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Sujet de doctorat proposé*

Intitulé* . Analyse métagénomique de la microflore rhizosphérique d’une plante protégée, Astragalus
tragacantha : influence sur le succeés de restauration écologique de ses populations dans le Parc National
des Calanques

Descriptif *:

Face aux défis mondiaux tels que la perte et la fragmentation des habitats, le déclin de la biodiversité et les
changements climatiques, la restauration écologique est devenue essentielle pour renforcer la résilience des
¢cosystemes et favoriser le rétablissement des especes menacées. De plus, I’Assemblée générale des Nations

Unies a proclamé la période 2021-2030 « Décennie pour la restauration des écosystemes » afin de prévenir,
d’enrayer et d’inverser la dégradation des écosystémes a I’échelle mondiale, notamment des écosystémes
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cotiers. L’astragale de Marseille (A. tragacantha) est une plante emblématique du parc national des Calanques
(PNCal). En danger d’extinction (statut UICN = EN), protégée a 1’échelle nationale, elle compte en France
4900 individus, dont 88% se situent sur le littoral du PNCal (Baumberger et al., 2021) : la zone la plus aride de
France, en partie hautement polluée durant la période industrielle de Marseille. Dans le cadre du projet
Européen Life Habitats Calanques (2017 - 2022) une importante opération de restauration active a été
menée, avec 4500 plantules d’astragales plantées en 2019-2020 afin de renforcer la taille des populations
existantes (8 sites : du Mont Rose a la calanque de Marseilleveyre) mais également afin de les reconnecter en
ajoutant 4 sites d’introduction, améliorant ainsi leur continuité écologique (Affre et al., 2022).

La santé des plantes est fortement dépendante de leur microbiote racinaire : la diversité fonctionnelle des
communautés microbiennes selectionnées par les racines est un élément clé de leur croissance, améliorant
I’accés a I’eau et aux nutriments, la tolérance aux stress abiotiques et la résistance aux pathogenes (de la Fuente
Canto et al, 2020). Pour autant, il reste beaucoup a découvrir sur les facteurs structurant le microbiote des
plantes, qui résulte d’interactions complexes entre 1’hdte, les microorganismes et 1’environnement (Trivedi et
al., 2020). Comme toutes les Fabacées (Légumineuses), la croissance de 1’astragale est particulierement liée a
son association avec des symbiontes racinaires (endomycorhizes fongiques et nodulations de bactéries
fixatrices d’azote). Nos précédents travaux se sont intéressés a décrypter leur biodiversité (Laffont-Schwob et
al, 2011) et ont permis d’isoler différentes souches de rhizobia symbiotiques, dont les génomes viennent d’étre
séquencés. Ainsi, ces bactéries ont été inoculées en serre afin d’améliorer la survie et croissance des 4500
astragales transplantées dans le PNCal (Affre et al., 2022).

L’inoculation de microorganismes, mémes bénéfiques, pose la question des conséquences de ces
interventions sur 1’écologie microbienne des sols. Suite aux transplantations in natura, les rhizobia inoculées
ont ét¢ confrontées a la microflore locale, comprenant potentiellement d’autres bactéries ou champignons
bénéfiques, ou au contraire, certains compétiteurs et pathogenes (Davidson et al., 2016 ; Wei et al., 2019). Est-il
possible de mettre en évidence une relation avec le succeés ou ’échec des transplantations de ’astragale et une
interdépendance entre les activités contrastées des microorganismes du sol ? En effet, le suivi a moyen terme (5
ans) démontre une grande hétérogénéité des taux de survie et de croissance en fonction des sites ou les
astragales ont été transplantées et des caractéristiques physico-chimiques de leur sols. Cette question est
cruciale pour établir un bilan complet de I’action de sauvetage démographique de ’astragale et fournir des clés
supplémentaires aux gestionnaires pour leur action de conservation des populations végétales menacées.

Le principal objectif de cette these sera donc de décrypter la structure et la diversité des fonctions des
communautés microbiennes associées aux racines des astragales transplantées dans le PNCal, et de
rechercher un lien avec les différentes conditions pédologiques des sites sélectionnés lors de cette
campagne de restauration écologique. Les analyses des métagénomes de la présente these seront conduites sur
des prélevements de sols réalisés avant plantation (TO), puis 5 ans apres au pied de 72 astragales transplantées
(représentatives des différents micro-habitats relevés) et de 18 astragales spontanées de ces sites, soit un total de
116 échantillons. Les ADNg extraits des sols ont été séquencés en 2025 sur Novaseq X 300 cycles, pour un
total de 1600 Millions de reads (480 Gb).

Aprés co-assemblage, la liste des MAGs (metagenome assembled genomes) obtenus donnera une vision
précise des microorganismes présents (résolution possible a la souche). Ces MAGs pourront étre comparés par
phylogénomique entre sites du PNCal, ainsi qu’aux génomes de référence et aux MAGSs assemblés dans une
diversité grandissante de sols (Ma et al, 2023) incluant des sols cotiers européens (TREC 2023). L’analyse des
données de séquencage offre aussi la possibilité d’une évaluation de 1’abondance des espéces microbiennes,
pour une étude fine de leur communautés (diversité Beta) afin de rechercher (1) s’il existe des facteurs
pédologiques les structurant ; I’analyse chimique des sols et de leur pollution étant connues, et (2) de mettre
en évidence leur changement en 5 ans. Notre hypothése est que les exsudats racinaires exercent un filtre
sur ces communautés, lissant la diversite precédemment mesurée, par selection des microorganismes
mutualistes adaptées aux conditions locales (Reinhold-Hurek et al., 2015). De plus, dans les sites de
renforcement, les microbiotes des astragales transplantées seront comparés a ceux des astragales spontanées
présentes a proximité, afin d’évaluer ’impact potentiel de I’inoculation en serre sur la biodiversité
microbienne locale.

De maniere surprenante, les astragales transplantées dans le PNCal survivent mieux dans les sites
d’introduction, mais y montrent une moins bonne croissance comparativement aux sites de renforcement
(Miché et al., soumis). Ceci pose la question de leur capacité a entrer en interaction avec les microorganismes
nécessaires a leur vigueur (en particulier, les champignons endomycorhiziens) en l’absence d’astragales



spontanées. De plus, les génomes des rhizobia symbiotiques de 1’astragale et inoculées avant transplantation
étant disponibles, il sera possible de les rechercher dans les métagénomes afin de vérifier leur présence
spontanée entre les différents sites et leur persistance dans la rhizosphére apres 5 ans.

Enfin, la polyvalence des données métagénomiques (par rapport aux metabarcodes) permettra une approche
fonctionnelle de la diversité microbienne rhizosphérique des astragales. L’annotation des génomes des
rhizobia inoculées est en cours, afin de décrypter les voies métaboliques de ces bactéries. Un accent particulier
sera mis sur la recherche de génes d’interaction avec les plantes : synthése de phytohormones, de composes
antimicrobiens (lutte biologique), fixation d’azote, solubilisation du P, ou encore, tolérance aux métaux
(Ashrafi et al, 2022). L’analyse de leur diversité et redondance dans les assemblages microbiens des différentes
conditions écologiques de I’étude (avant/aprés transplantation, présence/absence d’astragale spontanées,
échec/succes de la transplantation, concentration des sols en métaux) sera menée.

Ces connaissances ouvriront de nouvelles perspectives dans le cadre de la recherche-action, fondées sur une
meilleure connaissance du microbiote dans la niche écologique des plantes, trés peu étudiée et tres peu prise en
compte dans les opérations de conservation, notamment dans la section Tragacantha sensu lato dans le bassin
méditerranéen, qui comprend de nombreux autres taxa vulnérables (Hardion et al., 2016).
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Détail du Programme financant la recherche* :

Reliquats overheads du projet LIFE Habitats Calanques (2017 - 2022) - Partenariat entre I’IMBE et le Parc
National des Calanques

Ce projet a financé 1’acquisition des données, qui sont déja disponibles pour la these : extractions
d’ADN des sols et séquengage Novaseq X de 116 échantillons pour un total de 480 Gb.

Les reliquats permettront de financer les autres frais de fonctionnement de la thése.
Fonds propres IMBE, incluant la participation a un colloque international.
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