53,80 -57,25
o i- 147,61 7,35 -29,34 62,27 90,10  -63,05 -56,45

Ces différences peuvent provenir de plusieurs sources. Par exemple les plantes étu-
diées par L’Huillier et al. se sont développées en milieu naturel pendant plusieurs années (on
ne connait cependant pas I'age des échantillons). Par conséquent, étant donné la variabilité
en concentration en éléments dans les sols UF (Lagrange, 2009), des écarts importants peu-
vent exister entre notre sol et le leur. De plus, nos plants n’ont poussé que pendant un an et
n’ont donc accumulé ces différents métaux et minéraux que durant cette période tandis que
les plantes de maquis minier de référence on sans doute des ages différents entre elles et
slrement plus importants que nos plants. Or ces plantes ont un feuillage persistant [6], par
conséquent elles stockent les métaux tout au long de la vie de la feuille, ce qui peut expli-
guer que nos feuilles - plus jeunes - soient moins concentrées. Aucune valeur de référence
n’existe pour les concentrations en éléments des parties racinaires chez A. neocaledonica.

4.3.2. VARIATION DES CONCENTRATIONS EN METAUX

Nos expériences ont montré que les métaux lourds (Co, Cr, Mn et Ni) sont d’avantage
concentrés au niveau des racines des plants i-. L’hypothése principale serait que la mycor-
hization jouerait le role de barriére a la pénétration de ces éléments dans la plante. Plusieurs
études font I'état d’'une nette réduction des concentrations en meétaux lourds dans la plante

entiere en cas d’inoculation (Vivas et
Tableau 14 : Taux de transfert des racines vers les tiges pour 5, 9905 - Vogel-Mikus et al., 2006 :
chaque élément étudié. Valeur +écart-type. Le taux de transfert Sa,deque et, al., 2006 ; Dong et ’al 2008:

TF se calcule par le ratio :[element]feuille / [element] racine.
Her ol Ifeutle / | I raci Amir et al., 2010a; Andrade et al., 2010).

s |I3+2 o ;2 — Ceci aurait un impact majeur sur la
tolérance de la plante vis-a-vis de ces
Mg 045 0,71 040 039 067 0,39 051 060 042 052 ,,,
$0,02  #0,05 0,02 10,07 0,22 #0,04 0,25 #0,31 20,14 0,13 éléments. C_epend?-nta dans notre
ca 2,53 39 964 524 477 328 472 412 675 455 €tude les parties aériennes des plantes
+0,87 1,22 421 +1,08 242 +,04 222 0,69 +,53 #0332 jnoculées présentent majoritairement
K 107 08 108 076 1,94 073 075 104 097 100 des concentrations plus importantes
0,16 0,11 #0,28 10,15 +0,22 +0,089 +0,26 +0,18 0,14 0,37 que les non mycorhizées (San pour les

Ni 015 010 007 006 009 012 008 004 004 006 |5dalités PO et P1 pour Mn et Ni)
10,08 10,06 10,03 1000 =001 1004 2004 2001 001 20,02 I I bI . I , I ) d
Co 0,19 0,40 043 033 0,25 0,08 0,03 0,03 0,01 0,00 sem erait que, €s me_taU),( ourds
£0,15 $0,15 20,10 2004 $022 0,01 20,01 0,01 20,01 0 soient transloques depUIS Iapparell
Mn 019 0,19 0714 0,13 029 013 0,12 023 021 o20 racinaire vers le feuillage pour y étre
0,05 10,04 *0,04 002 011 +0,06 0,02 #0,05 002 0,02 gStockés Iorsque les plantes sont my-
cr 0,42 043 037 0,37 0,23 007 0,04 003 001 001 corhizées. Le tableau 14 résume le

1027 1005 006 005 025 10028 005 002 2001 2001 oo de translocation de chaque
P 1,03 088 1,12 1,02 1,11 063 0,69 077 0,74 0,79 <
0,36 0,07 0,18 024 019 0,16 0,27 0,17 0,21 #0,20 elément (FT) '

Il est obtenu en réalisant le ratio [élément]feuilles / [élément]racines (Stoltz & Greger, 2002).
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On peut distinguer plusieurs cas :

Les éléments Ca et K sont majoritairement transloqués vers les parties aériennes,
que ce soit en i+ ou i-. Le FT de P est prés de 33% augmenté par la mycorhization, indépen-
damment de la concentration en P ajoutée. Le FT de Co et Cr est multiplié jusqu’a 40 fois
dans les modalités i+, mais il reste tout de méme faible (~0,4). La translocation des métaux
lourds vers les feuilles est 'un des mécanismes clés d’adaptation des plantes en milieu pol-
lué. En séquestrant sous des formes inactives ces métaux (Cf. 1.4.3) dans des structures
dont la plante peut se débarrasser (les feuilles), celles-ci peuvent se développer sur des sols
a forte teneur en métaux lourds. Cette voie d’adaptation amplifiée en cas de mycorhization
fait partie d’'un ensemble de mécanismes qui ont été résumé par Amir et al. en 2010. Cepen-
dant cet effet accumulatif de Co et Cr en présence d’un inoculum n’avait encore jamais été
mis en évidence.

Le calcium joue un réle majeur dans la réponse au stress et la croissance de la
plante. Il est peu mobile, et son taux dans les parties aériennes est lié a I'absorption en eau
(Baeyens, 1967). Une carence en Ca entraine souvent une diminution de I'absorption de K et
d’'une augmentation des oxydes métalliques plus solubles (Co, Cr, Mn et Ni). On retrouve les
plus faibles concentrations en Ca en PO, i+P2 et P3.

Concernant le ratio Ca/Mg

PO P1 P2 P3 P4 (Figure 14), il augmente dans les

3,5 - partis aériennes avec I'augmentation

30 de P (surement di a une diminution

! de Mg) jusqu’a P3 puis diminue en

2,5 P4. Ce ratio est déséquilibré sur

a0 substrat UF (L’Huillier et al., 2010).

s 20 Dans nos expériences, celui-ci est
< :

8 1,5 inférieur a la valeur de référence et

les plus faibles valeurs sont retrou-

1,0 vées en i-. De trop fortes concentra-

0,5 tions en P peuvent perturber

0.0 'absorption d’autres oligo-éléments

[9], ce qui peut expliquer la diminu-
tion de Ca/Mg en P4. On observe

e I-t'iﬂ; .Rit-l'-RC /"Mi'T f- i;_R 4o Fanoort o GUE Famélioration du ratio Ca/Mg
igure 14 : Evolution du Ratio Ca/Mg en fonction de I'apport en < )

Phosphore, distinction entre tiges (T, vert), racines (R, marron) et constatee !Ors de I'apport de P est
inoculation (i+ : foncé, i : clair). encore meilleure lorsque les plantes

sont inoculées. Cela est valable pour
les modalités P2 et P3 principalement. L’apport de phosphore et la mycorhization permettent
donc un rééquilibrage de ce ratio. La modalité PO inoculée se distingue aussi par un meilleur
ratio Ca/Mg aérien par rapport a P0Oi-. Ceci montre qu’en conditions naturelles (sans apport
N-P-K), les AMF jouent un réle dans ce rééquilibrage. Aucune étude sur substrat UF n’a en-
core fait état de cette amélioration.

Enfin, dans les parties aériennes, on observe une corrélation positive entre I'apport
de P et [K]. Cet élément est trés mobile dans la plante et son transfert vers les parties aé-
riennes est rapide, ce qui peut justifier la forte concentration en K dans ces structures. Son
optimum est atteint en [P3 et P4] i+ (Cf. 3.2.1). Ces fortes concentrations peuvent peut-étre
appuyer I'hypothése de Smith & Smith (2011) selon laquelle 'adressage et le transfert des po-
ly-Pi depuis les hyphes mycorhiziens vers la plante serait équilibré en charges par un trans-
fert de K+.

Cependant, seule une étude fine de ces flux permettra de conclure définitivement
guant a cette hypothése. Un Schéma représentant ces flux a été réalisé par ces auteurs (An-
nexe 13).
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RECOMMANDATIONS 5

Cette section résume d’une part des pistes d’amélioration possible qui pourraient
permettre d’obtenir de meilleurs résultats lors de prochaines expériences et d’autre part des
pistes de recherche pour poursuivre I'optimisation des systémes de revégétalisation.

5.1. AMELIORATIONS PROTOCOLAIRES

Dans la mesure ou I'on ne sait que peu de choses sur la phytosociologie d’A. neoca-
ledonica (et de la plupart des espéces endémiques de maquis minier), il est préférable de ne
placer qu’une seule plante par pot pour éviter tout risque de compétition. Mieux vaut prévoir
un plus grand nombre de pot, chacun contenant une seule plante.

Le climat et 'arrosage dans la serre ne semblant pas homogénes, un systéme en bloc ran-
domisé a été adopté pour les expériences suivantes afin de répartir I'erreur sur 'ensemble
des modalités.

Etant donnés les résultats de vitesse de croissance et de mycorhization présentés au
chapitre 3, il faudra suivre ce paramétre au fur et a mesure (et non a posteriori) dans les pro-
chaines expériences afin de les arréter plus tét, avant que les plantes ne soit a saturation
dans les pots.

Des biais importants ont été décelés par rapport a la taille des plantes, avec comme
origine un rapprochement trop important des pots. La géne stérique doit étre évitée, en es-
pacant davantage les pots au fur et a mesure de la croissance des plants.

Par ailleurs, il serait intéressant de vérifier limpact de la germination sur vermiculite
puis du repiquage sur la croissance des plantes. En effet, dans le cadre de I'expérience, les
plantes subissent un stress intense lors du repiquage (passage de vermiculite et arrosage
KNOP a topsoil UF arrosé a I'eau). La germination directe sur topsoil serait a envisager afin
de sélectionner des les premiers stades de développement les plantules capables de pous-
ser sur substrat UF. Les résultats finaux seraient sans doute plus homogénes. De méme,
cette sélection aux stades le plus précoce pourrait éviter d’avoir a apporter du terreau,
source d’incertitude. Il est difficile de déterminer en quelles proportions sa présence in-
fluence la biodisponibilité des différents éléments (cependant il aurait été montré que son
apport a hauteur de 20% n’influencerait que trés légerement les concentrations en métaux
dans les plantes, comm. pers. H. Amir.).

Enfin, comme cela a déja été montré a plusieurs reprises (Jones & smith, 2004 ; Jansa
et al., 2011), l'autoclavage du sol provoque de fortes différences dans les résultats par rap-
port a un sol non autoclavé (changement des propriétés chimiques du sol, destruction totale
de la microfaune, ...). |l serait judicieux de conforter nos résultats en réalisant le méme type
d’expérience mais sans autoclaver le topsoil.

Alphitonia neocaledonica (endémique), Pionniere sur maquis minier, Parc dela riviere Bleue, A. Pierart



5.2. DANS L’OPTIQUE DE LA REVEGETALISATION

L’objectif in fine reste d’exploiter, dans le futur, ces résultats pour améliorer les tech-
niques de revégétalisation des sols miniers décapés. En effet, les terrains miniers décapés
possedent dans la grande majorité des cas une activité microbienne trés faible et une quasi
absence de spores d’AMF (ou de propagules d’ectomycorhizes) (Héry et al., 2005, Amir et al.,
1997), Il est donc nécessaire de réintégrer ces organismes dés les premiers stades de la re-
végétalisation pour espérer une bonne reprise végétale et une tenue dans le temps.

Aujourd’hui I'hydroseeding est majoritairement utilisé sur les fortes pentes. La planta-
tion manuelle reste couramment utilisée lorsque cela est possible. Cependant, dans tous les
cas le taux de survie des plantes demeure moyen voire faible (taux de germination aléatoire,
mortalité des plants aprés quelques années, ...). L'amendement et les spores mycorhi-
ziennes devraient étre intégrés a I’hydroseeding ou lors de la plantation.

L’enrobage des graines avec des spores d’AMF est une voie étudiée (Leclerc, 2012) et
qui pourrait aboutir a de bons résultats sur le terrain. Cependant, il semblerait (Bashan et al.,
2002) que l'alginate (composé étudié pour I'enrobage) soit soluble en solution phosphatée,
par conséquent il sera nécessaire de vérifier si les dose optimales de fertilisant décrites dans
notre expérience n’entrainent pas une dissolution des enrobages mycorhiziens une fois en
solution dans I'hydroseedeur, de méme pour les futures doses obtenues lors des expé-
riences nouvellement lancées. Par contre, ce phénoméne ne serait pas dommageable dans
le cas d’une plantation manuelle.

D’autre part, il sera nécessaire d’adapter cette étude aux autres plantes présentes
dans les mélanges utilisés en revégétalisation afin d’aboutir a une dose en P adéquate pour
'ensemble, sinon la majorité, des plantes utiles et efficaces en revégétalisation. Par ailleurs,
il faudrait étudier I'impact du paillage sur la mycorhization et la croissance de ces mémes
plantes. En effet, lors des chantiers de revégétalisation, un paillage est mis en place avec les
graines. Or, il a été montré en Inde (Singh & Jamaluddin, 2010) que le paillage favorise la my-
corhization et la sporulation de souches d’AMF, il serait donc intéressant d’étudier son effet
sur les souches pures utilisées ici afin d’'améliorer le stock de spores dans les sols a revégé-
taliser. L’augmentation de la quantité de spores dans les sols UF décapés est une nécessité
sur le long terme et le paillage peut étre une bonne solution, mais d’autres existent. En
Afrique du Nord par exemple, l'utilisation d’espéces végétales mycotrophes (Lavande, Thym)
a permis d’augmenter efficacement le potentiel mycorhizogéne des sols (Duponnois et al.,
2007).

Enfin, nos résultats montrant I'efficacité des AMF quant a la tolérance et au stockage
des métaux lourds chez A. neocaledonica en présence de P appuient les travaux d’Amir et al.
(2008) traitant de I'intérét d’utiliser des souches locales d’AMF. En effet, 'équipe a pu prouver
gue ces souches sont tolérantes a de plus fortes teneurs en métaux lourds que d’autres
souches commerciales et leur capacité de germination reste bonne a des concentrations
élevées en Ni, inhibitrices pour d’autres souches par exemple. L’utilisation de ces souches
sera primordiale pour une réussite optimale de la reprise végétale lors de la revégétalisation
des terrains miniers dégradés.

Pour terminer, nous recommandons pour A. neocaledonica plutdt la modalité inocu-
lée P3 (210 kg/ha™ de P), malgré une plus forte croissance en P4. En effet, un apport trop
important de fertilisant nuit & 'environnement et a la bonne symbiose mycorhizienne (diminu-
tion de %M) et peut conduire au développement de symbioses moins bénéfiques (du fait
d’'une moindre nécessité de la mycorhization par la plante) (Jansa et al., 2006, 2011).
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CONCLUSION

«Le troisieme empereur de la vingt et uniéme dynastie, a qui on apporta des pierres précieuses trouvées dans une mine, la
fit fermer, ne voulant pas fatiguer son peuple a travailler pour une chose qui ne pouvait ni le nourrir ni le vétir.»
Montesquieu, Extrait du De I'esprit des lois

De I'allemand kupfernickel, cuivre du diable ; en lien avec l'impossibilité d'extraire le cuivre du minerai de cuivre ; on croyait
que ce minerai avait subi un mauvais sort des démons. En fait, ce n'était pas un minerai de cuivre, mais bien du nickel. [7]

Les travaux présentés dans ce mémoire font partie intégrante du programme de re-
cherche CNRT Nickel de Nouvelle Calédonie. En collaboration avec I'lAC (institut Agrono-
mique Néocalédonien) et I'IRD (Institut de Recherche pour le Développement), I'Université
de Nouvelle-Calédonie (par l'intermédiaire du LIVE) travaille a la recherche de solutions
d’avenir en revégétalisation de sites miniers dégradés. Pour optimiser la reprise végétale sur
ces sols si particuliers, I'équipe travaille sur les symbioses mycorhiziennes et I'optimisation
de leur mise en place. Un des facteurs limitant principaux est la trés faible biodisponibilité en
phosphore dans ces sols ultramafiques.

Plusieurs études ont montré qu’'une concentration adéquate doit étre apportée, faute
de quoi la mycorhization ne s’installe pas durablement. Dans notre étude, cinq concentra-
tions en phosphore ont été testé sur une plante pionniére de maquis minier (A. neocaledoni-
ca) (de 0 & 2t.ha™ de Superphosphate Triple). Les résultats tendent & montrer qu’avec un
apport de 1t.ha™ de cette substance commerciale (soit 210kg.ha™ de P), le taux de mycor-
hization est optimal (18%) sur cette plante qui n’est que moyennement mycorhizée en condi-
tions naturelles. La croissance et la biomasse végétale ont certes été plus importantes a
2t.ha", cependant la baisse de mycorhization mesurée (-13% par rapport & I'apport optimal)
et les bonnes pratiques environnementales nous conduisent a préconiser un apport de fertili-
sant plus faible et en faveur de la mycorhization. Nous avons par ailleurs pu montrer une
amélioration de la tolérance au stress hydrique par la mycorhization ainsi qu’un rééquilibrage
du ratio Ca/Mg. Ce rééquilibrage n’avait encore jamais été observé sur sol ultramafique, de
méme que 'augmentation de la translocation et du stockage du chrome et du cobalt dans les
parties aériennes. Une étude microscopique devra encore étre menée sur les prélévements
de feuilles afin de localiser et identifier les zones et moyens de séquestration de ces élé-
ments. De méme, la biomasse végétale est nettement améliorée par la mycorhization lors-
que l'on ajoute 1t.ha™ de Superphosphate Triple. Ceci permettra & moyen termes une aug-
mentation plus rapide de débris végétaux au sol, permettant a la fois une augmentation du
potentiel mycorhizogéne du sol en agissant comme paillage mais aussi une amélioration
durable de la structure et des propriétés physico-chimiques de ces sols dégradés par I'apport
de matiére organique.

Des biais dans le protocole ont cependant participé a la diminution de la significativité
des résultats et les expérimentations suivantes (Costularia comosa et Carpolepis laurifolia)
ont intégré plusieurs corrections protocolaires afin d’assurer leur réussite.

Enfin, une partie du travail a porté sur le dosage de la Glomaline, comme mesure de
la présence de la symbiose mycorhizienne, cependant, aucun résultat exploitable n’est res-
sorti de ces analyses. De fait, il serait intéressant de poursuivre dans cette voie pour éviter
les biais évoqués par Smith & Smith (2011) lors de [lutilisation du taux de mycorhization
comme seul indicateur de la présence de champignons mycorhiziens a arbuscule.
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Annexe Il : Population Calédonienne
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Annexe IV : Localisation des Hotspots mondiaux de biodiversité
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Annexe V : Formations végétales Calédoniennes & endémisme

A : Forét humide d’altitude
B : Maquis minier d’altitude
C : Maquis minier de basse altitude
Crédit photo A.Pierart

A.Neocaledonica se retrouve dans I'ensemble de ces
milieux sous différents écotypes.
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Annexe VI : Scénario géomorphologique de la NC
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Annexe VIl : Caractéristique et distribution des substrats Ultramafiques en NC
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A : Carte géologique, IRD

B : Localisation des substrats
ultrabasiques, jso.revues.org
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Annexe VIl : Expansion de I’exploitation miniére
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Annexe IX : Exemples d’érosions et destruction des habitats

-4 a .

»

http://jso.reves.org/docannexe/mage/4052/img-3.png

a - Ancienne mine (Thio), I'érosion se poursuit (>50ans aprés arrét d’exploitation)

b - Mine en activité (Thio), destruction totale de la végétation sur des dizaines de km?
¢ - Nouvelle mine du sud de la Grande Terre, zone d’implantation

d - Vallée de la Kwé ouest, zone de décantation de boues épaissies

e - Figures d’érosion sur sol latéritique consécutives a la déforestation (riviere de La Coulée)



Annexe X : Techniques de revégétalisation

HYDROSEEDING

A : Camion d’hydroseeding en aspersion,

B
C

http://www.topgunenterpriseslic.com/images/aboutTopGunEnterprise2.jpg
Stériles hydroseedées (mulch visible en brun foncé sur les pentes),
http://i22.servimg.com/u/f22/14/12/44/27/617 .jpg

Revégétalisation par plantation manuelle,

Photothéque Siras.nc
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Annexe XI : Types de mycorhizes et classification

Ectomycorhizes =
‘;':':"‘f (€3

AMF
Mycorhlze ] mycélium
arbut0|desl/ / intercellulaire

 manteau

Endomycorhize des // \
hélianthemes & /)
bruyeres /(

/)

{
\\ Endomycorhize a

j pelotons des orchidées

i
|

5 grands types de mycorhizes, adapté de http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimede/fichiers/22964/22964002.jpg
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Annexe XIlI : AMF et occupation du sol

1
A F— RACINE —ote ENDOUYCORNIZE VA -‘
! : SPOROCARPE (Smm) :
i i : i
: o ; SPORE (50u-500u) "
CYLINDRE CENTRAL “—
i ® HYPHES (10u-20p)
CORTEX
EPIDERME
® ®
@ )
® ®
APPRESSORIUM '
p- ® .
ARBUSCULE ——_ ® ® '
VESICULE INTERNE |~ ® '
( CHLAMYDOSPORE ) —= -
C———— ¢
[———— ® 1
POILS _o—F—7mo ! 1
ABSORBANTS — VESICULES EXTERNES <50y :
i ® ® ® i
] 1
1@ N\ ) !
| 1 |} |}
' : - '
A J
!... A — P 8 !
A- ZONE D'EPUISEMENT DU PHOSPHORE DE LA RACINE ( 1mm)
B- ZONE D'EXPLORATION DE LA MYCORHIZE (JUSQU'A 8cm)
Extension de la zone d'épui du phosph d'une endomycorhize VA, (P = ions phosphate).

A : Epuisement de P au niveau de la rhizosphere et intérét de la symbiose my-
corhizienne, http://www.iftech.fr/Files/18760/S5000-shema.jpg

B : Photo d’un appareil racinaire fortement mycorhizé. L’occupation du sol est
nettement améliorée, http://www.soil-carbon-regeneration.co.uk/biochar/wp-
content/uploads/2012/05/amf-symbiosis.gif
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5. pH regulation
and charge balance?

(o9)

Benefits: e.g. improved growth, nutrition, fitness, tolerance,...

Annexe Xlll : Transfert de P au niveau de la mycorhize

3. Orn broken
down or recycled?

Sucrose Fate of organic C
L and CO57
v
SUCTrose m— Hex.ose
y ¥
exose
Norg o CO, — NH,
T \ > Gln
¥
NH; == NH4* NH;* <= Urea €= Orn <+— Arg* = Arg* -
Pi- <=+ Pi- Pi- == polyP- <= polyP- NO; -
kA
l IRM e

Porg™

Apoplast

Root cell

1. pH regulation
required

= NH4+

- H+
- NOy

ERM

\
AN

6. What
balances
Porg=?

2. Does K+
or Arg* balance
polyP-?

4. NH,* &Pi-

efflux mechanisms?

Environmental gradients: light intensity, available nutrients,...

y

Partner identity = functional diversity

Plant developmental stage, starting biomass, stress
Fungal infectivity and aggressiveness
Environmental settings (CO, levels, temperature)
Time

A >: 4
Net benefits T E
: M+ > NM N : §
: e, 2 |
P g
: -
2 : B
: Benefits=costs, net benefits = 0 : E
? (e.g. M+ plants grow same as NM plants) $
H HE )
: Net costs : g
: Q{_Q M+ < NM H
H Possible shifts due to: v S

s

2

o

A : Voie hypothétique de transfert du phosphate inorganique dans les hyphes et ra-
cines. D’aprés Smith & Smith, 2011. Le potassium est I'un des élément suggérés pour
équilibrer le transfert des poly-Pi, avec le magnésium et l'arginine.
B : Equilibre relationnel de la symbiose mycorhizienne (Jansa et al., 2011). La sym-
biose ne peut s’installer et étre efficace que lorsque le bénéfice est supérieur au codt
en carbone pour la plante. Cette marge dépend des conditions environnementales,
édaphiques, de la plante et du champignon.
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Annexe XIV : Photos d’Alphitonia neocaledonica

Bourail

®  Alphitonia neocaledonica

® Commune

Tontouta

W Substrat ultramafique Yote

I L J
A A.neocaledonica aprés un an en serre, A. Pierart
B : Fruit en maturation (vert) et a maturité (rouge sombre a noir). Graines hémisphériques
rougeétres. Fructification de décembre a janvier. Endemia.nc
C : Fleur blanchéatre, 5 pétales. Regroupées en grappes veloutées. De décembre a mai. En-
demia.nc
D : Feuilles. Simples, entieres, alternes, pétiolées et coriaces. Dessus luisant vert foncé.
Dessous pubescent de blanc a brun roussatre. Endemia.nc
E : Localisation d’A. neocaledonica (L 'Huillier et al., 2010)

Nouméa
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Annexe XV : Design expérimental

NKP4
NKPa
NKP3
NKP3 w
[
NKP2
NKP2 Costularia 8-
NP1 ~ Non-inoculées 2
NKP1 o
NKPO. g
NKPO I
NOKOPO
| Noxoro | NKP4 | NKP4
7 NKP4 | NKP4
NP3 | NKP3
NKP3 NKP3
Alphitonia NKPZ NKP2 ’
inicfu 1é e, s NKP2 NKP2 Costularia
:::: NKP1 NKP1 |noCu|éeS
NKP3 NKP1 | NKP1
NKP3 NOKOPO L :::: 4)( 1’ 5 m
NOKOPO
:::; _Alphitonia NOKOPO im
NKPL Non-inoculées NOKOPO
NKP1 |
6m
NOKOPO
NOKOPO
28cm
Sorgho pour culture
de souches pures
.
Entrée

Représentation schématique de 'emplacement des différentes modalités dans la serre,
vue du dessus.
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Annexe XVI : Validation statistique de I'utilisation de I’Anova.

Cette vérification des hypothéses initiales de 'ANOVA est réalisée a l'aide du package
RVAidemémoire de R. Sa représentation graphique permet un apercu rapide de la validation
de ces hypothéses.

Residuals

&

30 40

20

Le graphique Residual vs fitted vérifie I'équivariance et I'indépendance des résidus.
La ligne rouge représente la tendance du nuage de points. Si cette ligne ne s’éloigne
pas trop de I'horizontale, les hypothéses d’équivariance et d’indépendance sont ac-
ceptées. (lorsque la dispersion verticale des points est assez constate).

Le graphique Normal Q-Q plot teste la normalité des résidus. Cette hypothése est
acceptée quand les points sont majoritairement alignés sur une droite.

Le test réalisé est un test de Shapiro-Wilks appliqué aux résidus.

Residuals vs fitted A Normal Q-Q Plot Residuals vs fitted B Normal Q-Q Plot
— (=]
o = o f=T a o o
©3 (<]
- (=] =} =}
©3
© = @ o @
(=] ™ 7 ™
| 8 o @ g ; g [s] 8 ” @O
8 g s g
5 v 2 o ° g 2
8 2 g o : > §
a - o o 8 o =] &
o H o o
g € oo gl @ g o
@ 2 g ° @
i < g & 8 S &
o o & 8 &
(}l = o (=] o =]
< (}l * [«] [s) (‘:l oo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 -3 101 2 3 0 10 30 50 2 -1 0 1 2
Fitted values Theoretical Quantiles Fitted values Theoretical Quantiles
A : Résultats de la validation des hypotheses pour le modele

taille~Inoculation:Phosphore au jour 442. Résultats similaires aux autres dates
pour la taille, la biomasse aérienne et pour les analyses de métaux et mineraux.

B : Résultats pour le modéle biomasse racinaire~inoculation:Phosphore. Un
écart plus important est visible par rapport a I'horizontale. Les biais protocolaires
discutés en section 4 sont surement a incriminer. Cependant TANOVA est un test
robuste acceptant de type d’écart.
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Annexe XVII : Courbes étalons des dosages métaux
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Annexe XVIII : Spores, Arbuscules — observations microscopiques

A : Pelotons d’hyphes d’AMF sur racine jeune d’A. neocaledonica
B : Vésicule et arbuscule de Glomus sp., coloration au bleu de Trypan

C : Spore de Glomus sp. Observée a la loupe binoculaire.
Crédit Photo — A. Pierart & N . Leclerc
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