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ABSTRACT

In order to make easier the reestablishment of New-Caledonia endemic species on
degraded soils by Nickel mining exploitations when topsoil use is impossible, the use of
mycorrhizal symbiosis seems to be a good opportunity. Indeed, those micro-organisms
provide plants with the ability to resist to water and metallic stresses. To ensure plants
mycorhizis from their germination after hydroseeding, so for better performance in
revegetation, we tested a mycorrhizal seed coating technic which appears to be the best with
Alginate at 12,5g/L in distilled water which pH is taken to 7,5 containing mycorrhizal fungi
spores. If this technic leads to the half the AMF spores germination, it permitted 40% of roots
mycorhization, a rate barely reached by classic inoculation with double quantity of inoculant.
By the way, this coating can also be stored once dry without mitigating these proprieties.

Key words: seed coating, alginate, mycorrhizae spores, hydroseeding, mine sites
rehabilitation.

RESUME

Pour faciliter la réimplantation d’especes végétales endémiques de la Nouvelle
Calédonie sur des sols ayant été dégradés par 1’exploitation miniére lorsque la réutilisation de
topsoils est impossible, I’utilisation de la symbiose mycorhizienne semble étre une technique
intéressante. En effet, ces micro-organismes conférent aux plantes une capacité de résistivité
aux stress hydrique et métallique. De maniére a assurer la mycorhization des plants des leur
germination apres hydroseeding, nous avons mis en place une technique d’enrobage des
graines d’espéces endémiques a partir d’Alginate, concentré a 12,5¢/L, dissout dans de 1’eau
distillée dont le pH a été ajusté a 7,5, contenant les spores de champignon mycorhizien. Si
cette technique entraine une diminution de moitié du taux de germination des spores pour un
méme temps de germination, elle permet tout de méme un taux de mycorhization racinaire de
40% pour les plants dont les graines ont été enrobées. Un taux a peine atteint par inoculation
classique avec un inoculum deux fois plus riche en quantité. Cet enrobage peut, par ailleurs,
étre conservé une fois séché sans perdre ses propriétés.

Mots-clefs : Enrobage, alginate, spores de champignon mycorhizien, hydroseeding,
revégétalisation de sites miniers



REMERCIEMENTS

Merci a Céline Grymonprez, malgré un abandon prématuré, de m’avoir acceptée sur ce stage et
permis de découvrir une magnifique contrée lointaine. Merci a Hamid Amir pour m’avoir offert une grande
autonomie accompagnée d’un précieux suivi lors de ce stage dans les laboratoires du LIVE. Merci a Armin
Bischoff, mon tuteur de stage, pour ses conseils lors de la rédaction de ce mémoire.

Merci a toute I'’équipe du LIVE pour les cafés et gateaux partagés dans la joie et la bonne humeur, avec
un remerciement tout particulier pour Valérie qui m’a aidé a faire mes premiers pas dans I'enrobage, Stéphane
pour son role de maitre de stage adoptif, Simon pour toutes ces heures de détente bien méritées, Matthieu
pour ses conseils avisés sur la thése, Léa pour son rire. Merci aux stagiaires du PPME pour nous avoir donné
I'image d’étudiants tres studieux au LIVE.

Bien sUr un grand merci a toutes les personnes que j'ai croisées plus ou moins longtemps, plus ou
moins intensément a la résidence internationale, toutes sans exception, car sans vous ce voyage a |'autre bout
du monde aurait été bien différent.

Entre autre un grand merci a Emilie pour tes rires, tes larmes, tes doutes et tes convictions, vive la
Bretagne, aux Francis pour leur humour décapant, Stéphane pour ton enthousiasme, Charlotte pour ton calme
et tes supers gateaux au Carambar bien meilleurs que les miens a I'alginate, Jess pour ton énergie et tous ces
muscles que j'ai découverts grace toi, a Oliv' de m’avoir laissé gagner la compétition et tous les autres que je
n’oublie pas évidement. Merci a Martin, Benichou, Stéphane de m’avoir permis de découvrir mon talent de
coiffeuse et surtout a Léo d’avoir veillé sur nous durant tout ce temps.

Merci a Jaques pour ces heures passées a rouler ensemble a travers Nouméa et grace a qui je pourrai
rouler seule maintenant a travers la monde. Merci les smurfs !

Et enfin, un grand merci a ma famille et plus particulierement a mes parents, mes freres et sceurs :
Charles, Vass, Nanc’ et Nono pour leur soutien, leur présence, leur amour malgré mon absence durant toutes
ces années d’études, vous étes en grande partie responsables de ce que je suis aujourd’hui. Je vous laisse juger
seuls de ce qu’il faut en tirer. Merci a ma belle-mére et mon parrain pour leur soutien respectif dans tous mes
projets.

Merci a Antoine pour ta patience et ce voyage... qu’il ne s’arréte jamais !

- Oleti -



Enrobage de graines avec spores d’AMF

Table des matieres

ABSTRACT ..ceiiiiiiiiiiiiiniiietiiiiiisnssietesisissssssseeesssssssssssesessessssssssssssssssssssssssasessssssssssssssesssssssssssssasessssssssssssanenssns 3
RESUMIE ......iititiiiiiniiinniietinsenetes e ssssssasssesssssssssansssssssssssssnnsaassssssssssnnnsessssssssssnnnnessssssssssnnnsassssssssssnnnnnns 3
REMERCIEMENTS ....cooiiiiiiiiiiiiniiiinniieieniisisssssmeeesisssssssssesessssssssssssasessssssssssssasessssssssssssassssssssssssssassssssssssssnsane 4
TABLE DES MATIERES ......ccotiiiiimttiiiiiiinnntieeinnisnennssessssssssanssseesisssssssssasssssssssssssssssssssssssssnssassssssssssnnsnssssssss 5
GLOSSAIRE ....cooiiiutnniiiiiiiiiiinnniteesiisissssssssesissssssssssseessssssssssssasesssssssssssssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssanessssssnns 8
LISTE DES ABREVIATIONS ......cciiiiiiimtiiitiiiiiinnnniiieiiiisennssesssisssnnsssesesissssssssesssssssssssssassssssssssssssssssssssssnns 10
LISTE DES FIGURES .....ouetiiiiitiniiiencintennenessssenessssanne s ass s s anessssans e ssssan s e sessan s e sessnsasssssnsessssansessssanasssssananns 11
LISTE DES TABLEAUX .....uutiiiiiiiiiiiiniiiiennnnnsseesnssssnssssssnssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnssssssssssnns 11
LISTE DES ANNEXES .....oeeiiiitiiiiiitiniineiiisenessisenessssassessssass s sssanesssssnsessssansssessanssssssnnasssssnsessssansessssanasssssananns 12
AVANT-PROPOS ....courrrrriiiiiiiiiiiiiiiiiiissessisessisssssssiessssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssassssssssssannsanesssss 13
INTRODUCTION .....ccoiittiiiitttniisttesissneesisasessssssessssassessssassssssasesssssssessssanasssssanassassasesssssnsessssansessssansessssananns 14
L= 7 I 0 g Y N 16
1.1. ACTIVITE MINIERE ET REVEGETALISATION EN NOUVELLE-CALEDONIE........cccccetriiiinnnnnneeenicissssnnnneeesssssnnns 16

I.1.1.  ACTIVITE MINIERE ET CONSEQUENCES ENVIRONNEMENTALES
Geneése et caractéristiques des SOIS UItrAMASIQUES ............ccccuueeeeceieeeeiie e s e st ees e e seaeestea e
Evolution des méthodes d’exXtraCtion MINIEIES............cueveveiiveririessiiesiieesiteesiteesiteesieessteesteessseessesssseesases
CoNSEQUENCES ENVIFONNEMENTAIES ......ccccuveveeeieeessiieeeeiteeeetee e s st te e e ettt e e sesteaesasteaessstaasssteassasseaessstessnnses

1.1.2 LA NOUVELLE-CALEDONIE : UN TRESOR BOTANIQUE MENACE......cceteteiauurrerereeeaaiunrereeeessasanrerenesesesannnssseesesssannnneee
Endémisme, micro endémisme et hotspot de biodiversité

L@ MNAQUIS IMUNUCE .ottt ettt ettt et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaes 18
Le r6le de 10 COUVEITUIE VEGOTAIE. ..........coc.uueeeeeieeeeeeeeeecee et s et e e st e e st e e s ssta e s s taeaessaseaessseeassssseaanans
1.1.3. LA REVEGETALISATION DES SITES IMINIERS ...ceeeeeesuurrttreeesesaauunreeeeesssaaunnsereresssesannraneeesssasannsenenesesesannsnneeesesssannnnneee
Concept de la restauration écologique et application a la Nouvelle-Calédonie
Evolution des [0iS et PriSe A€ CONSCIENCE ............uuuueeiieeeeeiriieeeeeeeectteeee e e eettce et e e e e e e ssttaeeaeeeesssssaseaaaeesssees
Premiers essais de revégétalisation et mEthodes ACtUCHES...............ceeecveeeeeecireesiieeeciee e escieeessieaaens

Focus sur I'ensemencement hydraulique ou hydroSEediNg ...............uueeeeeeeeciiieeieeeeeeiiiiiiiiee e eeeccciiveaaaeeeeeans
1.2. LA MYCORHIZATION CONTROLEE PAR ENROBAGE : UN ELEMENT ESSENTIEL A LA REVEGETALISATION... 21

1.2.1. MYCORHIZES ET ROLE DANS LE DEVELOPPEMENT DES PLANTS

=210 Lo (o1 1) oo g o] 7{=X SRR
Endomycorrhizes et croissance de la plante.........

1.2.2. ROLE DES AMF SUR SOL UIMPF ...ttt sttt ettt et sat e e sate e sat e sateesat e e sabeesateessbeesateesabeensteesaneenanes
Réle dans 1a diSponibiliteé €N PROSPRAOIE ..............ueeeeeeeeeeeee e eeteeeetta e ettt e e e e e e staaeesiraaaesstseaaens
Réle dans la protection face QUX MELAUX JOUITS..........cccccuveeeeeeiieeeeeeeeceeeeetee e et eeesteeeesttaaesereeaeesssaaanns

1.2.3. ASPECTS TECHNIQUES ET PRATIQUES DE LA MYCORHIZATION CONTROLEE, APPLIQUEE A LA RESTAURATION ECOLOGIQUE DES

TERRAINS MINIERS. e uveeureesureesuteesseesuseesseesaseesseessseesseessseessssessessnssessesanssesnsesenseesnsesesssesssesssssesssesenssesssseessesnsees 23

1.2.4. L’ALGINATE : UN MATERIEL INTERESSANT POUR L'ENROBAGE DE GRAINES D’ESPECES ENDEMIQUES AVEC SPORES D’AMF,

UTILISEES EN REVEGETALISATION PAR HYDROSEEDING ...ceuveteutreruteesseesseessseesaseessseesasesssseessessnseesasessnseesssessnseesssessnseesn 24
Origine et StrUCtUIe de I'QIGINGATE............cccceueeeeeeieee ettt e ettt a e e e e ettt e e e e e e e s ttseaaaaaeeesssssanees 24
Propriétés mécaniques et physico-chimiques de VAlGINALe...............oeeeeeeeeeciieiieeeeeeiiieiiee e eeeccciieeea e e e 24
Utilisation générale de I'QIGINGLE...............occueeeeecueeeeeeeee et e et es e e et e e et e e e st e e e sstsaaessaseaeesseean 25



L’alginate pour I'encapsulation de mMiCro-0rgaNiSMES...............uceeccueeeeeevieeesiereesiieeeesieeeesiteeeesiaeseessesaenns 25
Il. MATERIEL ET MIETHODES ....ccuuiiiieiiiiieiiiineiiineesiiisessisissssisissssssissssssisnssssssnssssssnssssssnssssssnssssssnsssssanssssssnsssnss 26
111, MATERIEL VIVANT .cciiiieeiiinsnesiissnnessssssesssssnsesssssnssssssnesssssnsesssssnsessssanssssssanssssssasesssssnsassssanssssssanassssnsasss 26

[1.2. 1. IMIATERIEL VEGETAL.1euuvteeuteesureessseesuseassseessseesssessssesssssssssesssssesssssssssssssesssssssssesssssssssesssssesssssssseessssensessssssssses
(00X 7] [ T/ [s Weole Ty 1o Yo HUUO PRSP
AIPhitonia NEOCAIEAONICA .........cccueeeeeiiieeeeeeee ettt sttt e st e st e e ne e
GymNoStomMa dePlaNCREANUM.............cccuveeeeeeieeeeee ettt e et e e et a e st e e e ettt a e e s etaaeestteseessseaeeanees
[0 e T (oY g Tt Y K Yoo X 1o PRSPPI
R el ge LTV IR o o | =2 USSP
Lots de graines SIRAS

11.1.2. LES SPORES D’AMF ET EXTRACTION

11.2. AMELIORATION DU PROTOCOLE D’'ENROBAGE ........cccccvveremmmmmmmmmmmmmmmssmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 28
11.2.1. CONDITIONS DE MANIPULATION ...euvieuveeseesseesseessenssesssesssesssesseessesssesssssssessesssesssesssesssssssesssessessssessesssssssssesssens 29
11.2.2. PROTOCOLE D’ENROBAGE ET VARIABLES A TESTER POUR SON AMELIORATION. ....vveeiureesereesereensreessseesnseesseesssessseennnes 29

La concentration de 1a SOIULION d’AIGINGTE ...........cccueeeeeeiiieeeeeee e et esee ettt e e et eeestaa e e s iraaaeestsaaeens

Le pH de I'eau distillée utilisée pour la solution d’alginate
La technique d’enrobage ................ccocceeeeeeveeeeciieeeiiieeesiiveeeeinns
11.2.3. ESTIMATION DE LA QUALITE DE L'ENROBAGE
11.2.4. SUIVI DE GERMINATION DES GRAINES ENROBEES «...eevveesuveerureesueeessreesueessseesseeessesssssessseesssesssssessseesssssnsesssessnsens
11.2.5. SUIVI DE GERMINATION DES SPORES
Coloration et comptage..........cccceeeeevvveeccvveeencrvennn.
Préparation du bleu de trypan et du lactoglycérol

11.3. EFFICACITE DE LA METHODE D’ENROBAGE DES GRAINES : MYCORHIZATION DES PLANTS. .......cccceeuurene 31

11.3.1. CONDITIONS EXPERIMENTALES .ceetiiiiutttrteeeetiieirertreeesesemereteeessseimaree et e s s sessmraneeeessesnnraneteeesesamnanneesesssennnnnee

[1.3. 2. IMIODALITES ...ttt e e e ettt e e e e ettt e e e e e s bbb e e e e e e s aae b e e e e e e e s e s ne s et e teeeseaannbaeeeeeeaeaannbabeeeeeeesannsnneeeeeeesannnreee
11.3.3. TAUX DE MYCORHIZATION ..veteiuvteeeeureeeeaeeeeesasseesesssseesassesesssssesesssessssnssseesssssesssssseessnssessssssssessnssessssssssssnssens
(016] o] g L a oY e (X3 1 1) ol 4 1 17=X 3OS
Montage........cccoeveeeeeeeeeieeeeeeeeeeenn,
Observation
Intensité globale de 1G MYCOTRIZALION.............cccuveeeeeieeeesie et s e este e ettt e e sttt e e s sttaeesseeassssseaenns
11.4. STOCKAGE DE GRAINES ENROBEES AVEC DES SPORES D’AMEF ........ccoiieinnnmmreniiiiisssssnneenssnsssssssnnsessssssssssnns 34
11.4.1. EFFET DU SECHAGE DE L'ENROBAGE SUR LA GERMINATION DES GRAINES ..c.uveerureerureenureessreenseeeseeesseeeseessseeeseesnnens 34
11.4.2. CONDITIONS DE STOCKAGE ....ttttteeeeesuuterteeeesaaauretteeeesesaauusseeeeesssaasnsseeeeeessaaannsaneeeessasassaseaeeesssaansnseeeeesssannnnsene 34
11.5. ANALYSES STATISTIQUES DES RESULTATS ....cccitiiiiiiirnnneniiiiiissssnnsenississssssssenssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssnns 34
I1l. RESULTATS ET DISCUSSION .......couiiiiiuiiiinniiiineiiiissiiimsssiiisssssissssisissssisiesssisiessssstsnsssstsssssstsnssssssnssssssnsssnss 35
111.1. AMELIORATION DU PROTOCOLE D’ENROBAGE ........ccccttiiiiiiinnnneniiiiiissisnnsensisissssssssssessssssssssssssssssssssssnns 35
I11.1.1. INFLUENCE DES DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA QUALITE DE L'ENROBAGE ...cecuveeiuveerereesireessseesseesiseessseesseeessseesenes 35

Influence de la concentration sur la qualité de cet enrobage

Influence du pH de ’EDSA sur la qualité de cet enrobage
Influence de la méthode d’enrobage sur la qualité de cet enrobage
Bilan sur la QUALILE de I'8NIODAGE ............ooeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e ettt e e e e e e sstsasaaaaesesaaes
I11.1.2. INFLUENCE DES DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA GERMINATION DES GRAINES ....eeuveenuieerireenireenireesireesseesseeeseeesaees 37
Influence de la concentration de I'alginate sur la germination des graines ............ccccceeeecvvevscveeensienennns 38



Enrobage de graines avec spores d’AMF

Influence du pH de I'eau distillée stériles (EDS) utilisée pour la solution d’alginate sur la germination des

Lo [ L1 L= PP TPPPUPP PR 39
Influence de la méthode sur la germination des graines ...............cocueeecveeeeccereesiieeeecieeeesceeeesieeaeesreaanns 40
Bilan sur la germination des GraiNes ...............oocueoeueeiieerieeiieeeee sttt ettt 40
I11.1.3. INFLUENCE DES DIFFERENTS PARAMETRES SUR LA GERMINATION DES SPORES ....vvveuveerureenureensreesieeesseesseesseeeseesnaees 41
Influence de la concentration sur la germination des SPOres...............cccovvueeecueenvieenceeenieesieesieeseee e 41
Influence du pH de I'eau distillée utilisée sur la germination des SPOIes .............ccceeecveeeeviiveeesiiereesivenaans 41
Influence de la méthode sur la germination des SPOIES............ccoovvueeecueencueencieeiieesieeseeeee e 42
Bilan sur la germination AES SPOIES..........c.uueeeeueeeeeeeeeesieeeeeeeestee e e st e e e sttt e e ssesa e s tsesessssassessssaeesssesannns 42

111.2. EFFICACITE DE LA TECHNIQUE D’'ENROBAGE AVEC SPORES D’AMF DE GRAINES PAR RAPPORT A LA

TECHNIQUE D’INOCULATION CLASSIQUE. ........cocoennunmeeiiiinissssnseenssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssss 43
111.3. STOCKAGE DES GRAINES ENROBEES : PREMIERS RESULTATS ....cccevumimmmmmmmmmmmmmmnmmmnmemnmmmmmmmmmmsmssssssssssssssnnes 44
[11.3.0. SECHAGE DE L'ENROBAGE...cc.uttesuteesureesureessreesseessseassesesssesssseesssesssssesssesssssesssesssssssssesssssessesssesssseensssesssesssees 44
111.3.2. CONSERVATION DES GRAINES ENROBEES ....vveieieuteeeesureeeeseresessuseesessseeesansseeesssssessssseesssssesssnsseessssseesssssessssnseens 45
Conservation du potentiel germinatif des GraiNes..............cccuueeecieeeeeeiieieeeiieeeeeieeeeeseeeeecireaaesiereeesreaeesaees 45
Conservation du potentiel germinatif des SPOIES ...........ccueeveeeiiieriieiiiesieee et 45
CONGCLUSION.......uutiiiiiiiiiiiisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 47
BIBLIOGRAPHIE .......ccoovvieiiiiiiiiieieeeeeeieeeieeeeeeeteeeeeeesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 48
R I 0T Y o] o 54
ANNEXES ...ttt sssssssssssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 55



Glossaire

AMF

Arbuscule

Autochtone

Biodiversité

Biotrophe

DSE

Ecosysteme

Edaphique

Endémique

Hotspot

Arbuscular Mycorrhizal Fungus. Forme de mycorhizes archaique (apparue au
Dévonien lors de la colonisation des continents par les végétaux) associant un

champignon de I’embranchement des gloméromycétes avec un végétal
(L’Huillier et al., 2010).

Structure typique de la symbiose MA qui se développe dans les cellules
pénétrées 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 rappelle celle d’un arbuste (L Huillier et al., 2010).

Qualifie ce qui habite en son lieu d’origine, son caractere « local ».

« Variété et variabilité de tous les organismes vivants. Elle inclu la variabilité
génétique a I’intérieur des especes et de leurs populations, la variabilité des
especes et de leurs formes de vie, la diversité des complexes d’especes associés
et de leurs interactions, et celles des processus écologiques des systémes qu’ils
influencent ou dont ils sont acteurs » (XVIlIe Assemblée Générale de I’'TUCN,
Costa Ric, 1998)

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

Dark Septate Endophyte. Regroupe un ensemble de champignons ascomycetes
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 integre aussi leurs interactions (L’Huillier
etal., 2010).

En écologie, ce qui a trait a un facteur écologique lié au sol (pH, Humidité,
concentrations, ...). En Pédologie, ce terme désigne ce qui se rapporte au sol
(L’Huillier et al., 2010).

Qui est particulier a une localité donnée. Ici, espéce dont I’aire de répartition
naturelle ne s’étend pas au-dela de la Nouvelle-Calédonie.

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

Hydroseeding Technique consistant a asperger les sols nus avec une solution contenant des

résidus 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.
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Filaments cellulaires dont est constitué le mycélium des champignons
supérieurs.

Substance introduite par inoculation
Ensemble des matériaux meubles riches en oxydes, en hydroxydes de fer et en

aluminium, constituant les sols provenant de 1’altération poussée des roches
sous climat tropical (L’Huillier et al., 2010).

Maquis minier Formation végétale arbustive et herbacée plus ou moins buissonnante, située

Mycorhize

Péridotite
Restauration
Ecologique

Rhizosphére

Roche Ultra-
Mafique

Saprolyte

sur substrat 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).

Roche magmatique regroupant les harzburgites et les dunites. Roche
fréguemment altérée par serpentinisation.

Processus qui assiste I’autoréparation d’un écosysteme dégradé ou détruit.

Zone du sol dans laquelle s’exerce l’influence des racines des plantes,
notamment sur la microflore par I’intermédiaire de substances chimiques
sécrétées par les racines.

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
mere, due a I’action du climat, sans avoir été transportée. Elle est souvent
friable et contient un mélange de nouvelles structures et restes de la roche
mere. Elle peut étre enrichie en Ni dans le cas d’une altération de péridotite
(L’Huillier et al., 2010).

Sol latéritique Sol rouge vif a rouge brun, tres riche en oxyde de fer et en alumine, formé sous

Symbiose

Topsoil

climat tropical. Pauvre en matiére organique, en silice et en éléments nutritifs
fertilisants (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.

Terme anglophone désignant la partie superficielle du sol dans laquelle
I’activité biologique est plus active, renfermant notamment semences et spores
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AVANT-PROPOS

Ce stage fait partie du programme CNRT-Ecomine sur la « Caractérisation et
fonctionnement de sols de surface (topsoils), d’especes végétales et des champignons
associés, des maquis miniers de Nouvelle-Calédonie. Application & la restauration écologique
des terrains dégrades ». Placé sous la responsabilité de M. Hamid Amir, directeur du
Laboratoire Insulaire de Vivant et de I’Environnement (LIVE) de 1’Université de Nouvelle-
Calédonie (UNC) et professeur en microbiologie, il réunit de nombreux acteurs de la
recherche sur la revégétalisation de la Nouvelle-Calédonie, notamment le LIVE, I’Institut
Agronomique Néo-Calédonien (IAC), I’Institut de la Recherche pour le Développement
(IRD) , le CIRAD, I'INRA, le CNRS et enfin la SIRAS-Pacifique, Société Internationale de
Revégétalisation et d’Aménagement des Sites. Il répond aux objectifs de la sous-tache 3 (sur
3) de la tache 2 (sur 3) du volet 2 (sur 4) de ce programme. Cette petite partie, qui a tout de
méme occupé tout mon stage, n’ayant fait intervenir que la SIRAS-Pacifique et le LIVE, j’ai
choisi de ne mentionner que ceux-la dans le reste de mon rapport pour alléger le texte et plus
de lisibilité. Les autres partenaires n’en restent pas moins importants pour le projet global.

Les travaux présentés dans ce mémoire sont la suite directe d’un stage réalisé en 2011
par Christophe Zilliox (AgroParisTech). Son mémoire a donc été la base de mon travail.
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Introduction

A la fin du XIXe siécle, la Nouvelle-Calédonie était le premier pays producteur
mondial de Nickel et devint premier producteur de Cobalt au tournant du XXe. Son histoire et
son économie sont intimement liées a la richesse et la particularit¢ de ses sols.
Malheureusement les richesses naturelles ne sont pas éternelles et les filons garniéritiques
dont la teneur en Nickel était de I’ordre de 15% lors des premicres exploitations ont disparu
dés 1920. Pour garder son rang actuel de cinquieme producteur mondial de Nickel, les
industries miniéres ont di alors s’attaquer aux roches latéritiques titrant a 1,5 % de Nickel,
généralisant ainsi les exploitations a ciel ouvert. Cette technique nécessitant le décapage du
couvert végétal et des horizons supérieurs ainsi que le stockage des stériles miniers sur
d’importantes surfaces défigure les magnifiques paysages Neéo-Calédoniens. Cette
détérioration n’est cependant que la partie visible de 1’Iceberg des dégats causés par
I’exploitation miniére sur le milieu. En effet, ces sols ultramafiques qui font la richesse de la
Nouvelle-Calédonie, sont aussi 1’origine d’une biodiversité végétale exceptionnelle présentant
un fort taux d’endémicité. Ainsi, de nombreux programmes de revégeétalisation ont vu le jour
pour tenter de préserver ce patrimoine unique.

C’est dans ce contexte que le programme CNRT « Caractérisation et fonctionnement
de sols de surface (topsoils), d’especes végétales et des champignons associés, des maquis
miniers de Nouvelle-Calédonie. Application a la restauration écologique des terrains
dégradés » a vu le jour en 2009, sous la responsabilité du Pr. Hamid Amir, directeur du
Laboratoire Insulaire de Vivant et de I’Environnement (LIVE) de 1’Université de Nouvelle-
Calédonie (UNC). Le volet 2 de ce projet sur lequel travail le LIVE et la SIRAS-Pacifique,
(Société Internationale de Revégétalisation et d’Aménagement des Sites), vise a améliorer les
connaissances des champignons mycorhiziens et leur utilisation lors des chantiers de
revégétalisation. Les objectifs fixés sont 1’étude de la biodiversité des champignons
mycorhiziens et leur adaptation au milieu ultramafique, suivi d’expérimentations de
mycorhization a travers la mise au point d’une technique d’enrobage des graines d’espéces
endémiques en vue de son utilisation en hydroseeding.

En effet, certaines plantes particulierement abondantes sur maquis minier sont
fréquemment utilisées en revégétalisation, aussi bien en plantation qu’en hydroseeding. Des
expériences en serre ont démontré que 1’apport de champignons mycorhizien a arbuscules
(AMF) stimule leur croissance et augmente leur tolérance au Nickel (Amir et Lagrange,
2008). La mycorhization des plantes utilisées en revégétalisation pourrait donc permettre
d’augmenter le taux de réussite des chantiers de revégetalisation par hydroseeding dont les
résultats sont plutdt décevants jusqu’a présent. Pour cela, il est nécessaire de mettre en place
une technique d’enrobage des graines avec spores de champignons mycorhiziens pour
permettre la mycorhization, des germination, des graines semées par propulsion hydraulique.
Pour cela, le LIVE a travaillé sur différents matériaux et mis en place un protocole a base
d’alginate de sodium qui sera la base de mon travail. Les objectifs de mon stage étaient
I’amélioration de cette technique prometteuse (Amir et Ducousso, 2010) d’enrobage de
graines d’especes endémiques avec des spores de champignons mycorhiziens, mais aussi de
tester I’efficacité de cette technique en termes de mycorhization en la comparant a la
technique classique d’inoculation des plantules en pépiniére.
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Dans un premier chapitre dédié a la bibliographie, nous aborderons I’activité minicre
et la revégétalisation en Nouvelle-Calédonie pour centrer ensuite notre attention sur un
élément essentiel a la revégétalisation : les champignons endomycorhiziens et voir enfin les
propriétés physico-chimiques de 1’alginate qui font de lui le matériau retenu pour la technique
d’enrobage. Nous présenterons en chapitre deux (Matériel et méthodes), les protocoles
détaillés mis en place pour répondre aux objectifs fixés précédemment : amélioration de
protocole d’enrobage et évaluation de son efficacité et de sa fiabilité dans le temps. Les
résultats de ces expériences seront livrés, analyseés et discutés en chapitre trois.

15



I. ETAT DE LART

[.1. Activité miniere et revégétalisation en Nouvelle-Calédonie

I.1.1. Activité miniere et conséquences environnementales

Genese et caractéristiques des sols ultramafiques

Il'y a environ 160 millions d’années, le glissement de la plaque Pacifique a provoqué
le detachement et 1’éloignement de la Nouvelle-Calédonie du continent australien. Entrainée
par un phénomene d’obduction, une partie du socle continental calédonien a été recouverte
par une nappe de roches éruptives, essentiellement des péridotites. Ces roches, dites
ultramafiques et dont 1’altération produit le minerai de nickel, s’étendent sur un tiers de la
superficie de la Grande Terre (Sarrailh, 2002) et principalement dans le Grand Sud (Annexe I).

Elles sont caractérisées par une
faible teneur en aluminium, potassium,
phosphore et calcium et de fortes
concentrations en fer, magnésium et
certains autres métaux tels que nickel,
cobalt et chrome, tres prisés par I’industrie
miniére. Au niveau de 1’horizon a latérites
rouges, la teneur en fer et chrome est tres
élevée et tend a diminuer graduellement en
se dirigeant vers les horizons inférieurs. A
I’inverse, la concentration en magnésium,
silice, cobalt, manganése et nickel tend a
augmenter en se rapprochant de la roche
B e mere. Le pH est relativement acide en

(péridotites surface (4,7 a 6,4), mais celui-ci, par la
trés altérées) présence plus marquée de magnésium en
profondeur, augmente progressivement
jusqu’a un niveau neutre a la base de la
couche de latérites jaunes. La capacité
d’échange cationique du sol, donnant une

Cuirasse
- Grenaille

Latérites rouges

Latérites jaunes

£
o
©
o

Roche mére

(péridotites | idée de la fertilité des sols de surface, est

peu altérées) relativement faible avec des valeurs

inférieures a 15 mEqg/100g (Latham, 1975)

Figure 1 Coupe d"un profil type de sol issu de roche qui tendent également a augmenter avec la

UMF (L'huillier et al., 2010) , s . , .
présence  d’argile  magnésienne en

profondeur. Seul le magnésium situé a la base du profil, soit au niveau de la latérite jaune
(Fig.1), est plus mobile.

Ces particularités édaphiques, que I’on ne retrouve nulle part ailleurs au monde, ont
fait de de la Nouvelle-Calédonie le troisieme producteur mondial de nickel (Mazzeo, 2004) et
influent sur les méthodes et les conséquences de 1’exploitation miniére (Laroche, 2011).

Evolution des méthodes d’extraction miniéres

Dix ans apres la découverte de la Garniérite par Jules Garnier en 1864 a Dumbéa, la
premiere extraction du minerai de Nickel est réalisée au mont Dore, puis s’étend sur d’autres
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régions. Si les premieres extractions se faisaient par galeries souterraines le long d’un filon de
garniérite dont la teneur était de I’ordre de 15%, les taux ont progressivement diminué a 5%,
puis disparus, dés 1920. Ce phénomene et le ralentissement du cours du Nickel depuis 1980 a
entrainé 1’exploitation a ciel ouvert des horizons latéritiques et saprolitiques dont les
teneurs respectives sont 1,5 et 2,5% 5 (Mathieu, 2002).

Ce type d’exploitation, décapant les couches végétales et les horizons supérieurs du
sol a trop faible teneur, a des conséquences catastrophiques sur I’environnement, en
particulier depuis 1950 ou les extractions se sont mécanisées et de plus grandes profondeurs
ont été atteintes. Les stériles miniers, constitués par les horizons décapés et les roches triées
du minerai, étaient jusqu’en 1975 déversés sur les versants détruisant ainsi une surface encore
plus importante de végétation et les pistes tracées au bulldozer pour exploitation ou
prospection laissent encore de larges cicatrices sur le paysage. Aujourd’hui de nouvelles
techniques plus respectucuses de 1’environnement sont employées : pelle hydraulique et
camion d’évacuation remplacent les bulldozers, le stockage de stériles est stabilisé en verses
(Annexe I1), drainé et protégé de 1’érosion sur des sites choisis, un terrain naturel protecteur en
bordure des pistes et des zones d’extraction doit étre conservé et des caniveaux et décanteurs
sont mis en place pour réguler les flux hydriques et réduire la charge solide des eaux de
ruissellement (Alla et al., 2007).

Conséquences environnementales

Les conséquences de I’activité miniére sur 1’environnement sont aujourd’hui inscrites
dans le paysage Calédonien. Des zones dénudées mal délimitées, entourées de coulées de
«terre rouge » indiquent une ancienne mine tandis que des surfaces dénudées mieux
circonscrites traduisent des mines plus récentes (Annexe I11). L’impact visuel résultant d’un
siecle de destruction du sol et de la végétation est associé a des perturbations du régime
hydrique, un accroissement de 1’érosion et un transport de matériaux sur les pentes conduisant
a une pollution et un engravement des rivieres ainsi qu’a un dépot d’alluvions le long du
rivage des centres miniers (Bird et al., 1984 ; Dupon, 1986 ; Jaffré et al., 1977). Le décapage,
le recouvrement par des déblais terreux ou encore la pollution des riviéres entrainent
inéluctablement la réduction des écosystemes et des populations pouvant entrainer une perte
de la biodiversité et un dépérissement, a long terme des populations (Honnay & Jacquemyn,
2006 ; Oostermeijer et al., 2003). Les risques de perte de biodiversité sont d’autant plus
importants que 1’écosystéme touché par I’activité minicre se trouve déja en situation critique :
faible étendue, fragmentation (Jaffré et al., 2004 ; Jaffré et al., 2010). Par ailleurs, les
pratiques d’exploitation et de transport sur mine conduisent a I’émission de nombreuses
poussieres dans I’atmosphére qui pourraient étre stoppées en partie par un couvert végétal
plus dense (Laroche, 2011).

Mais les effets nefastes d’un projet minier sur la qualité du sol ne se limitent pas a
cela. En effet, la disparition de la couche de topsoil, chargée en matiére organique, est
synonyme de disparition des stocks de graines locales et de la flore microbienne indispensable
a la restauration végétale. Ainsi, méme apres plusieurs années, certains sols miniers laisses a
I’abandon demeurent entiérement dénudés (Jaffré et al., 1977; Wild and Wiltshire, 1971).
C’est pourquoi la viabilit¢ du topsoil apreés stockage en verse est un sujet de recherche
d’actualité soutenu par le programme CNRT en Nouvelle-Calédonie en paralléle de la
technique d’enrobage étudiée ici.
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Endémisme, micro endémisme et hotspot de biodiversité

La Nouvelle-Calédonie se situe a 1500 km a I’est de 1’Australie, a 800km au Sud-
Ouest du Vanuatu et @ 1700km au Nord de la Nouvelle-Zélande, juste au-dessus du tropique
du Capricorne, et entre 163° et 167° de longitude Est (Annexe |). Elle est donc soumise a un
climat intertropical qui se caractérise par une saison chaude et humide et une saison fraiche
séparées par deux intersaisons (Annexe IV). Elle est constituée d’une ile principale de 400 km
de long et 50 km de large traversée en son long d’une chaine montagneuse, de 1’archipel des
iles Loyauté et d’iles éparses (Zongo, 2010). Cet isolement géographique et cette particularité
pédo-climatologique ont engendré, au cours des millénaires, une originalité importante de sa
flore, conférant aux terres de la Nouvelle-Calédonie un trés fort endémisme (76,8%).

En effet, a ce jour, plus de 550 especes (89 familles et 223 genres) ont été recensées
dans le Grand Sud avec un taux d’endémisme spécifique atteignant plus de 90%. Parmi ces
espéces, certaines sont extrémement rares et menacées d’extinction selon les critéres de
I’IUCN. Ces caractéristiques font du massif du Grand Sud une entité phytogéographique a
part entiere (Morat, 1999) reconnue comme « hotspot » mondial des flores métallophytes
(Whiting et al., 2004).

Le maquis minier

La forét dense et humide et les maquis miniers, ensemble des groupements non
forestiers, sont les deux formations végétales principales des UMF (Jaffre, 1980 ; Morat et
al.,1981) (Annexe V). On suppose que la forét dense humide recouvrait ’ensemble des
massifs miniers avant 1’arrivée de [’homme (3500-4000ans). Les incendies d’origine
anthropique, le stockage de stériles miniers, I’engravement du lit des rivieres par des déblais
miniers des exploitations et ’aggravation des crues due a une diminution du couvert végétal
(Bird et al., 1984; Dupon, 1986) sont les principales causes de leur régression. Cette
régression n’est pas sans conséquences puisqu’on trouve dans ces foréts environ 1380 especes
de plantes vasculaires dont 82% sont endémiques (Jaffré et al, 2009ab). Les maquis miniers,
guant a eux , résultent en grande partie de la destruction de la forét et représentent des stades
variés de succession secondaire. C’est pour cela qu’ils présentent une grande variété
physionomique structurale et floristique (Barriére et al, 2007 ; Dagostini et al, 1997 ; Enright
et al., 2001 ; Jaffré et al., 1994ab; Jaffré et al., 2003