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CHAPITRE 1INTRODUCTION

!
Figure 1.1 : SchZma du cycle gZochimique dOun Zcosysteme forestier.

Les flux dOentrZe sont reprZsentZs pertudZp™ts atmosphZriques et flux dOaltZration) et les flux de soi

par un B rouge (drainage et exportation de biomasse).
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1. Contexte

Au del” de la dZfinition de 10Zcosysteme donnZe par Paul Duvigneaud (1974) qui stipule
Zcosysteme se dZfinit par IOensemble des interactions qui lient les etres vivants entre eux et
environnement abiotique (climat, le®l)Zcosystemes forestiers se caractZrisent par le
dZveloppement de plantes pZrennes, les arbres, qui peuvent impacter jusquO” plusieurs siscles
le rZservoir nutritif de leur environnement durant leur vie (chene, 300-400 ans ; ZpicZa 400 " 5C
ans). Cette prZcision peut para’tre triviale, mais singularise les Zcosystemes forestiers
Zcosystemes agricoles qui sont soumis ~ des rotations de cultures pluriannuelles. Cette diffZ
dOusage des sols a pour consZquence de renforcer IOimportance des cycles biogZochimiqu
dZveloppement et le maintien des famtement dit, la production de biomasse de ces
Zcosystemes sur le long terme dZpend du bon Zquilibre des cycles biogZochimiques et
notamment de la biodisponibilitZ des ZIZments nutritifs nZcessaires " la croissance des arbres
Les cycles biogZochimiques reprZsentent la circulation permanente des ZIZments minZraux t
IQazote, le phosphore ou encore le magnZsium, entre les arbres et le sol. Lorsque ces cycle:
|OZquilibre, ils devraient thZoriquement assurer le maintien de la qualitZ du sol, cOest-"
biodisponibilitZ des nutriments, par le recyclage permanent des ZIZments nutritifs. Or, les forst
des systemes ouverts, quatre flux peuvent venir perturber cet Zquilibre : les dZp™ts atmosphZr
|QaltZration des minZraux du sol (flux dOentrZe), le drainage et IOexportation de la biomass
sortie) (Bormann et Likens, ;1R@fger et Turpault, 1999) (Figure 1.1) :

¥ LesdZp™ts atmosphZriques reprZsentent une part importante des ZlZments apportz
IOZcosysteme. lls peuvent otre contenus dans la pluie, le brouillard ou encore dans
aZrosols et des particules minZrales se dZposant sur la canepdle, @&IR)y A titre
dOexemple, IOapport de calcium par les dZp™ts atmosphZriques est estimZ en Franc
et 16 kg par hectare et par an, selon le site considZef §RaR0@R).

¥ LOaltZration des minZraux du sol libere des nutriments inorganiques. Sans ce proces
les nutriments contenus dans la structure cristalline des minZraux ne sont pas directe
accessibles aux organismes du sol ou aux arbres. La quantitZ de minZraux contenan
ZIZments nutritifs dZpend des caractZristiques de la roche mere et de IOZvolution du
constitueune ressource limitZe et non renouvelable (Fiehtak, 1998). A titre
dOexemple, les sols acides, comme ceux des forets des rZgions tempZrZes, se caract.
par des minZraux peu altZrables tels que les micas blancs ou les feldspaths potassi
(Ranger et Turpault, 1999).
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¥ Leflux dOeau draine en profondeur une partie de ces ZIZments nutritifs ce qui constitus
perte de nutriments pour I0Zcosysteme.

¥ La plupart des forets sexpiloitZes pour la ressource bois. Le prZlevement de biomasse
par les gestionnaires constitueparie pour les Zcosystemes car les nutriments
contenus dans les arbres prZlevZs ne sont alors plus regyelésastet al., 1991 ;
Glatzel, 1991). Ce flux de sortie est le seul sur lequel on peut agir facilement pour as
une gestion durable de ces Zcosystemes forestiers en laissant les rZmanents dOexplo

au sol owia le choix de IOessence forestisre.

En dehors de la prZsence des arbres, dOun fort recyclage des matisres organiques, des flux d
et de sorties qui caractZrisent les Zcosystemes forestiers, cOest la localisation dans nos t
tempZrZes des forets, sur des sols particuliers qui les singularisent un peu plus des sols agrico
effet, la plupart des forsts franeaises et au del”, des rZgions tempZrZes, sont actuellement situZ
des sols acides pauvres en nutriments disponibles. Cette localisation tient en grande partie ~ 10a
IOHomme, qui a privilZgiZ 1Ousage des sols les plus riches et adaptZs pour IQagriculture, li
action sur les autres sols. Des rotations foret/milieu agricole ont nZanmoins eu lieu au cours des
passZs, comme en tZmoignent des vestiges dOexploitations agricoles qui ont ZtZ retrouvZs par
dans les forets du nord de la France (D@bcaley2002 ; Jussy al., 2002). Enfin une autre
particularitZ importante des Zcosystemes forestiers, cOest leur mode gestion. En effet, bie
dZveloppZes sur des sols acides, les forets sont rarement amendZes. En consZquence, 10ex
par IDHomme de la ressource bois et son intensification, combinZe avec un retrait des rZmaner
pourrait conduire ~ des dZsZquilibres des cycles biogZochimiques et de la fertilitZ des sols. D
contexteles minZraux du sol constituent une des principales sources de cations nutritifs
nZcessaires au bon dZveloppement des Zcosystemes forestiers et, en consZquence, |QaltZratic

des minZraux est un processus majeur

2. LOaltZration minZrale

LOaltZration minZrale se dZfinit comme un ensemble de processus conduisant ~ la dissolutior
transformation dOun minZral par des rZactions abiotiques ou biotiques. Cette altZration minZra
facteur clef, conditionnant notamment la formation et la stabilitZ des roches et des sZdimel
impacte Zgalement la fertilitZ du sol ainsi que la qualitZ de IOeau (rivieres, lacs et @cZans) (Ba
al., 1999). LOaltZration minZrale se rZfsre ~ quatre processus : un processus physique, la micro
et trois processus chimiques, la dissolution, la transformation et la nZofarodidsiohase
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traduit par le fractionnement de la roche, en fragments de plus en plus petits. Cette rZaction joue
indirect dans IQaltZration de la roche puisquOelle contribue ~ augmenter la surface de minZral €
dOune part avec les solutions du sol et dOautre part, avec les acteurs biologiques du sol (ex : re
arbres). Les trois autres rZactions sont directement impliquZes dans |Qiskdhation. La
correspond "~ la solubilisation de IOensemble des ZIZments constituant la structure cristallir
minZral et contribue au flux dOaltZrafamfolraation est une rZaction qui ne contribue pas au flux
dOaltZration puisqulil sOagit dOune prZcipitation des ions en solution. Quand la solution est s
vis dOune phase minZrale, les ions peuvent prZcipiter pour former des minZraux secondaires
(cristallisZs ou amorphes). Par exemple, lorsquOune solution est saturZ en Na et en Cl,
prZcipitation et formation de cristaux de sel (NaCl).tEn§fortaation est une rZaction
intermZdiaire entre la dissolution et la nZoformation puisquOelle libere certains ZIZments chimiqt
consomment dOautres. Par exemple, la transformation de micas (phyllosilicates) en vermiculite
potassiunie flux dOaltZration minZrale est ainsi dZfini par le bilan des ions qui sont passZs en
solution lors de ces diffZrentes rZactiobans la suite de cette these, le terme C altZration
minZrale E se rZferera au processus de dissolution des minZraux.

Le processus de dissolution rZsulte du contact entre un minZral et une phase aqueuse sc
chargZe en agents plus ou moins altZrants, ce qui provoque la destruction des rZseaux cristal
taux de dissolution dOun minZral en systeme saturZ en eau est influencZ par des facteurs exte
(ii), (iii)] et intrinseques au minZral [(iv), (v), (Vi)] :

(1) la composition de la solution en agents altZrdetsagents altZrants (protons, acides
organique et inorganiques, molZcules chZlatsices;.)C@Zsents dans la solution
inteagissent avec la surface du minZral et participent " la dissolution des minZraux (W
1995 ; Welatt al., 1999 ; Wilson, 2004). En particulier, le pH de la solution influence
dissolution des minZraux. Les minZraux sont plus instables lorsquQils sont soumis
conditions de pH acide ou basique (ajtidéZ ions altZrants Hu OH. A titre
dOexmple, la vitesse de dissolution des minZraux augmente lorsque le pH du mi
diminue (White, 1995 ; Brantley et Chen, 1995 ; Brantley, 2003).

(i) le potentiel redox de la solutiokes rZactions dOoxydation des minZraux contenant du
fer et du manganese sont importantes car elles modifient localement I0Zquilibre des ct
(minZral/solution), conduisant ~ la destruction de la structure cristalline des minZraux e
libZration de cations nutritifs (Welch et Ullman, 1996 ; Harley et Gilkes, 2000).

(i)  la tempZrature : dOun point de vue purement chimique, la tempZrature influence 107

dOactivation de la rZaction minZral/solution, plus la tempZrature est ZlevZe, plus la r.
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est forte, ce qui a pour consZquence dOaccZ|Zrer la vitesse de dissolution des mir
(Welch et al., 1999 ; Wilson, 2004 ; Brantley, 2008).

(iv) la surface du minZral : plus la surface du minZral en contact avec la solution est grar
plus le minZral sera sujet au processus de dissolution (Brantley, 2003). A titre dOexen
dZsagrZgation physique des minZraux (microdivision), en augmentant les surfe
minZrales accessibles, va favoriser la dissolution de ces minZraux.

(v) la constante de stabilitZ du minZratertains minZraux s'altsrent plus ou moins
rapidement. Le quartz, par exemple s'altere tres lentement. Cette constante traduit ce
Elle est propre ~ chaque minZral et dZpend de sa composition chimique et de
cristallographie (Banfield & Hamers, 1997 ; Brantley, 2008).

(vi)  1Oindice de saturation de la soluticen composition chimique de la solution (et surtout
la concentration en ZIZments chimiques aussi contenu dans le minZral) a un impact
vitesse de dissolution, plus la solution sera chargZe en ZIZments contenus dans le mi
moins sa dissolution ira vite. Lorsque la solution devient tres concentrZe, la rZac
s'inverse et le minZral prZcipite. Les mZcanismes de dissolution et de prZcipitatio
minZral dZpendent des diffZrents degrZs de saturation de ces fluides vis-"-vis
minZraux (White, 1995 ; Banfield & Hamers, 1997).

La vitesse de dissolution thZoriges (Woles/an) dOun minZral m peut-stre exprimZe de la fasor
suivante (MadZ, 1991):
V, =K, " §,"#" O/f$%£
& K.)

Avec :
Km : Constante de dissolution intrinseque du minZral r/émples/m
Sm: Surface de contact effective entre le minZral m et un kilogramme #eg3olution (m
I n: ActivitZ de IQespece aqueus©HH..), n Ztant un exposant permettant de tenir compte de
la dZpendaade la vitesse de dissolution du minZral m par rapport ~ |Oespece aqueuse |
3 Qo

m

. Indice de saturation du minZral en sohtipro@Qit ionique dOactivitZ du minZral m ;

Km : Constante dOZquilibre thermodynamique du minZrale m ~ la tempZrature et la pression fi

Deplus, il est important de souligner que, dans les sols, qui sont, en gZnZral, des miliew

saturZs en eau, la quantitZ dOeau (humiditZ) au contact des minZraux est un facteur impor
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vitesse de renouvellement de IOeau du sol influence directement 1Qindice de saturation et est n

dZpendante de la pluviomZtrie, de la texture et de la structure du sol.

Tous ces facteurs sont eux-memes influencZs par des processus biotiques et abiotiques fi
intervenir diffZrents mZcanismes physiques et/ou chimiques. La difficultZ est dDaccumuler suffi:
de donnZes sur ces diffZrents aspects, pour stre capable dDamZliorer cette Zquation thZorique
capable dOy intZgrer IOaction des acteurs biologiques (arbre, champignon, bactgties,...) (Calvai

soumis).

2.1. MZcanismes abiotiques de IQaltZration

Parmi lesnZcanismes physiquesntribuant ~ IQaltZration des minZraux, les principaux sont
tempZrature ou les pressions exercZes par |Oaction de IOeau.ddedia Ieine manisre, les
principaumZcanismes chimiquéspliquent dOune part diffZrentes rZactions dOacidification/chZla
en phase aqueuse et dOautre part la propriZtZ des solutions ~ maintenir un Zquilibre chimique st
de Le Ch%otelier). LOaltZration C chimique E des roches est donc en [atatfdacigulitee
des solutions avec lesquelles les surfaces minZrales sont édesophiattomenes physiques

et chimiques agissent de concert dans le processus de |QaltZration

2.1.1les mZcanismes physiques

Le facteur physique le plus connu pour son action dOZrosion des roches est IQair et, plus prz
le vent (Gilliet al., 2009), mais ne sOapplique que pour les roches de surface. Au-del” du vent
bulles dOair peuvent Zgalement stre emprisonnZes lors du passage dOun fort courant dOes
simplement lors dOune glaciation de la roche (comme dans les glaciers par exemple). (
emprisonnZ est alors soumis ~ une compression au niveau des pores de la roche et |0

contribuant ainsi ~ IOaugmentation des fissures.

Parmi les facteurs abiotiques de IQaltZration minZrale se trouve Zgalement la tempZrature. F
chercheurs ont dZmontrZ que, lorsquOune roche est soumise ~ des variations important
tempZrature (thermoclastie) elle se fracture et ce, " plusieurs Zateties 1886, Hatl al.,

1997, 1998, 1999, 2001 ; MeKaly, 2009). Par exemple, en 2008t &lalont fait une Ztude sur
|QaltZration dOune roche granitique situZe au niveau dOun affleurement en Antarctique et on

que les variations de tempZrature conduisaient ~ une altZration ~ I0Zchelle des cristaux des mi
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Lorsque le soleil Zclaire IOaffleurement de granite, les minZraux tels que les feldspaths, de coule
et les micas noirs, nOemmagasinent pas la chaleur de la meme fason ~ cause du phZnomene d(
Ainsi les feldspaths chauffent moins vite et refroidissent beaucoup plus vite du fait de leur couleu
tandis que les micas emmagasinent plus de chaleur et ce, pour plus longtemps. Ces diffZren
fluctuations de tempZrature conduisent ~ la fracturation de la roche ~ I0Zchelle dgsatristaux (Ha
2008).

LOeau est Zgalement un facteur abiotique important dans IQaltZration tant au niveau
dZsagrZgation physique des roches quOau niveau chimique, que nous verrons plus tard. Les r
les minZraux du sol ou de surface, prZsentent gZnZralement beaucoup de pores et des fissure
lesquels 10eau peut sOihéitreycles de gel et dZgel de IOeau vont alors causer la dZsagrZgatior
laroche (i.e. cryoclastie) (Hallet, 2006 ; Matsuoka, 2008). En effet, lorsquOune pZriode de ge
cette eau gele et gagne en volume fracturant ainsi la roche. Par la suite IOeau dZgele et sOinfiltr
plus profondZment dans la roche ce qui menera " la continuation de la dZsagrZgation de la rocl
prochaine pZriode de gel. En haute montagne, ce phZnomene conduit le plus souvent ~ I0explc
la roche (Matsuoka, 2008). La circulation de IOeau peut Zgalement causer |QaltZration des roch
dans le lit des rivieres par exemple (Z&taaly 2004 ; Bryan, 2000 ; étZaty, 2012). LOaction des
vagues sur les c™tes est Zgalement un phZnomene dOadtiZahtiaoqBalDOautre part, le sel est
Zgalement considZrZ comme un facteur physique de IQaltZration essentiellement dans les milie
a des pZriodes de sZcheresse. En effet, IOeau contenant du sel dissout sQinfiltre dans les po
fissures des roches en pZriode humide. Cependant, il arrive un moment, en particulier en p
seche, o IOeau contenue dans les pores est sursaturZe en sel conduisant " la recristallisation
dernier ce qui cause de nouvelles fissures dans la roche due " la pression exercZe par I0augm
du volume C eau + sel E (Kuehitbu2000 ; Jagoutz, 2006 ; &Ahgeli2010 ; letial., 2011a).

Dans le cas des minZraux des sols des Zcosystemes forestiers, en climat tempZrZ et hors des
reliefs importants, ce sont surtout la circulation de IOeau et la cryoclastie qui conduisent ~ leur

dZsagrZgation physique.

2.1.2Les mZcanismes chimiques

Les principaux agents altZrants abiotiquesvariesmirZcipitations. Il sOagit de I0eau elle-meme

ou des acides contenus dans celle-ci. En fonction du type dOagent altZrant, ces rZactions sont ¢
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dOhydrolyse (eau), dOacidolyse (acide fort), de complexolyse (agent complexant) ou dOoxydc
(Zchange dOZlectron) (Duchaufour, 1983).

La formation dOacide carbonique est une des principales rZactions chimiques conduis
|QaltZration abiotique des minZraux, et essentiellement ceux contenant du calcaire. Le dio»
carbone contenu dans IQair peut se dissoudre dans la pluie formant ainsi de IQacide carboniq
rZagissant par exemple, avec des roches calcaires, conduit ~ la formation de carbonate de ci
soluble en solution. A IOZchelle du globe, les rZactions actuelles dOaltZration des minZraux col
du carbone atmosphZrique ~ hauteur de 0,3 Gt/an @ aillal®9).

DOautres acides peuvent se former naturellement et notamment ceux corgkries dans les
acides. La pollution, les Zmissions volcaniques ou encore la foudre Zmettent des oxydes de
(SQ et S@ ou dOazote (NO e) Hd, en rZagissant avec |IOeau de pluie, forment respectivement (
|Oade sulfureux et nitrique (Batkalr, 1997). Ces deux acides sont considZrZs camitesdes

forts et peuvent conduire ~ la dissolution des minZraux du sol.

Une autre rZaction chimique impliquZe dans IQaltZration abiotique delsyahioEsaix est 1O
ions prZsents " la surface des minZraux peuvent rZagir avec de IOhydrogene C ionisZ E conte
IOGeau (ion oxoniw®)Hce qui conduit le plus souvémtiissolution totale du minZral sQil y a
assez dOeau. En dOautres termes, IOhydrolyse est fonction de la concentration en ions oxor

solution et par consZqueus, le pH sera acide, plus il y aura de rZaction dOhydrolyse

Un autre processus connu dQaltZration chinoixysatsh IGui se traduit gZnZralement par la
formation dQuriZcipitZ (minZraux secondaire) " la surface du minZral, ce qui le.f@ejtise
rZaction est la combinaison dOions tels fupdedemple, avec I0oxygene contenu dans IOeau el
qui onduit ~ la formation dOhydroxydes comme de IOhydroxyde figotar §ke(aHs.

SOiest clair que ces diffZrents processus abiotiques contribuent fortement ~ IQaltZratior
minZraudes diffZrents organismes et microorganismes colonisant IOenvironnement tels que les
racines des arbres, les champignons, les lichens, les bactZries, les vers de terre ou encore les

insectes jouent aussi un r™le important (Robert et Berthelin, 1986).
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2.2.Acteurs biologiques de IQaltZration des minZraux

2.2.1l es effets indirects

La diversitZ des populations microbiennes du sol ainsi que leur diverses capacitZs mZtaboligt
fait jouer un r'™le capital dans les transferts dOZnergie et notamment dans le fonctionnement d
du carbone, de 10azote et du soufre (Berheli®83).eur r'™le dans la dZcomposition et la
minZralisation de la matiere organique modifie les solutions du sol en transformant la matiere
organique en Znergie. La formation de composZs tels £t#Qe Ki@ou encore SOlors de la
dZgadation de la matiere organique perturbe la composition des solutions du sol contribuant a

|OaltZration indirecte des minZraux par les microorganismes desal.(B&&BgIin

Un autre effet indirect sur |QaltZration par les microorganismes du sol ainsi que par la macro
les racines des arbreslest r™le dans la stabilitZ et la formation des agrZgats du sol. Cette
agrZgation se produit par 10effet dOadhZsion des exopolysaccharides produits par les rac
champignons et, dans une moindre mesure, par les bactZries qui, quant " elles, participeraiet
formation des agrZgats ~ I0Zchelle du micron€Batthelif3 ; Tisdall, 1994; Rermdf 2002).
LOenchevstrement des particules de sol par les champignons filamenteux et par les racines par
Zgalement " la formation dOagrZgats et "~ la stabilitZ duescl(BEORE) A taille et la stabilitZ
des agrZgats contr™le la diffusion des nutriments ainsi que la circulation de IQeau, ce qui agit st
la surface de contact solution/minZral influeneant ainsi la dissolution des m{BErthelint
al., 1983 ; Barladral., 1997).

2.2.2AltZration physique

De nombreux acteurs biotiques telteguglantes, les microorganismes ou encore la
macrofaune des sols ont ZtZ dZcrits pour leur contrilautitfsagrZgation physique des
minZraux, conduisantdutfinentation des surfaces dOZchange de ces minZraux et accZlZrant
ainsi leur altZration chimique. A titre dOexiemphines des plantemn explorant le sol ~ la
recherche de nutriments, pZnstrent dans les pores grossiers et fins du sol, voir aussi des rc
conduisant " leur fragmentation (Motteestaa@003). Une autre catZgorie particulisrement ZtudiZe
dOorganismes colonisant les roches et pouvant participer " leur fragmentg®iicleshselle
(Banfielcet al., 1999). Ces organismes, rZsultant de la symbiose entre un champignon et

microorganismes phototrophes (algues et cyanobactZries) ou non (bactZries hZtZrotrophes), p:
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les roches et les minZraux quQils colemiEEntyphes du champignon, contribuant ainsi ~ leur
dZsagrZgation physique (Basfiglt, 1999). Le corps du lichen appelZ thalle et les hyphes du
champignon sont soumis aux cycles secheresse/humiditZ et gel/dZgel ce qui conduit ~ leur exp:
et ” leur contraction, ce qui fragmente les rochet @h&000 ; Adamo et Violante, 2000). De
meme, la colonisation des roches par les champignons conduit Zgalement ~ une fragmentation
comme les lichens et les pldetelyphes des champignons pZnetrent les roches au niveau de la
zone interfoliaire (espace entre feuillets dOun silicate), ce qui conduit ~ leur fractiadtion (Burfor
2003 ; Bonnevideal. 2009 ; Fomataal., 2010). La formation de structure de type C tunnel E a aus
ZtZ abordZe dans les travaux de Jormgrabn&l 997) et Setitl. (2005). Ces auteurs ont suggZrZ
que la rZpZtition de IOaction des hyphes fongiques sur une zone ciblZe dOune roche pourrait cc
cours des siscles " la formation dOun C tunnel E, processus publiZ sous le terme C tunneling

cette dernisre action ne fait pas consensus aupres de la communautZ scientifique.

En dehors de ces organismes qui ont ZtZ les plus ZtudiZs, plusieurs Ztudes suggerent
IOimplication de la macrofaune diesselers de terre contribueraient Zgalement ~ [QaltZration
physique des minZraux. En effet, en ingZrant les particules minZrales, les vers de terre les con
(action de frottement des minZraux les uns contre les autres) puis les digerent contribuant ain
fragmentation des minZraux (Sizalki 2003 ; Carperteal., 2007 ; Létial., 2011 ; Lambéin
al., 2011). De menhes larves de scarabZ@Rrotaetia lugubris inspefedgmentent les minZraux
de part IOaction de leur mandibules et plus tard par les frottements de ces minZraux les uns c
autres dans leur intestin (Sazaki 2003).

2.2.3AltZration chimique

En forst, notammetds arbres et les microorganismes du malduisent divers composZs
organiques et inorganiques dotgspeZtZs altZrantes (Jones, 1998 ; Dakora et Phillips, 2002 ;
Joneset al., 2003). Ces diffZrents composZs peuvent se fixer directement sur une surface minZ
en mobiliser les ZIZments ou alors ils peuvent complexer les ZIZments en solution, modifiant a
Zquilibre (saturation de la solution) ce qui peut d@atd@Zration du taux de dissolution des

minZraux.
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¥ Production de protons

La production de protons par les microorganismes du sol et les plantes est une des pren
causes de IQaltZration chimique des miafesifacteurs biotiques. Tout dOabord, de part leur
mZtabolismées plantes liberent des protonst(HEn effet, elles absorbent plus de cations que
dOanions, ce qui les conduit " libZrer desafonsddmaintenir I0Zquilibre des charges ioniques de
leus cellules. Parmi les nutriments absorbZs, la forme dOazote absorbZ joue beaucoup sur la
prZlevZe. LOazote est le premier ZIZment prZlevZ en quantitZ et il se prZsente sous deux fo
dehors de I0azote organique : celle dOunstatior|I&NEOanions NIans des Zcosystemes non
fetilisZs, si la minZralisation de IOazote est stoppZe au stade ammarplantéNpiZleve alors
delOazote sous la forme. N&l plante absorbe alors plus de cations que dOanions ce qui entra’ne
libZation de protons et IQacidification de la rhizospheet &Hag889e ; Turpatlal., 2007).

Par ailleurs, des plantes sont capables C dOadapter E leurs pompes " protons afin de mieux
le milieu en conditions de carence nutritive. Leipupiis @lbupar exemple, produit plus de
protons en conditions de carence en phosphore (Yan, 20083}. des Zcosystemes forestiers
ne font pas exception et liberent Zgatkraearbtons dans la rhizosphere pour contrebalancer le
prZlevement des cations inorganiques dans le(l$imisingeet al., 2003). Selon les essences
dOarbres considZrZs, le taux de protons libZrZs nOest pas le meme et on a observZ que,
gZnZral, les rZsineux acidifiaient plus le sol que leis fieoilusment une production plus forte de
protons (Augustt al., 2000). De meme que les arderesZtabolisme des lichens, des
champignons et des bactZries peut conduire ~ I0extrusiorcd@joinsnita " t@aciddation du

milieu et IQaltZration des minZraux en contact avec la.solution

¥ Acides inorganiques

Les microorganismes du sol produisent algdes inorganiques tels que IOacide sulfurique
ou IOacide nitrique par oxydation de composZs azotZs ou soufrZet @arke97). Ces acides
inorganiques affectandissolution des minZraux notamment en acidifiant Rgptéxemple, le
CQ produit par les microorganismes (ou les plantes) lors de la respiration, peut rZagir ave
minZaux carbonatZs ou silicatZs et entrainer la production dOacide carbonique altZrant ainsi la r
un processus dOacidification du milieu (Lerman & Wuet aDp@0ag). La production de tels
acides a ZtZ rZvZlZe au seotlens microbiens, entrainant I aussi une chute de pH et donc

|OaltZration de la roche (Berthelin, 1983 ; Berthelin 1985). Enfin, les lichens, en absorbant et en

11
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Figure 1.2 : DZfinition du taux de saturation dOun sol.

DOapres Augusto, 2001.

La capacitZ dOZchange cationique (CEC) dOun sol est dZfinie par sa capacitZ " retenir et ~ Zchanger les .
En dOautres termes, elle exprime, sous des conditions rigoureusement dZfinies, notamment le pH, la q
potentielle de cations susceptibles de neutraliser les charges nZgativesglu Bakifunoels cations on

distingue (i) les ZIZments nZcessaires " la nutrition des organismes vivants comme le calcium, le magnZsit
le potassium (cations nutritifs) et (i) les ZIZments acides comme le proton ou IOaluminium (cations acide
taux de saturation dOun sol (TS) correspond " la proportion de cations nutritifs disponibles/Zchangeables d
sol. Le TS et le pH dOun sol sont liZs : plus le sol est acide et plus la proportion de cations nutritifs Zchang
est faible (Duchaufour, 1983).
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IOeau, contribuent ~ la formation dOacide carbonique ce qui provoque des chutes locales
notamment aux abords du thalle (Adamo et Violante, 200).

¥ Acides organiques

Les racines des arbres et les microorganismes du sol produisent des acides organiques
(Drever and Stillings, 1997 ; Jones, 1998etJaine®003) qui peuvent condlarelissolution
des minZraux de trois fasons diffZrentes (Drever and Stillings, 1997). Tout dOabord ces ac
peuvenaffecter I0Zquilibre ionique de la soletit@acidifier notamment lorsque le pH de la solution
est! 5. Ces acides peuvent Zgalement fdemesomplexes avec les cations en solution et
diminuer ainsi le taux de saturation du sol (proportion de cations nutritifs par rapport ~ [Oenser
des cations Zchangeables, Figure 1.2). Enfin, ils peuvent affecter le taux de dissolution des minZ
formantles complexes avec des ZIZments insoluletamment avec IQaluminium (Drever et
Stillings, 1997). En effet, ces acides possedent un ou plusieurs groupes carboxyles (COOH) c
rZagissant avec le milieu, vont libZrer des ions H+ et/ou former des complexes avec des Zl:
minZraux (Welch et Ullmann, 1996 ; Beahett991). Par exemple, la production dOacide oxalique
par les racines va former des complexes avec le fer ou [Oaluminium les retirant ainsi de la soll
qui va entra’ner une dissolution des minZraux contenant du fer et de IOaluminium (Jones,
Landeweesgt al., 2001 : Bennett, 2001 ; Mottershead, 2003). Une Ztude ein cdtmdéions
dZmontrZ que les acides oxalique, malique et/ou citrique Ztaient capables dOinduire la dissolut
kaolinite [8bOs(OH)] (Wangetal., 2005). De la meme faeon IQacide oxalique et/ou citrique, prodt
par les champignons, forme des complexes avec les macroZlZments en solution contribuant
|QaltZration dOun minZral tel que la biotite(@HNR{FAIQq)] (Balogh-Brunsteical., 2008).
Les bactZries produisent Zgalement des acides organiques tels que IOacide gluconique,
gluconique, acZtique, lactique, malique, succinique, oxalique ou encore alitaiguEo@H)ladn
lien entre la production de IQacide gluconique et |OaltZration de la bytowniDe] [¢CAtRla)(Si,Al)
dZmonit pour une souche bactZrienne appartenant Burgbotéeri@Velch et Ullmann, 1999).
De meme, Frest al. (2010) ont observZ que la dissolution dOun granite conditionnZ en poudre
|Oaction de bactZries sOaccompagnait de la production dOaciddichratiqueodiesent
Zgalement des acides organiques tels que IQacide oxalique, mais ils sZcetenp@aksi des
phZnoliques appelZs Clichens aci($elgsides et depsidones ; Seshadri, 1944) et qui forment des
complexes avec les cations mZtalliques prZsents " la surface des minZraux contribuant ainsi ~
leur altZration (Adamo et Violante, 2000 ; Chen, 2000).

12
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¥ MolZcules chZlatrices

Des molZcules chZlatrices telles cgigZesphores ont ZtZ dZmontrZes comme participant *
|QaltZration les minZraux. Les sidZrophores ont une forte affinitZoetr pedee(E&galement
fixer le cuivre, le manganese ou le zinc (Bzaatley001 ; Kalinoveskal., 2004). Il existe plus de
200 sidZrophores identifiZs, nZanmoins on peut les distinguer en deux classes : les hydroxamate
catZcholates. Les sidZrophores hydroxamates sont retrouvZs chez les bactZries, les plantes
champignons aigmentent significativement la dissolution des minZraux siicatZsant des
hydroxydes de fer en conditiongro(Watteau et Berthelin, 1994). DOautre part, les sidZrophore
catZcholates forment tigsons tres fortes avec la surface des minZraux et des mZtaux et
augmentent Zgalement la dissolution des minZraux sil@atsnditioris vitro(Barkeet al.,
1997). LOimplication de sidZrophores, de type catZcholate, dans la dissolution de IOhot
[(Ca,Na,KMg,F&,Fe+Aly (SKAI,SHR](OH,E) a ZtZ dZmontrZe pour une souche de
Steptomyces spn conditions vitrgLiermanat al., 2000). Enfin, il a Zgalement ZtZ dZmontrZ que

A

de telles molZcules pouwainer des complexes avec les ion% Abntribuant ainsi ~ la
dissoluton des minZraux porteurs de ces ZIZments chimiques (Watteau et Berthelin, 1994 ; Bark

et al., 1998).

En dehors des sidZrophores, les racines, les bactZries et les champignons produisent aus
exopolysaccharides (Barketr al., 1997, Dakora et Phillips, 2002 ; Dennis, 2010) qui peuven
contribuer " dissolution des minZraux de quatre fasons diffZrentes :

(1) en agrZgeant les particules de sol (Denef et al., 2002).

(i)  en retenant |Oedleur propriZtZ dOanti-dessiccation éBatket997) et donc en

augmentant le contact minZral/solution.
(i)  enpermettant la diffusion des ZIZments meme lorsque le taux dOhumiditZ est faib
(Chenu et Roberson, 1996).

(iv)  en permettant tZoformation de minZraux secondaires (Barker and Banfield, 1996 ;
Fortin et al., 1997).

(v)  enchZlatant les ZIZments minZr&Raxr exemple, la production de gomme xanthine par
Xanthomonas campesimiduit la dissolution de la bytownite {(Ca,Na)[ADgAl,Si)Si
(Welcket al., 1999).

13






CHAPITRE INTRODUCTION

¥ MZcanismes dOoxydo-rZduction

Contrairement aux eucaryotes qui utilisent IOoxygene comme accepteur dOZlectrons pc
respiration, les bactZries sont capables d@utileseadé@pteurs tels que le nitrate, le fer, le
manganese ou encore |Qarsenic (Nealson et Stahl, 199&t;5a48@8 ; Weesal., 2004). Les
bactZries comiBaewanella oneiderfsmveet al., 2001) @Geobacter sulfurreduddacDonald
et al., 2011) par exemple, sont capables dOaltZrer des minZraux comméQéQjaytoite fre
ferihydrite [FeOs¥0.5(kD)]. De tels mZcanismes impliquent un contact direct avec la surface d
minZaux (Newman, 2001).

DOautre part, en exsudantahegosZs aliphatiques et phZnoliques, les arbres peuvent
modifier les conditions dOoxydo-rZduction au sein de la rhizosphere (Dakora et Phillips, 20(
Dennis, 2010). Si on prend IOexemple du fer, en condition aZrobie et ~ un pH proche de la neut
forme rZduite Féon fer ferreux) est tres soluble tandis que sa forme YxjalZ &eFéerrique) ne
|Oegque tres peu (Stone, 1997). LOexsudation racinaire induit donc des changements dans la s

des nutriments inorganiques ce qui, indireatéireestir le taux de dissolution des minZraux

¥ Action de la macrofaune du sol

Parallelement " tous ces composZs sZcrZtZs par les plantes et les microorganismes, la macrc
du sol telle ques vers de terre ou les scarabZes alterent Zgalement les minZraux en les
C digZrant E. Plusieurs Ztudes ont montrZ quQapres avoir ZtZ digZrZs, les minZraux Ztaient plus
plus ronds que lors de leur ingestion (&uauki2003 ; Carpergeral., 2007). Ceci pourrait
Zventuellement sOexpliquer par le pH des intestins qui est acide dans la plupart des orgal
Cependant, Lét al. (2011) ont dZmontrZ que les minZraux digZrZs et altZrZs prZsentaient diffZr
communautZs bactZriennes. Les chercheurs ne savent pas encore si ce phZnomene doit stre a
aux enzymes digestives de ces organismes ou aux bactZries habitant leurs irtestins (Suzuki
2003 ; Carpentdral., 2007 ; leual., 2011).

Ainsi, les diffZrents organismes du sol contribuent " IQaltZration des minZraux de pat
contribution ~ la dZsagrZgation physique et notamment, de part les rZactions chimiques
engendrent directement ou indirectement via les diffZrents congzus#ierguGibpendant, au
cours des dernieres dZcent@edtZration minZrale en foret a surtout ZtZ attribuZe " IOactivitZ des
champignons symbiotiques (Paris et al., 1996 ; Jongmans, 1997 ; Landeweert, 2001 ; Gadd, 2(

Ce constat tient essentiellement au fait que les recherches se sont uniquement concentrZes ¢
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microorganismes. Par consZdeguipnnZes relatives " IQidentitZ taxonomique et aux capacitZs
fonctionnelles des communautZs bactZriennes des sols forestiers capables dOaltZrer les
minZraux, ainsi que leur contribution nOest pas tres bien cAoramirs de ma these, je me suis

concentrZe sur ces communautZs et sur leur r'Mle dans IQaltZration minZrale.

2.3. LOaltZration bactZrienne en forst

2.3.1Effet sZlectif de la rhizosphere et de la mycorhizosphere sur les communautZs

bactZriennes du sol

A ce jour, nos connaissances sur les caractZristiques taxonomiques et fonctionnelles
communautZs bactZriennes impliquZes dans IOaltZration des minZraux ainsi que leur localisatio
sol des Zcosystemes forestiers sont relativement limitZes. Ce manque de connaissance tient en
partie au fait que le sol est un environnement chanphateéce sol est caractZrisZe par son
hZtZrogZnZitZ et est constituZe de nombreux C sous-systemes E considZrZs dOun point de vi
microbiologique comme autant de niches ou habitats propices au dZveloppement des bactZries
telles que le sol global (sans racines), la rhizospberencore la mycorhizosphar€es deux
niches constituent des environnements spZcifiques o les Zchanges de matiere et dOZnergie ent
et les arbres sont tres intenses, ce qui peut influencer non seulement les conditions physico-chit
du sol mais aussi la flore bactZriennes{Blun2002 ; van Schgkl., 2008 ; Koeleal., 2009).

Dans la rhizosphere et la mycorhizosphere, IQarbre absorbe I0eau et les nutriments nZcessai
croissance et, dans le meme temps, libere divers composZs organiques (rhizodZposition) tels gt
acides organiques, des acides aminZs, des sucres, des stZrols, des facteurs de croissanci
vitamines ou encore des enzymes (Dakora & Phillips, 20623alD@0id)a rhizodZposition

favorise la colonisation de la racine (rhizosphere et mycorhizosphere) des arbres par des
microorganismes spZcifiques (champignons et bactZries). En effet, il a ZtZ dZmontrZ que |
microorganismes et notamment, les communautZs bactZriennes, colonisant la rhizosphere
mycorhizosphere prZsentaient une structuration fonctionnelle et taxonomique diffZrente de celles
environnant suggZrant ainsi un effet OnicheO (Starkey el @58 2@8iri Dengtsal., 2010).
LOZtude des interactions entre ces microorganismes (bactZries, champignons) et |Qarbre (Starl
a dZmontrZ quQils jouaient un r™le important dans sa nutrition, et notamment dans les milieu:
en nutriments tels que les Zcosystemes forestiers des rZgionsesnputitesganismes sont
effectivement capables dOamZliorer la nutrition de la \pé@metamment leur capacitZ
dOaltZration qui joue un r™le dans la mise en disponibilitZ des nutriments tels que le phosphor:
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le potassium ou le magnZsium (Starkey, 1958 ; Geldsteirl999 ; Calvaregoal., 2006 ;
Richardson & Simpson, 2011).

Au cours de la dernisre dZcennie, des Ztudes ont dZmdatréhizpsphere et la
mycorhizosphere des plantes Ztaient colonisZes par des communautZs bactZriennes ayant la
capacitZ dOaltZrer les minZr@es souches bactZriennes capables dOaltZrer les minZraux o
effectivement ZtZ retrouvZes dans la rhizosphere de mangroe¢ §/a2608¥, dOarbres de forst
tempZrZes (Leyval and Berthelin, 1991 ; Calvatys?006 ; Colligreinal., 2011) et dans la
mycorhizosphere de chene associZe au champignon sySuéstdeena citringorozet al.,

2007).

1Qualifie le volume de sol influencZ par les racines.
2Quialifie le volume de sol influencZ par leeraagsxiation avec des champignons symbiotiques (dits mycorhiziens)

2.3.2Influence de IOessence dOarbre sur la capacitZ dDaltZration des communautZs

bactZriennes du sol

Notre connaissance actuelle des sols forestiers acides suggere, en gZnZral, un enrichissemel
communautZs bactZriennes capables dOaltZrer les minZraux dans la rhizosphere et la mycorhiz
des arbres (Calvaresal., 2007, 2010 ; Wsbal., 2007, 2009, 2010 ; Leyval and Berthelin, 1991).
Cependant, |Oessence dOarbre semble stre un facteur dZterminant dans la structuration
communautZs. Une rZcente Ztude a, en effet, dZmontrZ que les communautZs bactZriennes pr
de la rhizosphere de hetre ou de chene Ztaient potentiellement plus altZrantes que celles proven
la rhizosphere dOZpicZa (Caleaalsc2010). De meme, Collighah (2011) ont observZ un effet
structurant sur la capacitZ dQaltZration des communautZs bactZriennes dans la rhizosphere
mais pas dans celle de I0ZpicZa. LOZpicZa Ztant un conifere, il acidifie plasade,20Q8ugtisto
ce, notamment parce quQil libere plus de protons dans le sol. Ces rZsultats suggerent que la que
protons, et donc que le pH du sol, serait un acteur rZgulant la capacitZ dQaltZration des commn
bactZriennes rhizosphZriques. Comme vu prZcZdemment, un pH plus acide suggere une diss
des minZraux plus rapide et donc une disponibilitZ en nutriment plus importante. LOZpicZa se
capable par lui-meme de rendre disponible les nutriments, ce qui expliquerait la non sZlecti

communautZs bactZriennes altZrantes au sein de sa rhizosphere par rapport au sol environnant.
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2.3.3Influence de la saison sur la capacitZ dOaltZration des communautZs bactZrienn:

sol

En plus de IQinfluence du compartiment (rhizosphere, mycorhizosphere, sol environnant) et d
de I0essence dOarbre (ZpicZa, hetre, chene) sur la structuration fonctionnelle des commi
bactZriennes capables dOaltZrer, Gulblr@011) ont rZcemment dZmontrZ un effet saisonnier. En
comparant la capacitZ dOaltZration de souches bactZriennes isolZes de la rhizosphere et
environnant ~ chacune des saisons, ils ont dZmontrZ que ces communautZs prZsentaient un p
dOaltZration plus efficace en automne quOau printemps. Ces rZsultats combinZs avec 10effe
abordZ prZcZdemment, suggerent un effet de la physiologie de IQarbre sur la structuration fonc
de ces communautZs. A lOapproche de IOhiver, IOarbre augmenterait sa demande en 1
appauvrissant ainsi le sol ~ proximitZ des racines, en consZquence, |IQarbre sZlectionnerait

bactZries capables dOaltZrer afin de rZpondre " ses besoins nutritifs.

2.3.4L Oinfluence potentielle de la disponibilitZ en nutriments

Un nutriment est dit C biodisponible E sQil est facilement Zchangeable et, donc assimilable
organismes et notamment par les arbres. La biodisponibilitZ en nutriments dOun sol est directer
" sa CEC, "~ son taux de saturation et ~ son pH (Figure 1.2). LOimpact du compartiment, de 10
dOarbre et de la saison sur la structuration fonctionnelle des communautZs bactZriennes
suggerent IOhypothese que la disponibilitZ en nutriment pourrait stre un facteur structuran
communautZs bactZriennes capables dOaltZrer les minZraux dans le sol des Zcosystemes fores
des moyens de tester cette hypothese serait dOanalyser le potentiel dOaltZration de ces comr
apres un amendement minZral en poudre pour permettre une mise en disponibilitZ plus rapic
nutriments inorganiques contenus dans le minZral. Cependant tres peu dOZtudes se sont pencl
le sujet. Une Ztude sur des champignons mycorhiziens isolZs de parcelles chaulZes ou non ave
dolomie [CaMg(§h) nOa montrZ aucune diffZrence significative dans leur capacitZ ~ mobiliser I
(Rineau and Garbaye, 2010). Une Ztude plus rZcente a dZmontrZ quOapres un chaulage " lon
(30 ans) avec de la dolomie [Cab(@S communautZs bactZriennes dOun sol chaulZ prZsentaie
unpotentiel dOaltZration plus efficace que celles provenant dOun sol reirath2071d)raes
rZsultats de cette Ztude sont plut™t inattendus mais rZsultent dOun effet indirect du chaulag
terme, le chaulage induirait des carences nutritives dans le sol (Tyler and Olsseinal2001 ; Uroz
2011a). Ces carences nutritives seraient en grande partie dues " IOaccZIZration de la physiolog
plante. En effet, le sol Ztant devenu subitement plus riche en nutriments, la plante en a prZlevZ
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en plus durant sa croissance, appauvrissant davantage le sol quOil ne I0Ztait avargtle chaulage (
al., 2011a). Tous ces rZsultats suggerent bien IOhypothese que la disponibilitZ en nutriment aurs
impact sur la capacitZ dQaltZration des communautZs bactZriennes du sol. Cependant, " IC
actuelle, ce lien reste " I0Ztat de suggestion.
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3. Article: Bacterial weathering and its contribution to nutrient cycling in temperate forest
ecosystems

S. Uroz, P. Oger, C. Lepleuollignon, P. Frey-Klett and M.-P. Turpault
PubliZ dans Research in Microbigtigyne 162, IssyéNdvember 2011, Pages 820-831

RZsumZ

Contrairement aux cultures agricoles, les forets, poussant sur des sols acides, sont un
Zcosystemes terrestres les moins influencZs ou fertilisZs par IOHomme. Ces forsts dZveloppZes
acide sont caractZrisZes par un stock important de nutriments inorganiques piZgZs dans des
peu altZrables. Dans ce contexte, les processus de |QaltZration minZrale sont importants dOa
que les ZIZments nutritifs contenus dans les minZraux du sol ne sont pas directement accessib
racines des arbres. A IOheure actuelle, plusieurs genres bactZriens ont ZtZ identifiZs comn
capables dOaltZrer les minZraux et dans certains cas, dOaugmenter la nutrition des arbres. Ci
peu dOZtudes se sont concentrZes sur ces communautZs bactZriennes capables dQaltZrer les
en prenant en compte leur origine Zcologique, les essences dOarbres associZes, les
biogZochimiques, les caractZristiques du sol ou encore les techniques de gestion forestieres.
revue vise "~ discuter de IOhZtZrogZnZitZ du processus de |QaltZration minZrale dans les sols fo
~ prZsenter IOZtat actuel des connaissances sur les caractZristiques taxonomiques et fonctionne
bactZries altZrantes ainsi que les diffZrentes niches du sol o elles ont ZtZ isolZes. LOinfluel
facteurs abiotiques et biotiques sur la distribution de ces communautZs bactZriennes sera disc
traitant notamment de IQimpact de IOessence dOarbre ou des pratiques de gestion sylvicoles.
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Abstract

Unlike farmland, forests growing on acidic soils are among the terrestrial ecosystems that are the least in uenced or amended by man. Fores
which developed on acidic soils are characterized by an important stock of inorganic nutrients entrapped in poorly weatherable soil minerals. Ir
this context, the mineral-weathering process is of great importance, since such minerals are not easily accessible to tree roots. To date, seve
bacterial genera have been noted for their ability to weather minerals and, in the case of some of them, to improve tree nutrition. Nevertheless
few studies have focused their analyses on mineral-weathering bacterial communities in relation to geochemical cycles and soil characteristic:
their ecological origin, associated tree species and forest management practices. Here we discuss the heterogeneity of the mineral-weatheri
process in forest soils and present what is known concerning the taxonomic and functional characteristics of mineral-weathering bacteria, as we
as the different locations where they have been isolated in forest soils. We also discuss the biotic and abiotic factors that may in uence the
distribution of these bacteria, such as the effect of tree species or forest management practices.

e 2011 Institut Pasteur. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords:Mineral-weathering; Forest; Soil; Bacterial communities; Nutrient cycling; Pyrosequencing

1. Introduction sustainable forest managemeiafnbiar, 199Y. Harvesting
treesleads to removal of nutrients collected from the soil by
Historicaly, soils with high plant nutritional capacity have trees during their lifetime (40&20 years depending on the
been dedicated to agriculture and intensively exploited. Irtree species), causing potential de®ciencies if removal of
contrast, nutrient-poor soils have been abandoned to foresiutrients through harvesting is higher than replenishment of
ecosystems. In temperate regions, forests are among th®il reserves through natural processRar(ger and Turpault,
terrestrial ecosystems the least amended by Man as compar&899. In this context, the question arises as to how trees
to farmland. Mineral amendment (liming) for economic collectthe nutritive cations they need for sustainable growth,
reasons remains a rare sylvicultural practice. However, in theand what are the sources of these inorganic nutrients. Aside
21st century, forest ecosystems are facing intensi®ed expldirom the contribution of rainwater, atmospheric deposits and
tation, and the maintenance of both soil capacity for productecycling of elements contained in falling leaves and dead
tion and the quality of the environment is a central issue inroots, soil minerals (primary and secondary) constitute the
main source of inorganic nutrients for long-lasting functioning
—_— o of forest ecosystems. Notably, temperate forests, which
* Corresponding author. INRA, UMR 1136 INRA Nancy Universitater- develop on acidic soils, in contrast to agricultural soils, are
actions Arbres Micro-organismes, Centre INRA de Nancy, 54280 Champe- . N o '
noux, France. Tels 33 3 83 39 40 81: faxs 33 3 83 39 40 69. characterized by an important stock of nutritive cations
E-mail addressuroz@nancy.inra.f(S. Uroz). entrapped in soil minerals. However, these soil minerals are
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poorly weatherable, so their inorganic nutrients are not easilynineralogical and chemical analysi€alvaruso et al. (2009)
accesdile to tree roots. In other words, trees are placed indemonstrated that the dissolution of clay-sized minegathe

a situation of “famine in a land of plentyD@ncis et al., 1990  soil fraction that is most reactive and richest in nutriemte/as
The release of key nutritive cations from soil minerals by higher in the rhizosphere of Norway spruce and oak than in the
mineral-weathering processes is thus of great importance fasurrounding bulk soil and that this was due to massive produc-
the sustainability of forest ecosystems growing on acidic soilstion of protons by the roots. Similarlys&yuin et al. (2005)

It is now well established that mineral-weathering is observed that several minerals were depleted from the clay
controlled by chemical, hydrological, physical and biological fraction of the poplar Populus tremuld@®s rhizosphere
processes, as well as by soil characteristics. Soil minerals almpared to the surrounding bulk soil. A similarincrease in clay
subjected to mechanical erosion, but also to both thermalveathering of the rhizosphere environment was observed for
(temperature "uctuations) and hydration (water circulation)non-perennial plants such as ryegradméinger and Jaillard,
effects. The dissolution rate of minerals is also strongly corre1993. Notably, it was revealed that more cations were
lated with the concentration of mineral-weathering agents sucheleasedn the mycorrhizosphere of subalpine @b(es lasio-
as protons, organic and inorganic acids, chelating compoundsarpa) than in the surrounding bulk soil, suggesting an impact of
(e.g. siderophores) and soil pH. Mineral-weathering can also bmycorrhizal symbiosisArocena and Glowa, 2000Unfortu-
initiated and/or accelerated by biotic factors such as plant rooteately the presence and relative impact of mineral-weathering
and soil microorganismsWhite and Brantley, 1995; Drever, bacterial communities associated with the mycorrhizal roots
2005; Gregory and Hinsinger, 1999 Tree roots, through was not evaluated in this study. However, this rhizosphere effect
organicacid production and the physical force they exert on soilon minerals can be canceled or attenuated in limed conditions.
minerals, enhance mineral-weathering. Furthermore, symbiotidurpault et al. (2009lemonstrated that there was no increase in
mycorrhizal fungi associated with tree root systems can releasmineratweathering in the rhizosphere zone when the forest
inorganic nutrients from minerals such as apatite or biotite andtand was fertilized with calcium. These results suggest that the
transfer these nutrients to the trees, thus contributing to tremineral-weathering process is increased in the tree root vicinity
nutrition (Blum et al., 2002; Courty et al., 2010; Wallander, and that rhizospheric activities (i.e. root physiology and root-
2000. For decades, mineral-weathering by forest soil micro-associated microorganisms) acting on the mineral-weathering
organismshas mainly been attributed to mycorrhizal fungi process may be regulated by nutrient availability. In other words,
(Paris etal., 1996; Landeweert et al., 2D0argely overlooking  when enough inorganic nutrients are available in the rhizo-
the role that other associated microorganisms may play. Asphere, the biotic factors inhabiting this soil environment do not
a consequence, comparatively little is known about the relativeeed to extract these nutrients from soil minerals.
importance of bacterial communities that are associated with
tree roots and/or soil minerals in forest soil mineral-weathering3. Mineral-weathering bacteria
processes. In this article, we summarize recent progress in
understanding microbial weathering processes in temperate Many organisms and microorganisms such as plants, algae,
forest ecosystems, focusing mainly on bacterial communities.lichens, fungi and bacteria can colonize rock surfaces or soil

minerals, especially pores and cracks, but their relative impact on
2. Nutrient cycling in the forest soil rhizosphere, a niche the global mineral-weathering process is dif®cult to discriminate
of particular interest from purely abiotic processesdndeweert et al., 2001; Uroz

et al., 2009 Despite this, it is now well established that

Nutrient cycling in forest soil is strongly linked to nutrients mineral-weathering can be accelerated and even initiated by
derived from organic matter degradation and from mineral-microorganisms. The role of fungi in mineral-weathering was
weathering processes. To illustrate the heterogeneity of sohighlighted in the last few decades, and more recently, it was
processes related to mineral-weathering, several studies haegidenced that bacterial communities can impact mineral
attempted to focus mainly on targeted zones of the soil such astability, leading to the release of inorganic nutrierf@sl{aruso
the rhizosphere, the mycorrhizosphere or bulk soil usinget al., 2006§. To date, a large range of bacterial strains or
different strategies. Using pure and calibrated minerals condieommunities from diverse genera have been reported to be able to
tioned in mesh bags and introduced into the shilgusto etal.  colonize mineral surfaces and/or to weather minerals, and for
(2000)reported that coniferous species (Norway spriieea  some of them a plant growth-promoting effect was demonstrated
abies Scots pinePinus sylvestrispromoted signi®cantly more (Fig. 1). The proven or hypothesized mechanisms used by
mineral-weathering than hardwood trees, suggesting an impabtcteria to weather minerals include several oxidoreduction and
of the tree species. In another experiment based on the sandéssolution reactions, as well as the production of weathering
approach, Turpault et al. (2009)ested the hypothesis that agents, such as protons, organic acids and chelating molecules.
mineral stability could be in uenced by tree root proximity, i.e.
the rhizosphere. Using uoroapatite and labradorite plagioclas8.1. Phylogenetic af®liation of known mineral-weathering
introduced into the soil of mature beechésmgus sylvaticy ~ and mineral colonizing bacteria
those authors highlighted that, in acidic soils, the minerals were
signi®cantly more weathered in the rhizosphere zone than in Two main approaches have been developed in parallel to
a zone where roots were excluded. Similarly, by combiningcharacterize the relationship between bacteria and minerals.
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Fig. 1. Neighbor-joining tree showing the placement of some bacteria characterized for their ability to solubilize or produce minerals in the bacterial tree of life.
Bacterial genera in which bacterial strains known for their ability to weather minerals, to solubilize inorganic phosphorous, to chelate iron, to perform mineral
oxidoreduction or to synthesize minerals are presented with yellow, red, blue, orange and white squares, respectively. The genera in which bacterial strains hay
been isolated from forest ecosystem are presented in green. (For interpretation of the references to colour in this ®gure legend, the reader is referred to the w
version of this article).

The ®rst attempts to answer the question 2what is where?8urfaces and oceanic basalts or found in groundwater systems
while the second question addresses 2what is doing what?{Bennett et al., 1996; Cockell et al., 2009; Herrera et al., 2008;
From these two inquiries, much information concerning theSantelliet al., 2008; Hutchens, 2009; Hutchens et al., 3010
identity of the bacterial communities colonizing mineral Although the mineral-weathering ability of rock-associated
surfaces and their distribution has been obtained, but less hasicrobial communities remains unknown, we may hypothesize
been revealed concerning their mineral-weathering ability. a functional adaptation to these oligotrophic conditions and thus
Many studies have observed the development of compler mineral-weathering ability for some of them. As an example,
microbial bio®Ims on the surface of minera@dafbushina and comparative genomics suggested that archaeabacteria might be
Broughon, 2009. It is now well established that cyanobac- involved in metal transformatiorB{ni, 2010). Thanks to culti-
teria are among the ®rst settlers colonizing mineral surfaces/ation-dependent approaches, a large range of Gram-negative
This is probably due to their ability to photosynthesize andand Gram-positive bacteridig. 1, Uroz et al., 2009porigi-
®x atmospheric nitrogen. Diverse species suclArbaena  nating mostly from soil were proven to be able to solubilize
Calothrix, Nosto¢ Prochlorococcusand Stigoneméaave been inorganic phosphorus, mobilize iron and weather complex
reported on rock surface&6rbushina and Broughton, 2009; minerals.
Herrea et al., 2009; Olsson-Francis et al., 2010; Kelly et al.,
in pres$. Thorseth et al. (1992 ypothesized that when rocks 3.2. Mineral-weathering ability of th&urkholderiaand
areexposed to suf®cient light for photosynthesis, cyanobacterialollimonasgenera
growth could create local changes in pH that cause mineral-
weathering. However, although cyanobacteria have been Several bacterial strains have been isolated from forest soils
detected on the top layer of forest soil, their mineral-weatheringand characterized for their ability to weather minerals using
ability remains unknown@emba Diallo et al., 2004 Besides a microplate assayUfoz et al., 2007, 2009a,b; Calvaruso
cyanobacteriaheterotrophic bacteria colonizing minerals or et al., 2010; Fig. 2). The most ef®cient bacteria identi®ed
capable of weathering minerals have been described by cultso far belong to theBurkholderia and Collimonas genera,
vation-dependent and -independent approaches. Most of thehich belong to the Beta-Proteobacteria phylum and are
culture-independent studies have addressed the taxonomfiequently found in acidic and nutrient-poor soils. Bacteria
identities of bacteria or archeabacteria associated with rockkom the Burkholderiagenus were previously known for their
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Fig. 2. Methods for measuring mineral-weathering. A. Microplate assay. A calibrated bacterial suspension is transferred to a well of sterile Multiscreen microplz
(Millipore® ) containing sterile biotite particles and a nutritive solution (BHm medium), lacking iron and supplemented with a carbon substrate (2 g/L). After 48 |
incubation at 25 C with constant shaking, the liquid of each well is ®ltered at 022 by centrifugation. To assess biotite weathering (1), the ®ltrates are
recovered in a new microplate, containing Ferrospectral for Fe quanti®cation and bromocresol green for pH measurement. The amounts of Fe and protons rels
are measured at#s,m (2) and compared with a calibration curve. This corresponds to the mineral-weathering potential of each bacteriaUisdage &l.,
2007). B. Microcosm experiments. After 6 weeks of growth in a greenhouse, the roots of Scots pine seé€dlsyd)geétri$, inoculated or not with a mycor-
rhizal fungus, are washed in sterile ultrapure water to remove adhering growth substrate. Seedlings are weighed individually. The seedlings are then introduce
sterile microcosms containing a mixture of biotite @ 5mm diameter) and quartz (&2 mm). The seedlings are fed by a de®cient nutrient solution devoid of
potassium and magnesium (these inorganic nutrients are only present into the biotite) through a peristaltic pump. Then a concentrafioh @F@/mL of
bacterial inoculum is added. After 80 days, all pine seedlings are sampled to observe root morphology and to quantify their ®nal biomass and mineral content
the weathering budget is determined accordin@#dvaruso et al. (2006)For interpretation of the references to colour in this ®gure legend, the reader is referred
to the web version of this article).

ability to solubilize inorganic phosphat&ifn et al., 2005; Lin ~ Uroz et al., 2007, 2009a,b; Leveau et al., 2p0gere all
et al., 200§ and to mobilize iron through the production of very ef®cient in weathering a ubiquitous soil mineral, biotite.
sideroplores {ial et al., 2007. The ability to weather All the tested Collimonads, regardless of their ecological
complexminerals and rocks such as biotite, basalt, or graniterigin, showed high mineral-weathering potential (i.e. amount
(Uroz et al., 2007; Wu et al., 2007, 200&as more recently of Fe released from biotite). Interestingly, the mineral-
reportel for bacterial strains belonging to tHeurkholderia  weathering ef®cacies of the Collimonads originating from
glathei and Burkholderia fungorunspecies. One of the most tundra appeared to be signi®cantly lower than those of dune
interesting bacterial genera concerning the mineral-weatheringnd acidic forest soilsUroz et al.,, 2009h However, the
process remainsCollimonas This genus was previously analysisof these data did not allow discrimination of different
described as being able to grow at the expense of living fungadécotypes among th€ollimonasstrains.
hyphae (mycophagy), to hydrolyze chitidg Boer et al., Phylogenetic analyses demonstrated that the ability to
2004 and, more recently, to be preferentially associatedweather minerals was a common functional trait of all iden-
with fungi (M&nig@&and Haygblom, 2006; Offre et al., 2007; ti®ed Collimonas fungivoransCollimonas arenaeCollimo-
Uroz et al., 200Y. Thus,Collimonaswas mainly recognized as nas pratensis or unidenti®edCollimonas species l(eveau
a fungal-associated genusefreau et al., 2009 et al., 2009; Uroz et al., 2009bMoreover, all Collimonads
Collimonads were identi®ed in soils with a low nutrient appearedcapable of solubilizing inorganic phosphate and
availability and on mineral surfaces, which suggested theynobilizing iron Uroz et al., 2009h Notably, high concen-
were likely to be adapted to oligotrophic conditiortdefrera  trationsof gluconic acid were detected in culture supernatants
et al., 2008; Uroz et al., 2007, 2009b, 2010his hypoth-  of the Collimonads, which may partly explain their mineral-
esis was con®rmed by quantitative PCR experimentsveathering ef®cacy. Indeed, this glucose-derivative metabolite
(H@ppener-Ogaa et al., 2007; Leveau et al., 2009vhich  is among the few metabolites suspected of being involved in
demorstrated that the abundance of Collimonads was signi®he mineral-weathering effect of heterotrophic bacteKar(
cantly higher in the mineral than in the organic layer of forestet al., 2005; Lin et al., 2006 In contrast, bacterial strains
soils. Notably, a small-scale biogeographic analydisog  belongirg to closely relatedHerbaspirillum and Janthino-
et al.,, 2009h demonstrated that Collimonads originating bacterium genera were inef®cient or poorly ef®cient in
from nutrient-poor ecosystems (forest soils, coastal dunes) aveathering biotite. From an evolutionary point of view, the
rich ecosystems characterized by low nutrient availabilityability of Collimonads to use speci®c fungal-derivative
(tundra soils, heathland)M@&hnig& and Haygblom, 2006; metabolites, to colonize poor nutrient environments and to
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Fig. 3. Bacteria colonizing apatite particles. Apatite particles were incubated for 48 h with an ef®cient mineral-weathering bastekibaldéria glathei

PML1(12)). Samples were then ®xed in 2.5% glutaraldehyde phosphate-buffered saline and observed using a scanning electron microscope. (A,B): Particle
incubated without (left) or with (right) strain PML1(12). (B): The surface shows extensive surface alteration and etches pits formed by apatite dissolution. (C,D):

Bacteria on the mineral surface.

ef®ciently weather minerals suggests an adaptive evolution @nd bacteria in the mineral-weathering process. The ®rst
the Collimonasgenus to oligotrophic conditions. Based on demonstrations of a bacterial effect on plant growth were
these ®ndings in forest soilSpllimonasand, to a lesser extent obtained using non-perennial plants and cati¢ et al., 1997;

B. glathej could be considered, in the absence of currentlyPuenteet al., 2004a,b, 2009 As an examplePuente et al.
identi®ed marker genes of the mineral-weathering function, a&004b,2009) demonstrated that rhizosplane and endophytic
bioindicators of soil status (oligotrophic environment) andbacteria,by releasing a signi®cant amount of nutrients from
bacterial weathering potential. In this sense, recent use abcks, promoted the growth of cactus seedlings. More recently,
pyrosequencing con®rmed thatrkholderiais a major genus the challenge of developing microcosms with trees has been
in forest soil and, moreover, that it is enriched in the treeovercome. Using pine seedlings grown in a mixture of biotite
rhizosphere, con®rming the selection of ef®cient mineraland quartz ig. 2B), Calvaruso et al. (2006)lemonstrated,
weathering bacteria by treefioz et al., 201D In contrast, througha mineral-weathering budget approach, that the inocu-
the Collimonasgenus is comparatively rare amongst microbial lation of a selected. glatheistrain PML1(12) signi®cantly

communities but is functionally important. enhanced the release of magnesium and potassium from biotite
1.4- and 1.5-fold, respectively, compared to non-inoculated

3.3. Plant growth-promoting effect of mineral-weathering plants. In addition, strain PML1(12) signi®cantly improves pine

bacteria growth and modi®es root morphology (increase in the number of

lateral roots and root hairs). Notably, this bacterial strain

In forest ecosystems it is dif®cult to quantify the effect of signi®cantly increased plant growth only under nutrient-poor

ef®cient mineral-weathering bacteria on plant growth andonditions, suggesting that the growth-promoting effect of this

nutrition in situ; therefore, microcosm experiments have beenstrain resulted from improved plant nutrition through increased
developed to address the relative contribution of roots, soil funginineral-weathering.
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In soil, microorganisms live in complex associations, and towhen minerals are absent. These results suggest that ecto-
illustrate these associations, microcosms testing the effect afycorrhizal fungi can drive the bacterial communities based
co-inoculating different bacteria and/or fungi have beenupon their nutrient needs. They also highlight the necessity of
developed I(eyval and Berthelin, 1989, 1991; Toro et al., evaluating both the ability of these bacterial communities to
1997. Koele et al. (2009Y)ested the effect of co-inoculating weather minerals and their relative role. All these observa-
mycorthizal fungi (Laccaria bicoloror Scleroderma citrinutn  tions highlight the need for taking into account the ecology of
and ef®cient mineral-weathering bacteria @latheior Col-  mineral-weathering microorganisms and to demonstrate
limonas sp.) in P. sylvestrismicrocosms [ig. 2B). They that the mineral-weathering process in soil is not a simple
demorstrated that this co-inoculation signi®cantly increasedadditive effect of different factors but that other factors,
magnesium plant uptake and plant biomass compared to nosuch as microbial interactions, are involved and need to be
inoculated plants. Notably, they also demonstrated that thisnonitored.
effect was strongly dependent on the ability of the bacterial
strains to colonize their environmenKdele et al., 200R  3.4. Relationship between carbon and nitrogen sources and
Indeed both bacterial strains were enriched in the mycor-mineral-weathering
rhizosphere environment compared to the surrounding soil.

Similarly, Olsson and Wallander (1998¢ported that inP. Besides oxidoreduction and chelation, the main mechanism
sylvestris microcosms, the ectomycorrhizal fung@uillus  used by heterotrophic bacteria to weather minerals is acidi®-
variegatus can stimulate bacterial growth under some cation. This acidi®cation is strongly linked to the production
circumstances, such as with biotite addition, while it mayof protons and organic acidtJfoz et al., 2009h Several
inhibit bacterial growth under other circumstances, such astudieshave demonstrated that bacteria can produce different

Fig. 4. Highlights of the different environments in which mineral-weathering bacteria in forest soil were detected. The presence of ef®cient mineral-weatheri
bacteria was reported in various soil environments such as the rhizosphere (environment around the tree roots), the mycorrhizosphere (environment ar
mycorrhizal tree roots) and the mineralosphere (environment around mineral particles). By releasing nutritive cations entrapped in the soil minerals, bacte
actively participate in tree nutrition.
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metabolites depending on the available nutrient resources araf soil bacteria can be in"uenced by the relationships they
ontheir own physiology Nautiyal et al., 2000; Hameeda et al., establish with tree roots and mycorrhizal fungi. Using a culti-
2006;Lin et al., 2006; Uroz et al., 2007, 2009a; Balland et al., vation-dependent approacblroz et al. (2007)demonstrated
2010. Notably, it is now well established that the carbon thatthe bacterial communities from the o&cleroderma cit-
sourcescontained in the root or mycorrhizal root exudates of rinum mycorrhizosphere were characterized by a higher ability
trees or other plants impact the taxonomic and functionato weather minerals, and especially to consume trehalose as
structure of the soil bacterial communitieBréy-Klett et al.,  sole carbon source, compared to the ones from the surrounding
2005; Haichar et al., 2008 Uroz et al. (2007) and bulk soil. Similarly, the extramatrical hyphae of the o&k-
Calvaruso et al. (2010Eported that among the forest bacterial citrinum ectomycorrhiza (hyphosphere) were also character-
isolates they sampled, the most ef®cient were capable ofzed by a higher mineral-weathering ef®cacy than the ones
decreasing the initial pH of the medium from 6.5 to 3 in 48 hfrom the surrounding bulk soil Galvaruso et al., 2030
incubation time (using glucose as sole carbon source) andHowever, no signi®cant differences were observed between
released signi®cant amounts of iron from biotite compared tthe bacterial isolates from th8. citrinum hyphosphere and
a non-inoculated control or inef®cient strains. ectomycorrhizosphere. The same selection of ef®cient
Depending on the carbon source available, the mineralmineral-weathering bacteria in the vicinity of the mycorrhizal
weathering ability of bacteria can be strongly modulated orfungussS. citrinumwas also observed four years earlier at the
even suppressed, illustrating that functional plasticity existssame experimental sitdJ(oz et al., 2007; Calvaruso et al.,
Uroz et al. (2007)demonstrated that all ef®cient mineral- 2007 and in another French forest experimental site (Uroz
weatheing bacterial strains from the mycorrhizosphere loseet al., unpublished). NotablyS. citrinum was proved to
their mineral-weathering ability in the presence of mannitol asaccumulate trehalose in its myceliurrpz et al., 200Y, as
sole carbon source, which is a sugar alcohol frequently preseftiready shown for other mycorrhizal fungiMartin et al.,
in plants and fungiNlartin et al., 198%. More recentlyUroz ~ 1984). Based on this ®ndindJroz et al. (2007)hypothe-
et al. (2009b) demonstrated thatCollimonas strains were sizedthat the mycorrhizal symbiont could exert a trehalose-
capable of weathering minerals using trehalose, a fungalmediated selection on the bacterial communities. Similar
derived sugar polyol. Notably, one of theGellimonasstrains  selection was reported for the uorescent Pseudomonad
originating from a forest soil weathered biotite more ef®-communities associated with the mycorrhizal funfrascaria
ciently using trehalose as a carbon source compared thicolor that also accumulates trehalose intracellulaffyefy
glucose. The impact of the carbon source on mineral-weathet al., 1997.
ering ability was also demonstrated for bacteria from Few data concerning the carbohydrate content of forest
ecosystems other than forests, using xylose or lactoseoils are available, only average values from the bulk soil have
(Nautiyal et al., 2000; Hameeda et al., 200@part from  been determined. Thus two important questions are what types
carbonsubstrates, the ability to weather minerals can also bef carbon substrates are available for the mineral-weathering
inuenced by the nitrogen sourceNautiyal et al. (2000) bacteria in their environment and in what quantities.
demonstrated functional heterogeneity between bacteria i€oncentrations of glucose ranging from milligram to gram per
the presence of ammonium or nitrate. Altogether, thesekg of soil were reported in arable and forest soils respectively
observations show that the mineral-weathering ability of the(Jolivet et al., 2006; Medeiros et al., 2006; Murataa et al.,
soil bacterial communities is strongly dependent on the carbo999. In contrast, mannitol and trehalose were only detec-

and nitrogen sources available in their environment. ted in concentrations ranging from microgram to milligram
per kg of dry matter of mycorrhizal roots or rhizosphere soll

4. Impact of the ecological niche on the structure of soil (Kleinschmidt et al., 1998Medeiros et al., 2006 Carbon

mineral-weathering bacterial communities sourcessuch as these and others are suspected to control the

taxonomic and functional distribution of the bacterial
The presence of bacteria able to weather minerals, or sugsommunities. Consequently, these carbohydrates and particu-
pected to do so because of their ability to colonize mineralarly the zones where they are likely to be enriched, such as
surfaces Fig. 3), has been reported in the rhizosphere,the rhizosphere and the mycorrhizosphere, are expected to
rhizoplane and mycorrhizosphere of several plants, includingnodulate the mineral-weathering ability of soil bacteria. In
mangrove treesMasquez et al., 2000 cactus Puente et al., this sense, the fact that the two mycorrhizal funigi Bicolor
2004h, desert plants Goldstein et al., 1999 and tree andS. citrinun) considered byFrey-Klett et al. (2005)and
speciesfrom temperate forestdJfoz et al., 2007; Calvaruso Uroz et al. (2007)were found to be inef®cient at mineral-

etal., 2010 (Fig. 4). weathemg (Calvaruso et al., 2009; Koele et al., 200&nd
associatedvith a high proportion of ef®cient mineral-weath-
4.1.Importance of the sa mycorrhizosphere continuum ering bacteria strongly suggests a functional complementation

between the mycorrhizal fungi and their associated bacterial

Several studies have demonstrated that the distribution ancbmmunities. Such complementation based on the active or

potential ef®cacy of mineral-weathering bacteria vary inpassive release of different carbohydrates by the fungus is

relation to the ecological niche they occupyrz et al., 2007; expected to contribute to the tree and fungal growth and thus
Calvaruso et al., 2007, 20)0The mineral-weathering ability to favor forest sustainability.
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4.2. The mineralosphere 5. Impact of environment and forest management on
mineral-weathering bacterial communities

Aside from the rhizosphere and mycorrhizosphere niches,
scientists have also begun to analyze the bacterial taxonomic Although few studies have reported the impact of forest
and/or functional diversity on mineral surfaces in the soilmanagement on mineral-weathering bacterial communities, we
environments or on rock surfaces. It might seem surprising t&know that the distribution and the ef®cacy of the mineral-
focus on this speci®c environment; however, as describedeathering bacterial communities can be in"uenced by envi-
earlier minerals constitute a reservoir of inorganic nutrientssonmental biotic and abiotic parameters. Here we examine the
that play an essential role in nutrient cycling in many impact of two such parameters: tree species and soil amendment.
ecosystems and especially in forests. As a consequence,
minerals may be considered as an oasis of life for microor5.1. Impact of tree species
ganisms Borin et al.,, 2009 and one would suspect that
mineral composition could in uence bacterial colonization. In It is well established that the species of tree impacts
this sense, several work&leeson et al., 2006; Carson et al., differentially the physico-chemical characteristics of the sail
2007; Hutchens et al., 20)0have demonstrated, using (Augusto et al., 2000; Calvaruso et al., 2009; Ayres et al.,
®ngerpinting methods, that the colonization of granite by 2009 and that they differ quantitatively and qualitatively in
bacterial communities was dependent on the mineral crystaltheir rhizodeposition Grayston et al., 1996; Liebeke et al.,
(muscovite, plagioclase, K-feldspar and quartz) present. 2009. As an exampleAugusto et al. (2000yeported that

In soil, Certini et al. (2004)demonstrated using a meta- coniferousspecies promoted a signi®cantly higher dissolution
bolic-based approach that speci®c bacteria, different fronof soil minerals than broadleaved species did. Concerning
those inhabiting the surrounding bulk soil, colonized mineralrhizodepositionLiebeke et al. (2009used G@ MS to reveal
surfaces. More recentliyloore-Kucera and Dick, 200bund  differences in the sugar content of soil extracts performed in
thatthe distribution and biomass of the microbial communitiesdifferent forest soils and demonstrated that oak soil contained
shifted relative to the nutrient status of the soil, the microbialmannitol and trehalose that was not present in the beech sail.
biomass decreasing with decreasing concentrations of pho3hey reported that the soil extracts collected in each tree stand
phorus and calcium in the soil. Such an impact of soil mineralscould support bacterial growth. Tree species is one of the main
on the bacterial diversity was also reportedbgoz et al. (in  biotic factors that can in"uence the densityejon et al., 200%
press)who incubated pure minerals during a 4-year period inaswell as the speci®c and functional diversity of the bacterial
a forest soil. These authors highlighted that mineral coloni-communities in forest soilsGalvaruso et al., 2030 Lejon
zation by soil bacteria was strongly linked to the mineral typeet al. (2005) highlighted differences in bacterial density and
and demonstrated a signi®cant positive correlation betweetommurity composition between oak and Norway spruce
the dissolution rate of minerals and the proportion of Beta-stands, suggesting a relationship between the soil character-
proteobacteria detected on their surface. A negative correldstics and the tree species. Investigating the effect of tree
tion was also observed between the dissolution rate of thepecies on nitrogen transformations at the same experimental
minerals and the Shannon index values related to the richne$srest site Colin-Belgrand et al., 2003; Zeller et al., 200the
of the bacterial communitiesUfoz et al., in pregs This  authorsfound that the amount of nitrate produced during
reveals a speci®c bacterial colonization of the mineral surfacesiineralization was lower in the Norway spruce stand
by particular bacterial groups. Based on 16S rRNA sequenceompared to that measured in oak and beech stands. The
analysis, these authors highlighted that some of them showeaatesence of large amounts of ammonium in the vicinity of
100% homology to those of known mineral-weathering straindNorway spruce roots, resulting from a strong ammoni®cation,
belonging to theBurkholderiaand Collimonasgenera were leads this species to mainly consume nitrogen in this form.
retrieved, suggesting that soil minerals select bacteriaBalancing this uptake of positive charges, Norway spruce
communities having the ability to release inorganic nutrientsroots exudate large amounts of protons, resulting in a decrease
from their structure. To date, studies have been based solely @f soil pH in the rhizosphere, as observed ®glvaruso et al.
the measurement of mineral-weathering potentials for cultur{2009) As minerals are known to be susceptible to acidi®ca-
able bacteria isolated from mineral surface. Further studies aréon, this pH decrease leads to an increase of the nutrient
now required to quantify the real impact of bacteria in theavailability in the rhizosphere environment; however, no
weathering of mineral particle situ. Bennett et al. (1996) difference was observed between the pH of the rhizosphere
were among the ®rst authors to attempt to estimate thand bulk soil zones under the hardwood species, suggesting
impactof bacteria on silicate weatherinig situ. Using scan- that the nutrients required for the nutrition of the trees are
ning electron microscopy these authors showed that in petraeleased from soil minerals by another process. One hypoth-
leum-contaminated groundwater the most colonized mineralssis to explain mineral release in the absence of soil acidi®-
were the most intensively weathered. Further research will beation may be that bacterial communities are involved through
needed to compare initially the mineral-weathering potentialsheir mineral-weathering ability. From the differences
of mineral associated bacteria to those of bacteria from th@bserved byCalvaruso et al. (201®etween tree species, it is
surrounding soil or the rhizosphere and then to characterizeempting to speculate that the distribution of the mineral-
their physiological characteristics. weathering bacterial communities may be different. Notably,
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Calvaruso et al. (2010)evealed a contrasting distribution of processes is now well established. Cultivation-dependent
mineral-weathering bacterial communities between Norwayapproaches have permitted investigation of the taxonomic and
spruce and hardwood species. Considering the mycorrhizdunctional distribution of mineral-weathering bacterial
sphere niche and the surrounding bulk soil, those authorsommunities colonizing various relevant ecological environ-
observed that there were signi®cantly more ef®cient mineraiments in forests such as the rhizosphere, the mycorrhizo-
weathering bacteria in the vicinity of the tree roots than in thesphere, the mineralosphere and the surrounding bulk soil. It
bulk soil, except in the case of Norway spruce. This suggestalso has enabled isolation of model bacterial strains for future
that this tree species in itself is able to mobilize inorganicresearch. To date, various bacterial genera suchBais
nutrients from the soil reserve. These results are in agreemekholderia or Collimonasseem to be characterized by their
with those ofJackson and Voigt (1971yvho were among the mineral-weathering ability, and thus their speci®c 16S rRNA
®rstauthors to consider the relative impact of tree species ogene sequences are relevant biomarkers of the mineral-
the distribution of mineral-weathering bacterial communities.weathering function in forest soils in the absence of identi®ed
Comparing red cedad(niperus virginiand_.) and white pine  functional genes. We still have some way to travel on our
(Pinus strobud..), these authors highlighted that there werejourney to fully understand the role of mineral-weathering
more mineral-weathering bacteria in the red cedar rhizospherdacteria, and multidisciplinary studies linking biogeochem-
Based on these ®ndings, we hypothesize that certain forest trestry to ecology and genetics are needed to do it. Several
species have at their disposal a very ef®cient strategy tohallenges have yet to be overcome and many questions
balance low nutrient availability in soils through the selectionremain unanswered. Three important areas which should be
of ef®cient mineral-weathering bacterial communities in theirprioritized are: i) identify genes involved in mineral-weath-

vicinity. ering ability through conventional genetics with model strains
or by functional metagenomics; ii) determine the relative
5.2. Impact of soil amendment contribution of the different factors using FISH or isotopic

techniques; and iii) evaluate and predict the impact of forest

Liming is a forest management practice used to amendnanagement practices, such as liming, and global environ-
nutrient-poor soils, to offset cation de®ciencies and to restormental changes on the distribution and dynamics of mineral-
soil pH. While this procedure is well known for its bene®cial weathering bacterial communities. Unraveling all these ques-
effect on the trees, it also modi®es the physical and chemicdions will greatly improve our understanding of mineral-
characteristics of soils, especially the availability of inorganicweathering and nutrient cycling in forest ecosystems.
nutrients, and plant uptak&yler and Olsson, 2001 Several
studieshave demonstrated that liming affects plant primary
production and soil carbonRangel-Castro et al., 20pa Acknowledgments
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Glossary Mineral-weathering budget approactsum of output by drainage and nutrient
uptake into seedlings during the

Acidic forest forest with a soil characterized by low pH 4.5) and poorly experl_ment (|q the absence of atmo-
weatherable minerals. ) ) ) ] 'spherlc quOSItS_)- _

Acidolysis mineral dissolution owing to acidi®cation of the medium. Mycorrhizal fungi fungi growing in symbiosis with a plant, forming

Apatite a calcium phosphate mineral. ) mycorrhlzae'. o '

Biotite: a mica-type mineral containing potassium, iron and magnesium. ~ Mycorrhizosphere volume of soil under the in uence of mycorrhizae.

Complexolysis mineral dissolution owing to chelation of ions. Phyllosilicate a type of mineral containing Sitetrahedral crystals.

Mineral-weathering dissolution and transformation of a mineral. Rhizospherethe volume of soil under the root in"uence.









CHAPITRE INTRODUCTION

Jusqud™ prZseseules les communautZs bactZriennes de la rhizosphere et de la

mycorhizosphere ont ZtZ ZtudiZes pour leur capacitZ " altZrer les miDarmuje cadre de

cette theseune autre niche Zcologique potentielle pour ces communautZs bactZriennes a ZtZ
ZtudiZe : les minZraux. Cet intZret est basZ sur IOhypothese quOau meme titre que le voisinag
racine, le minZral peut soutenir la croissance de communautZs microbiennes adaptZes. A ce
racine a ZtZ considZrZe comme IOhabitat des microorganismes et le minZral comme la so
nutriments inorganiques. Ne peut-on ~ IQinverse considZrer le minZral comme un habitat, relat
pauvre en nutriments organiques, et son voisinage (racine, matiere organique) comme une sou

nutriments ?

4. Les minZraux : une niche Zcologique potentielle pour les communautZs bactZriennes

4.1. DZfinition

De fason gZnZrale, un minZral est un solide constituZ dOune structure cristalline dZfinie s
schZma rZgulier et pZriodique qui dessine un rZseau structural tridimensienak] (AFBYuUIN
Une roche quand " elle est dZfinie par un agrZgat de diffZrentes especes min&tks (Aubouin
1975). Parmi les minZraux constituant un sol, on distingue deux C types E de minZraux : les
primaires et les minZraux secondaires. Les minZraux primaires sont des minZraux nOayant |
dOaltZration postZrieure ~ leur dZp™t (ex : biotite, apatite). Les minZraux primaires sont hZri
roche mere. Les minZraux secondaires sont des minZraux (i) prZcipitZs dans le sol (mZcanisr
nZoformation) comme les oxydes et hydroxydes ou encore la kaolinite ou (ii) issus de la transfo
de phyllosilicates comme par exemple la vermiculite qui est issue de la transformation du mica (4
et al., 1975).

4.2. Les minZraux comme habitat pour les communautZs bactZriennes

Les roches et les minZraux semblent «tre colonisZs par des cyanobactZries, des champignor
archZobactZries et des bactZries depuis des milliers dOannZes " en croire IOanalyse de roches 1
(Westalt al., 2001 ; Furnes, 2004). De nos jours, de telles communautZs de microorganismes (
stre observZes sur des roches volcaniquest (&ell2011), ocZaniques (Saattalli 2008), du
dZsert arctique (Betiral., 2009), des dZserts de sable (de leisaRjd2010 ; Chaathl., 2006),
des glaciers (Fretyal., 2010), des monuments historiques tels les temples Mayas (Garcia de Mig

1995 ; Ortega-morales, 2000) et meme sur les minZraux (apatite) que sont nostahis (Selwitz

32
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Tableau 1.1 : Liste non exhaustive des Ztudes ayant caractZrisZs des bactZries " la surface des minZraux.

I
Environnement MinZral/ Roche CommunautZs bactZriennes (phglum)

MZthodes utilisZes Test fonctionnels RZfZrence

Patrimoine artistique et architectural

Peinture murale (Espagnepres (quartz, feldspat Firmicutes, Actinobacteria

Analyse des mZthyles estersAltZration de IOhZmatite par Gemzalez et al., 1999

mica, tourmaline, dOacides gras (FAME) BacillussolZs du gres

glauconite, illite,

kaolinite)
Peinture murale, NZcrop Roches dOune tombe Firmicutes, Actinobactérproteobacteria Clonage / sZqueneage du g Heyrman et Swings,
de Carmona (Espagne) 16S 2001
Murs de cathZdrales (ltaliGres (ltalie) Bacteroidetes DGGE et sZqueneage du gene Miller et al., 2009
Espagne, Portugal) 16S
Monument (Chine) Brique Actinobacteria, TM7, Bacteroidqtesteobacteri#¢, DGGE (Zlectrophorsse sur geDissolution de la brique poudwéang et al., 2011

proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Deinococ&msgradient dZnaturant) par les bactZries isolZes

Thermus, Uncultured bacteria

CitZ dOAngkor (Cambodge)  Gres Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria Microscopie, clonage / Gaylarde et al., 2012
sZquensage du genel6S et
DGGE
Gres (Espagne) Actinobacteria, Bacteroidetes
Gres (Portugal) Acidobacteria, Bacteroidetes
Milieux miniers et grottes
Grotte (Espagne) Roche au niveau d®uokeobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria, Clonage / sZqueneage du gr Schabereit&urtner ¢
peinture murale Nitrospirae, WS3 16S et DGGE al., 2004
Mine dOor (Pologne) Roches de la pardactZries rZsistantes ~ |Qardemicteobacteria, Approche cultivable et Test pour la production de  Drewniak et al., 2008

Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes

sZqueneage du gene 16S siquophores et pour la
prZsence du geaesC

Grotte (SlovZnie) RZcupZration de "_proteobacteria, Actinobacteria, Nitrogpirae,
colonies bactZriennes proteobacteria, Acidobactefapteobacteria,
directement surles  Chloroflexi, , Gemmatimonadateseetobacteria,
parois de la grotte  verrucomicrobia, Planctomycetes

Clonage / sZqueneage du g Pasic, et al., 2009
16S

Mine de Bore (Australie) SphalZrite, pyrite, Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Acidc DGGE et puce PhyloChip 16S Tests mZtaboliques BIOMXElin et al., 2011

chalcopyrite, galene  Chloroflexi

Ecoplate
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Tableau 1.1 (suite)

Milieux dZsertiques et montagneux

DZsert de Tataouine MZtZorite

Pas de caractZrisation taxonomique, Observation Elécroscopie Zlectronique
(Tunisie) 7

bactZries " la surface de la mZtZorite transmission et ~ balayage

Gillet et al., 2000

DZsert Polaire (Canada)

granite (quartz, bactZries " la surface des minZraux Zlectronique " balayage

feldspath, biotite)

Calcite, gres (quarBds de caractZrisation taxonomique, observation @bservation par microscopie

De los Rios et al., 2004

Montagne Whipple Roches C vernies E  Actinobacteria

(Californie, USA) PLFA (phospholid low fatty

Approche cultivable, analyseTests des bactZries isolZes Kuhlman et al., 2005

pour leur rZsistance aux UV

acid) et clonage / sZquensage

du gene 16S

DZsert du Sahara (Maro Grains de sable

Tunisie)

Pas de caractZrisation taxonomique mais prZsém@athe cultivable et
bactZriophage gbservation au microscope
Zlectronique

Pringent et al., 2005

DZsert de Tataouine Grains de sable

(Tunisie)

Proteobacteria-( -, #, %), Actinobacteria, Chlorofl Approche cultivable et
Deinococcus-Thermus, Planctomycetes, sZqueneage du gene 16S
Verrucomicrobia, Firmicutes

Test des bactZries isolZes pdbhanal et al., 2006
leur tolZrance aux radiations
ionisantes

Glacier (DZsert Arctique,
Svalbard)

Moraine (pyrite, apati (uniquement pour la zone oxydZe de la moraine) ARISA

gypse, jarosite, Acidobacteria;proteobacteria, Actinobacteria,

kaolinite, quartz) Unclassified bactefiproteobacterigéproteobacterie
Planctomycetes

Borin et al., 2009

Affleurement (dZsert Evaporite Actinobacteria Clonage / sZqueneage du g+ NZoformation de gypse Cockell et al., 2010b
Arctique du Canada) 16S
DZsert Atacama (Chili) Halite Bacteroidetes, Actinobacteria DGGE De los Rios, 2010

Falaise (Angleterre) Schiste oxydZ (quattproteobacteriaproteobacteria, Acidobacteria, ~Clonage / sZquensage du g
feldspath, muscovite, Nitrospirag#proteobacteria, Actinobacteria, Chlor 16S et DGGE
illite, chlorite, pyrite,  9gproteobacteria

gypse)

Cockell et al., 2010

Clonage / sZqueneage du gr
16S

Glacier (Suisse) Granite (albite, quartz, %proteobacteria, Actinobacteqi@oteobacteria,
microcline, muscovite, Firmicutes, Bacteroidetgspteobacteria
biotite, Zpidowhlorite,

magnZtite)

AltZration du granite en poudFeey et al., 2010
(Janthinobacterium

Polaromonadrthrobacter,
Leifsonia)donsommation de

glucose / production dOacide

oxalique

Glacier (Suisse) Granite (albite, quartz, / -proteobacterigéproteobacteriaproteobacteria, Clonage / sZqueneage du gr

Dissolution du granite en Lapanje et al., 2010

microcline, muscovite, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes 16S poudre par des bactZries
biotite, Zpidote, chlori isolZes du granite
magnZtite) (Pseudomonas, Paenibacillus,
Janthinobacterium, Collimjonas
Montagne de Granite Granite Actinobacterih;proteobacteriaproteobacteria, DGGE Kan et al., 2011

Mormone (Utah, USA) Firmicutes

Milieux volcaniques

Affleurement de montagn&/eine de pegmatite
(Irlande)

Pas de caractZrisation taxonomique mais chaqu« ARISA
dOun granite, extractigrZsente une structure bactZrienne diffZrentes (ribotype)
de cristaux de

muscovite, plagioclase,

feldspath et de quartz

Gleeson et al., 2006

Clonage / sZqueneage du g-
16S

Affleurement volcanique
(Islande)

Obsidienne (rhyolite) Actinobacteria, Acidobacteria, Verrucomierobia,
proteobacteria

Colonisatidn vitrad'un Herrera et al., 2008
fragment d'obsidienne stZrilisZ

en surface et altZration de ce

fragment

Volcan (Islande) Basalte, obsidienne, Actinobacterif;proteobacteria, Acidobacteria, Clonage / sZqueneage du g
palagonite Bacteroidete%proteobacteria, Gemmatimonadetes6S

Verrucomicrobia, Unclassified bat{emdeobacteria

Cockell et al., 2009

Volcan (Islande) Basalte / Palagonite Clonage / sZqueneage du gr

16S, DGGE et PhyloChip

Actinobacteria, Acidobacteria, Bacterdieetes,
proteobacteria, Planctomycetes, Firmicutes,
Gemmatimonadeteé#proteobacteria, Chloroflexi,
OP10#proteobacterigproteobacteria,
Verrucomicrobia

Obsidienne Actinobacterih;proteobacteria, Acidobacteria,
Firmicuteggproteobacteriéproteobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi, OP10, Planctomycetes,

dictyglomi, Thermodesulfobacteria

Basalte (andZsite et
rhyolithe)

Acidobacteria, Verrucomicrtpiateobacteria,
Firmicuted,-proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacterigéproteobacteria, Chloroflexi,
#proteobacteria, TM7, Gemmatimonadetes,
Planctomycetes, OP10, Deinococcus-Thermus,
Aquificae, Lentisphaerae, Thermodesulfobacteria,
Dictyoglomi, Deferribacteres

Kelly et al., 2010

Affleurement volcanique Veine de pegmatite : ARISA

(Irlande) Feldspath ! -proteobacteriaproteobacteria, Actinobacteria,
Firmicuteggproteobacteria
Muscovite ! -proteobacteriaproteobacteria
Quartz ! -proteobacteria, Bacteroidégeyteobacterigg

proteobacteria

Hutchens et al., 2010
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2007) (Tableau 1.1). A la vue de ces rZsultats, plusieurs questionsPsmirqosernes
microorganismes, et, dans le cas qui nous intZresse, les bactZries colonisent-elles les
minZraux ? Quels sont les facteurs structurants de cette colonisation ? Sont-ils les memes pour

les roches " IQair libre et les roches enfouies dans le sol ou sous IOocZan ?

Une partie de la rZponse rZside probablement dans s faitrgiraux, de part les cations

nutritifs constituant leur structure cristalline, peuvent stre assimilZs ~ une source de nutriments

Il sOavere en effet que la composition minZralogique des minZraux soit un facteur sZlec
communautZs microbiennes. Une premisre Ztude menZe sur un affleurement de gramtite par Gle
al. (2006) a dZmontrZ un contr™le significatif de la composition minZralogique sur la colonisi
conditiongn situ En combinant une approche par ARISA (automated ribosomal intergenic spe
analysis) avec une analyse dOempreinte bactZrienne, ces auteurs ont dZmontrZ que les comn
bactZriennes Ztaient taxonomiquement diffZrentes selon les inclusions minZrales observZes
granite (quartz, muscovite, plagioclase, feldspath potassique ou le granite). Les diffZrents gi
bactZriens observZs dans cette Ztude Ztaient corrZlZs avec la composition minZralogique
inclusions (Si, Al, K et/ou Fe), suggZrant une communautZ bactZrienne spZcifique ~ chaque r
(Gleesoet al., 2006). Ce rZsultat tend ~ penser que les communautZs bactZriennes coloniseraie
minZraux en fonction des cations nutritifs quOils renferment. Cette Ztude est en adZquation ave
Hutchenst al. (2010) qui, par la combinaison dOune analyse ARISA avec une approche cultivak
analysZ des minZraux extraits dOune veine de pegmatite situZe au niveau dOun affleure
montagne. Les diffZrents minZraux extraits (muscovite, feldspath potassique et quartz) Ztaient c«
diffZremment par les bactZries en fonction de leur composition minZralogique, renforeant air
prZcZdentes conclusions. Un autre exemple est celui des grottes de Carlsbad. LOZtude de deuw»
ces grottes se diffZrenciant par la composition de leurs roches a mis en Zvidence des commu
bactZriennes significativement diffZrentes dOun point vue taxonomique. Le premier site, caract
des roches riches en carbonate de calcium, prZsentait une diversitZ bactZrienne tres pauvre
abondante. Le deuxisme site, caractZrisZ par des oxydes et hydroxydes de fer (hZmatite, mag
ainsi que dOautres minZraux secondaires (tourmaline, zircon, rutile, apatite et Zpidote), prZsei
diversitZ bactZrienne plus ZlevZe @aator2007). A nouveau, cet exemple suggere que cOest le
contenu nutritif des minZraux, plus riche et variZ sur le deuxieme site, qui influence la coloni
bactZrienne. Enfitg une Ztude anaZrobie en microcosme et en systeme fermZ, mimant une naj
phrZatique, Roberts (2004) a dZmontrZ que les minZraux nOZtaient pas seulement colonisZs el
de leur contenu nutritif, mais Zgalement en fonction de leur toxicitZ. Cette Ztude a rZvZIZ que

minZraux contenant plus de 1,2%0d@@Ftaient pas colonisZs, renforeant les rZsultats de llimer e
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Tableau 1.2 : Formules chimiques des especes minZrales citZes dans le tableau.

|
Classe de

3 Famille de Groupe Espece minZrale  Formule chimique
minZraux minZraux
Silicate Tectosillicate Quartz SiQ
Plagioclase Albite NaAISDs
Plagioclase DL a sSEAIG
Feldspath Microcline KBISi
Phyllosillicate Kaolinite #8p0s(OH)
Mica Glauconite (KXFeg+ Fe, Al Mgl SE(Si,ABOzq (OH)
lllite K(Al,Mg,F€Bi,Al0d (OH),(HO)]
Muscovite KOH,B)AISIOw
Biotite K(Mg,FejOH,R(SsAIQo)
Phlogopite KMAGSIO1d=(OH)
Chilorite (Mg,Fe,Mn, M) Si,A§020(OHjs
Sorosillicate Epidote Ca(Fe,Al)A(SiQ)(StO7)O(OH)
Oxyde et MagnZtite FeFers0s
hydroxyde Ferrihydrite (FRO:¥0.5E0
HZmatite ZCY
HalogZnure Halite NaCl
Sulfure Pyrite FeS
Chalcopyrite CukeS
Galene PbS
SphalZrite (Zn,Fe)S
Carbonate Calcite CaCQ@
Phosphate Apatite Ca(PQ)s(OH,CI,F)
Sulfate Gypse CaS@2H:0
Jarosite KHe34(OH)s(SQ2):2
Roche Rhyolithe Obsidienne Si®lus MgO, k&
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Tableau 1.1 (Suite)

Milieux aquatiques

Faille ocZanique (PacifiquBasalte (20 ans)
Nord)

Basalte (0,1 Ma)

Basalte (1 Ma)

"-proteobacterig;proteobacteria, Firmicutes, DGGE

Bacteroidetes

"-proteobacteria, Chlorofleproteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes,
$proteobacteri@proteobacteriaytres bactZries

Actinobacteri&proteobacteria, Firmicutes

Lysnes et al., 2004

Aquifere (Tennessee, USAYZmatite

Quartz

Saprolite

Verre

Utilisation dOun C tube E en
maille contenant les minZraux /
Clonage en T-RFLP gene 16S
et sZqueneage

"-proteobacterig;proteobacterigégproteobacteri,
proteobacteria, Actinobacteria

! -proteobacteriaproteobacteriggproteobacteria

9proteobacteria;proteobacteriaproteobacteria,
Actinobacteria

"-proteobacteriggproteobacterissproteobacteria,
Actinobacteria

Boyd et al., 2007

Plancher OcZanique (FailBasalte :
Pacifique Est) Non altZrZ

Avec cristaux AlIO

Avec cristaux FeO

Avec cristaux FeO

Avec cristaux MnO

Clonage / sZqueneage du g
"-proteobacterigproteobacterigéproteobacterie;  16S
proteobacteria, Actinobac#peoteobacteria,
Unclassified bacteria, Firmicutes, Acidobacteria,

Spirochaetes, Planctomycetes

! -proteobacteriaproteobacteria, Planctomycetes,
Actinobacteria, Unclassified bacteria, Acidobacteria,
Bacteroidetegproteobacteria, Chlamydiae

"-proteocbacterig;proteobacteria, Bacteroidetes,
Planctomycetes, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Unclassified bacteftaroteobacteria, Nitrospirae

"-proteobacterig;proteobacterigproteobacteria,
Planctomycetes, Unclassified bacteria, Acidobacteria,
Acidobacteriégproteobacteria, Bacteroidetes, OP11
"-proteobacterig;proteobacteria, Unclassified bac
Planctomycetes, Actinobacteria, Acidobécteria,

proteobacteria, Bacteroidetes, Nitrospirae,
Gemmatimonadetes

Santelli et al., 2008

Plancher OcZanique (FailBasalte
Pacifique Est)

"-proteobacterig;proteobacterigproteobacteria,
Bacteroidetes, Planctomycetes, Acidobacteria,
Gemmatimonadetes

Clonage en T-RFLP du gene GeoChip pour trouver des
16S et sZquen-age genes fonctionnels

Mason et al., 2009

Faille ocZanique (PacifiquBasalte (palagonite,

! -proteobacteriaproteobacteria, Actinobacteria, Approche cultivable et

Cockell et al., 2010a

Nord) ferrihydrite, goethite, 9proteobacteria sZqueneage du gene 16S
hZmatite, magnZtite)
Milieux forestiers
Sol forestier (Florence) Gres de diffZrente taille  Pas de caractZrisation taxonomique mais pnafiyse PLFA et analyse Certini et al., 2004

mZtaboliques diffZrents BIOLOG

Mica, Basalte, Roche
phosphatZe

Sol (Australie)

Pas de caractZrisation taxonomique Microcosmes (Plante,

Mesure du pH et de |QactivitCarson et al., 2007

minZraux, Plante + minZrauxjiZshydrogZnase des bactZries

analyse en ARISA (automated
ribosomal intergenic spacer
analysis)

Sol (Australie) Mica, basalte, roche

Pas de caractZrisation taxonomique mais les ribothISA

Carson et al., 2009

phosphatZe sont diffZrents d®un minZral ~ IOautre
Foret de Luquillo (Puerto RZgolite Pas de caractZrisation taxonomique, observatiomieroscopie Zlectronique * Minyard et al., 2011
Rico) bactZries " la surface de la rZgolite balayage
Sol forestier (Morvan, Apatite (sous hetre) ! -proteobacteriggproteobacteria, Acidobacteria, Clonage / sZquensage du g Uroz et al., 2011
France) "-proteobacteria, unidentified Proteobacteria, 16S

Apatite (sous ZpicZa)

Plagioclase (sous heti

Plagioclase (sous
ZpicZa)

Phlogopite et quartz
(sous hetre)

Phlogopite et quartz
(sous ZpicZa)

Bacteroidetes, Actinobacteria, Unclassified bacteria,
Planctomycetes

! -proteobacterigéproteobacteria, Acidobacteria,
"-protecbacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Unclassified bacteria, Planctomycetes

! -proteobacteriggproteobacteria, Acidobacteria,
"-proteocbacteria, unidentified Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Unclassified bacteria,
#proteobacteria, Planctomycetes

! -proteobacteriggproteobacteria, Acidobacteria,
"-proteobacteria, unidentified Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Unclassified bacteria,
Planctomycetes, Firmicutes, Deinococcus-Thermus
! -proteobacterigéproteobacteria, Acidobacteria,
"-proteobacteria, unidentified Proteobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Unclassified bacteria,
Planctomycetes

! -proteobacterigéproteobacteria, Acidobacteria,
"-protecbacteria, unidentified Proteobacteria,
Bacteroidetes, Unclassified baetgriateobacteria,
Planctomycetes

1La formule chimique des mianaux_est dispanibleabteau 1.2
2 La liste des phylums pour chaque Ztude estlolasgfien le plus abondant au moins abondant.
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Shinner (1999) qui avaient dZmontrZ que IOaluminium Ztait toxique pour les bactZries provoq
rZduction de leur capacitZ dOadhZsion et de leur croissance.

LOensemble de ces travaux suggere quOun certain dZterminisme des communautZ:
bactZriennes pour la colonisation des surfaces des minZraux existe. Les communautZs
bactZriennes coloniseraient tel ou tel minZral selon sa composition minZralogique et par
extension, selon son contenu nutritif. Betiml. (2009) ont meme suggZrZ que les minZraux
reprZsentaient des C oasis E (i.e. C oasis of life E) dans des environnements extremes et relat
pauvres en nutriments tels le dZsert Arctique par exemple o la plupart des minZraux se trouv
surface. Dans les Zcosystemes pauvres en nutriments, cette C sZlection E du minZral par les bac
Zgalement ZtZ observZe sur des minZraux enfouis danséé alol 20t@L.ependant, en plus
de la minZralogie, il existe beaucoup dOautres facteurs qui influencent la colonisation minZrale
par les bactZries tels que les variations de la tempZrature au sein du minZral, |Oexposition au
UV, le pH, IOhygromZtrie ou encore la structure physique du minZral impliquant des facteurs tel
que sa taille ou sa porositZertains de ces facteurs sont plus ou moins pertinents en fonction de

localisation des minZraux : ~ |Oair libre (montagnes, monuments) ou enfouis (sol, ocZan).

4.3. Les facteurs influeneant la colonisation des minZraux.

4.3.1L es facteurs environnementaux

La colonisation des minZraux par les microorgaitthesu ZtudiZe dOun point de vue
environnemental, notamment concernant les bactAxkiganmoins, |Qinfluence de facteurs
environnementaux comme I0OhygromZtrie, IOexposition au vent, ou la tempZrature, peuvent str
par comparaison dOanalyses de diversitZ. Par exemple, IOanalyse des communautZs bac
colonisant du gres dans diffZrentes rZgions du monde montre une structuration taxonomique dif
de ces communautZs (Millat., 2009 ; Gaylaetl@l. 2012). Le gres provenant dOune cathZdrale en
Espagne ou au Portugal montre une communautZ bactZrienne domutifepmotdeist les
Bacteroidete@Milleret al., 2009) tandis que le gres provenant dOun mur de la citZ dOAngko!
Cambodge prZsente une communautZ bactZrienne domiRYetquivaleterist lesFirmicutes
(Gaylardeet al., 2012). La comparaison de ces rZsultats suggere, en dehors dOun potentiel
rZservoir de IOenvironnement qui sZlectionnerait des communautZs EiffoeEmtesnque’s
bactZriennes associZes "~ la surface des minZraux seraient influencZes par des facteurs

environnementaux tels que IOhygromZtrie ou la tempZr@influence de IOhygromZtrie sur la
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Figure 1.3 : Colonisation de surfaces minZrales soumises aux conditions environnementales.

Les fleches blanches indiquent les biofilms qui se sont dZveloppZs sur les surfaces minZrales et qui son
en gZnZral, au niveau oe de I0eau stagne ou sOZcoule WySpafie@auvord du canal Albert ™ Lisge
(BelgiqueB) Porte avec un palier colonisZ par les microorganismes " LisgeQBelgainez)dOune Zglise

" Florence (ltali®) Escalier menant ~ une terrasse des jardins de Boboli ~ Florence (Italie). Sur cette photc

voit bien la colonisation des microorganismes I" o» I0eau sOZcoule lorsquOil pleut.

Figure 1.4: Lichens colonisant les murs de IOEglise de Do) (Xl Seine-et-Marne (France).
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colonisation des minZraux a en effet ZtZ dZmontrZe dans dOautres Ztudes. A grande Zchelle,
exemples peuvent stre observZs dans les villes ou aux abords des canaux fluviaux. Au nivee
zones dOhumiditZ, il est en effet assez facile dOobserver la colonisation des pierres [
microorganismes tels que les cyanobactZries par exemple, tandis que les zones moins expo:
IOhumiditZ seront plus facilement colonisZes par des lichens (Figures 1.3 et 1.4). A une

beaucoup plus fine, Caesoal. (2010) ont dZmontrZ en faisant varier la texture dOun sol (argile
quartz) et donc sa capacitZ " retenir IQeau, que plus le sol contenait dDargile, plus il avait la ca
retenir IOeau et plus la diversitZ bactZrienne augmentait.

La tempZrature et |Oexposition aux UV sont Zgalement des facteurs environnement
dZterminants, notamment pour la colonisation des minZraux de surface, la lumiere ne pouva
atteindre les minZraux enfouis dans le sol ou ceux situZs dans les ocZans. En Irlande, a
comprendre les facteurs environnementaux contr™lant la colonisation des roches affleurante
blocs de pierre ont ZtZ disposZs face au Nord ou au Sud " la surface du sol, dans neuf sites diff
Les auteurs ont observZ que la face Nord des blocs de pierre Ztaient colonisZs plus rapidemen
une diversitZ microbienne plus importante que la face Suce(/Adlar28d8). En effet, la face
Nord Ztait non directement exposZe " la lumiere ce qui a eu pour consZquence de rZduire 10il
des variations de la tempZrature et IOexposition aux UV, facilitant ainsi la colonétaaian (Adamst
2012). De meme, dans les milieux extremes tels que le dZsert Atacama (Chili), les microorgan
colonisent le dessous et IOintZrieur de minZraux dOignimbrite (dZbris de lave acide c
essentiellement de silice) jusqud” un certain seuil dZfini par |OintensitZ de la pZnZtration de |,
dans le minZral (Wierzetas., 2012). Curieusement, les auteurs nOont observZ aucune colonisa
~ la surface de ces minZraux, probablement ~ cause de IQintensitZ des UV. Plus au Nord, dans |
des Mojaves en Californie, la plupart des microorganismes ont ZtZ observZs en dessous des m
de quartz qui, de part leur transparence, laissent pZnZtrer assez de lumiere pour permettr
colonisation par des organismes phototrophes (Setlesing@03). La meme observation a ZtZ
faite dans le dZsert Arctique du Canada. Des communautZs microbiennes ont ZtZ observz
dessous de roches dolomitiques opaques et plus particulisrement aux bords des fissures (Coc
Stokes, 2004). Les auteurs ont expliquZ ce phZnomene par IQaction des cycles de gel-dZ

augmentent la pZnZtration de la lumiere au niveau des fissures facilitant ainsi la colonisation.

Toutes ces Ztudes dZmontrent que la tempZrature et IOexposition aux UV sont des f
environnementaux dZterminants dans la colonisation microbienne des minZraux, notamment d

milieux extremes. Cependant, dans le cas des Zcosystemes forestiers, IQexposition aux U\
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Figure 1.5 : AltZration de surfaces minZrales visibles " 10il nu.
A) Mur de IOEglise de Doue en Seine-et-MarneBjFfaesg)e murakyg(affitisituZe sur la fasade dOun

b%otiment ~ Florence (ltalie).
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tempZrature sont des facteurs qui sont relativement peu dZterminants dans la colonisatio

minZraux Ztant donnZ que ces derniers se trouvent enfouis dans le sol.

4.3.21 es caractZristigues physiques et cristallochimiques des minZraux

Au-del” des facteurs purement environnemansawcture physique des minZraux semble
Zgalement influencer la colonisation en commereamttadle. En combinant une approche
mZtabolique BIOLOG (CLPP) et une analyse des acides gras phospholipidiques (PLFA), une :
dZmontrZ que les graviers (2 ~ 10 mm) prZsentaient des communautZs bactZriennes plus impc
et mZtaboliquement plus actives que celles retrouvZes sur les cailloux (40 ~ 68 alm) (Certini
2004).

Un autre facteur inhZrent ~ la structure physique des milelirapgresitZ. La porositZ des
minZraux contr™le en partie la quantitZ dOeau circulant au niveau du minZral. La mesure de
dOune roche volcanique a par exemple dZmontrZ que plus la roche Ztait poreuse plus elle pert
circulation et la rZtention de IOeau ce qui contribuait ~ une plus grande diversitZ kaetiZrienne (Ke
2011). En plus de permettre une meilleure circulation de IOeau, la porositZ dOune roche augr
Zchanges gazeux avec IOatmosphere (WieeiGH312) favorisant ainsi la colonisation des roches
~ |Oair libre, par des bactZries aZrobies.

DOautres facteurs influeneant la structure physique des minZraux ainsi que leur colonisation
bactZries soleur %oge (Lysresal., 2004) ketur degrZ dOaltZration (Saetelli, 2008) (Tableau
1.1). Les minZraux C %ogZs E ou altZrZs prZsentent en effet, des structures particulieres " leur
(rugositZ de surface), principalement visibles au microscope " balayage, mais aussi dans certail
~10Iil nu (Figure 1.5).

DOautre paigune mZthode dOinterfZromZtrie verticale (VSI), il a ZtZ dZmontrZ que les creu
surface dOune calcite apparaissaient comme des sites de haute Znergie qui pouvaient fz
|Oattachement microbien (Davis et LYttdee26@&)ges Zlectrostatiques peuvent en effet jouer
un r™le important dans la colonisation des surfaces minZrales. Les surfaces minZrales sont
gZnZral, chargZes et le plus souvent positivement dans les conditions environnementales. Il sO:
charges permanentes liZes ~ des substitutions dans les phyllosilicates, par exeftple un ion
remplacZ par un iodr AtZsent en solution, ou (i) de charges de bordures liZes ~ une rupture de
structure cristalline et qui sont dZpendantes du pH et de la force ionique de la solution (Espiau,
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En considZrant que la plupart des minZraux sont chargZs positisteate®00GeLovetral.,

2000 ; Robers al., 2004 ; Wagigal., 2005) et que, de fason gZnZrale, les cellules bactZriennes sor
chargZes nZgativement (Harden et Harris, 1953), les charges Zlectrostatiques des deux st
(minZrale et cellulaire) font quOelles sont naturellement attirZes 1Oune vers IQautre (Loi de Cot
exemple, les bactZfiegbacillus ferrooxider&hewanella oneidergibnisent prZfZrentiellement

les oxydes de fer notamment ~ cause des charges Zlectrostatiques existant entre elles et la s
minZrale (Blake Il, 1994 ; Destigia, 1993 ; Neslal., 2005). Un autre exemple est IQapplication
dOun faible courant Zlectrique qui permet de C dZtacher E les cellules bactZriennes dOu
chirurgical ou dOune Zlectrode en or et donc, de rompre les liaisons coulombiennes, IQarrst dt
ayant pour effet la rZ-adhZsion de ces memes cell¢sl(H2OGS ; Van der Boedeh, 2004 ;
Busalmen et de Sanchez, 2005). Les charges Zlectrostatiques constituent donc un facteur peri
|Oadsorption des cellules bactZriennes ~ la surface du minZral. On parle alors de C surface rZac

minZral (Barketral., 1997). La surface rZactive du minZral peut notamment otre influencZe par le

Yeeet al. (2000) ont dZmontrZ que plus le pH Ztait acide, plus IQadsorption bactZrienn
importante. Plus rZcemment, \aag (2011) ont dZmontrZ que |Oadséwtidthiatfacillus
ferroxidangtait optimale ~ un pH compris entre 1 et 3. A pH acide, la surface des cellules bactZrie
est dominZe par des groupements R-COOH qui deviennent de plus en plus hydrophobes a
diminution du pH. Le fait que les cellules soient de plus en plus hydrophobes augmente leur at
Zlectrostatique pour la surface du minZetl ¥e2000 ; Waegal., 2011). Au-del” du pH, ces
deux auteurs ont Zgalement mis en Zvidence IQeffet de la force ionique, dZfinie par la quantit
solubles. lIs ont effectivement chacun observZ quOune augmentation de la force ionique conc
une diminution de IQattraction des cellules bactZriennes pour la surface du minZral. Ceci sugc
IQinteraction entre les bactZries et le minZral est limitZe si la concentration en Zlectrolytes est trc
(Yeeet al., 2000 ; Waeigal., 2011). Une autre hypothese serait que si les ions sont en solution, |
bactZries nOont pas besoin dOadhZrer au minZral pour les atteindre. LOimplication des cl
surfaces sont une des nombreuses hypotheses pouvant mener ~ la colonisation des surfaces mir
par les bactZries, nZanmoins, cette hypothese reste dZpendante des conditions du milieu, du mi

de 10Ztat physiologique des bactZries.
Tous ces rZsultats montrent que les roches et les minZraioxp@uuast surface stable

avec un contenu nutritif et de IOeau et ainsi stre considZrZs comme un habitat potentiel pour les

communautZs bactZriennes.

37






CHAPITRE INTRODUCTION

4.4, Les communautZs bactZriennes associZes la surface des minZraux et leur capacitZ " &
les minZraux

4.4.1DonnZes taxonomiques et fonctionnelles

LOZtude de la capacitZ dOaltZration des communautZs microbiennes associZes " la surf
minZraux a surtout concernZ les lichens et les champigretras. (881 ; Ascasbal., 1998 ;
Chenet al., 2000 ; Ortega-Moreles., 2000 ; Gadd, 2007 ; de loeRabs 2009). En ce qui
concerne ldsactZries associZes " la surface des minZraux, leurs caractZristiques fonctionnelles
et taxonomiques ont ZtZ tres peu ZtudiZes (Tableau 1.1). En fait, la capacitZ ~ altZrer les minZra
surtout ZtZ dZmontrZe pour des souches bactZriennes provenant du sol et de la rhizosphere o
mycorhizosphere dOarbres @ais2007 ; Puestel., 2004 ; Calvarasal., 2010 ; Colligeon
al., 2011 ; Uret al., 2007, 2011a). Toutefois, quelques Ztudes se sont attachZes ~ dZterminer
caractZristiques fonctionnelles de bactZries isolZes de la surface des minZraux. Pareéxemple, Ci
al. (2010b) ont dZmontrZ que des bactZries dutlyainacter et isolZes dOun dZp™t dOZvaporits
(roche saline composZe de sulfate et de chlorure de sodium formZe lors de I0Zvaporation de
mer) dans un dZsert polaire, Ztaient capables de former des cristaux de)¥g(i42)[CaSar

dOun milieviehiren CaS@n conditian vtroaltZrant ainsi les minZraux par nZoformation.

Concernant la capacitZ de ces bactZries ~ dissoudre les mjrGoazaleet al. (1999) ont
dZmontrZ que des bactZries appartenant aBagiinge sget isolZes dOune peinture murale en
Espagne Ztaient capables de dissoudre de IOhZDgatide (Eeneme fason, la capacitZ dOaltZrer
lesminZraux a ZtZ testZe pour des bactZries provenant des murs de brique de la ville de Nanijir
en Chine (Wamg al., 2011). Les auteurs ont testZ 93 souches pour leur capacitZ " libZrer du ¢
partir de briques rZduites en poudre et 28 se sont rZvZIZs efficaces. Ces souches bactZr
potentiellement altZrantes appartenaient au phgf’dasteobacterf/anget al., 2011). Dans
un environnement moins anthropisZet Fey(2010) ont ZtudiZ la capacitZ dOaltZration pour des
souches bactZriennes provenant dOun granite du glacier de Damma en Suisse. En utilisant une
par spectromZtrie de masse par torche ~ plasma (ICP-MS), ces auteurs ont dZmontrZ que des s
bactZriennes appartenant aux gPotasomonas, Janthinobacterium, Arthrebdatésonia
Ztaient capables de dissoudre du granite en poudre (granite composZ dOalbite, quartz, mic
muscovite, biotite, Zpidote, chlorite et magnZtite (Tableau 1.2)). lls ont observZ que ces sc
bactZriennes Ztaient capables de consommer du glucose et dOadiifiargedhilition dOacide
oxalique et de cyanure dOhydrogene (HCN). En 2011, une Ztude rZalisZe sur du granite vel
meme glacier a rZvZIZ que cette roche Ztait principalement colonRideephaciesst plus
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prZcisZment déproteobacterfaapanjet al., 2012). Ces auteurs ont Zgalement dZmontrZ que des
souches bactZriennes appartenant aux @R=eedomonas, Paenibacillus, Collin&inas
Janthinobacteriugh isolZes de la surface du granite, Ztaient elles aussi capables de dissoudre
granite en poudre (Lapanjel., 2012). Une autre Ztude dOkteale@008), a montrZ que des
souches bactZriennes appartenant au phylupralesbacterit provenant de la surface dOune
obsidienne Ztaient capables dOaltZrer de la rhyolite (roche volcanique)véroGontisooes

Ztudes tendent " penser que les bactZries appartenant au phyltirproésobacteria et plus
prZcisZment "~ la famille d&urkholderiales (Janthinobacterium, Polaromonas, Collimonas),

sont capables dOaltZrer les minZraux.

DOautre part, bien que provenant du sol, de la rhizosphere ou de la mycorsmogpnre, des
bactZrienneappartenant ~ la famille deBurkholderiales, et aux genr&vllimonas et
Burkholderiapnt ZtZ dZmontrZes comme Ztant tres efficaces pour altZrer les nfloidrztix
al., 2007, 2009). En utilisant un test en microplaque dans lequel les souches bactZriennes se ti
en contact avec un minZral pour toute source de fer (biotite, cf. Figure 4.3), il est possible dOe
capacitZ dOaltZration de ces souches en mesurant le taux de fer libZrZ. De cetieahanisre, Ur
(2007), ont dZmontrZ que la mycorhizospBeterdéerma citrineous chene abritait une forte
proportion de souches bactZriennes potentiellement altZrantes et appartenant pour la plupe
genresBurkholderiet Collimona<£n utilisant le meme test en microplaque, Calvatug2010)
ont Zgalement dZmontrZ que les plus forts potentiels dOaltZration Ztaient observZs chez les
genres bactZriens. MalgrZ toutes ces @iadaggene impliquZ dans la fonction dOaltZration des
bactZries nOa pu stre identifiZ.
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5. Objectifs de la these

Nous avons vu dans cette introductitibadideation des minZraux du sol constituait une des
principales sources de nutriments nZcessaires au bon fonctionnement des Zcosystemes
forestiers pauvres en nutriments. A IOheure aletuedd, biologique de cette altZration est
attribuZe en grande partie aux racines des arbres et surtout aux champignorGegeisoant,
nous avons vu gles communautZs bactZriennes pouvaient Zgalement jouer un r™le majeur
dans IQaltZration minZrale et ce, notamment dans la rhizosphere et la mycorhizosphere des
arbres.Les minZraux des Zcosystemes forestiers pourraient Zgalement constituer une niche
Zcologique potentielle pour les communautZs bactZriennes impliquZes dans IQaltZration
minZrale. NZanmoins et ~ ce jour, peu dOinformations sont disfEmibsacsdnistiques
taxonomiques et fonctionnelles des communautZs bactZriennes colonisant les raZraux.
ailleursla disponibilitZ en nutriments serait un facteur potentiel pouvant influencer la capacitZ

dDaltZration des communautZs bactZriennes du sol.

Le travail dZveloppZ dans ma these sOest donc articulZ autour de deux objectifs visant ~ pa

mangques relatifs aux communautZs bactZriennes colonisant la surface des minZraux:

¥ Objectif I Quelles sont les communautZs bactZriennes qui colonisent la surface des minZ
des sols forestiers ? Ont-elles des caractZristiques mZtaboliques et/ou fonctionn
particulieres ?

¥ Objectif 2 Quelle est IOinfluence de la disponibilitZ en nutriments sur la structuration

communautZs bactZriennes altZrantes du sol et sur leur efficacitZ ~ altZrer les minZraux?
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1. Intoduction

En dehors des apports liZs " la pluie, aux dZp™ts atmosphZriques et au recyclage de la r
organiqueia la dZgradation des feuilles et des racines mortes, les minZraux du sol constitue
principale source de nutriments inorganiques nZcessaires au fonctionnement des Zcosys
forestiers. Cependant, ces nutriments sont piZgZs dans la structure cristalline des minZraux
consZquent, ne sont pas directement accessibles aux racines des arbres. Un processus ¢
altZration minZfateettant en Tuvre divers facteurs abiotiques ou biotiques tels que les bactZries |
sol, permet la libZration de ces cations nutritifs. Plusieurs Ztudes ont effectivement mis en Zvidel
|QaltZration minZrale par les microorganismes du sol, et plus particulisrement par les bac
affectaient le cycle des ions ainsi que la nutrition des plantes en libZrant des nutriments essenti
que le fer, le calcium, le phosphore, le magnZsium ou encore le potassium ~ partir des min
(Barker et al, 1997 ; Calvaruso et al, 2006). De meme, il a ZtZ dZmontrZ que les champignons j
Zgalement un r™le dans IQaltZration minZtzdé. (P86 ; Yuan et al., 2004 ;Smits2005).

Durant la derniere dZcennie, les communautZs bactZriennes colonisant les roches et les mi
ont fait IOobjet de plus en plus dOZtudes dans des environnements divers et variZs tels que le
les fonds ocZaniques, les glaciers, les affleurements de montagne ou encore les monuments d
patrimoine architectural (Eteal, 2010 ; Santedli al., 2008 ; Herrera, 2008 ; \&faaly, 2011).
Paradoxalement, les communautZs bactZriennes colonisant les minZraux des sols des Zcosy
forestiers nOont ZtZ que peu ZtudiZes. Pourtant, de part leur potentiel nutritif, ces minZra
suspectZs dOetre une niche Zcologique dOimportance pour les communautZs bactZrienr
Zcosystemes forestiers (Wbal., 2012). Si |Oeffet sZlectif des minZraux sur les communaut;
bactZriennes se confirmait, le r™le jouZ par les communautZs bactZriennes dans les
biogZochimiques et plus particulierement dans le processus dQaltZration minZrale et ce, d
environnement exploitZ et o« la principale source de nutriment sont les minZraux du sol, devis
capital. Cependant, peu dOinformations sont actuellement disponibles sur les commui
bactZriennes colonisant les minZraux du sol des Zcosystemes forestiers, que ce soit au r
taxonomique, fonctionnel ou mZtabolique. En particulier, une question majeure reste en susper

communautZs bactZriennes ont-elles la capacitZ dOaltZrer les minZraux ?

Dissolution des minZraux: Passage des catistrsictaria des minZraux ~ I0Ztat dOions dissous dans le sol.
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2. Obectifs

A mon arrivZe en these, la capacitZ dOaltZrer les minZraux nOavait ZtZ dZmontrZe que |
bactZries telluriques provenant dOhabitats tels que la rhizosphere, la mycorhizosphere ou le so
(Calvaruset al., 2006 ; Uretzal., 2007 ; Puesteal., 2004). Aucune Ztude nOavait ZtZ faite en ce
sens sur les communautZs bactZriennes colonisant de la surface des minZraux. Dans ce co
IOobjectif de mon travail a ZtZ de dZmontrer que la surface des minZraux du sol constitue ut
Zcologique "~ part entiere pour les communautZs bactZriennes des sols: la minZralosphere, qui dc
considZrZe comme telle au meme titre que la rhizosphere ou la mycorhizosphere. Les diffZr
analyses dZveloppZes dans ce chapitre sOattachent donc ~ mettre en Zvidence que les surfa
minZraux sont colonisZes par des communautZs bactZriennes spZcifiques dOun point

taxonomique, mZtabolique et fonctionnel.

3. MZthodes employZes

La stratZgie retenue pour tester IOhypothese dOune sZlection de communautZs bactZ
particulisres par le minZral a ZtZ de combiner des approches de biogZochimie, de biologie mol:
et de microbiologie. Parmi les minZraux contenus dans le sol, un minZral prZsent sur l¢
expZrimental de Breuil-Chenue, |Qapatite, a ZtZ sZlectionnZ. Sa composition chimique est la <
1.8 g.kg SiQ, 0.5 g.k§AbGs, 0.8 g.k§ FeOs, 546.1 g.KgCaO, 0.4 g.#kdMgO, 2.7 gkgNaO,
0.1g.kgt MnO et 410.3 gikg0s (Turpautttal., 2009). Ce minZral constitue la principale ressource
en phosphore du sol et contient Zgalement une grande partie du calcium. Par ailleurs, 10ap
caractZrise par une vitesse de dissolution relativement rapide en comparaison des phyllosilica
exemple, permettant de mener une Ztude " court terme, compatible avec des travaux de recherc|
grains dOapatite utilisZs dans cette Ztude proviennent du Mexique (Durango) et ont ZtZ cor

calibrZs, nettoyZs et passZs aux ultrasons avant leur utilisation.

Dans la pratique, des sachets avec un mailldge, ae Hissant pas passer les racines des
arbres, contenant des grains dOapatite et prZalablement pesZs ont ZtZ enterrZs dans IOhorizc
minZral (x10cm) sur le site expZrimental de Breuil-Chenue, dans le Morvan (58). Les minZraux
enterrZs sous cing essences dOarbre diffZrentes : le hetre, I0ZpicZa, le pin Laricio, le taillis sou
le sapin de Douglas. Apres quatre ans dOincubation dans les conditions du sol, plusieurs approc
ZtZ mises en place.
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BOX 1 : Le pyrosZgquensage 454.

Au cours de la dernisre dZcennie, nous avons assistZ ~ IOZmergence de nouvelles mZth
sZqueneage qui ont ZvoluZ en fonction des connaissances acquises dans diverses disciplines

physique, IOinformatique ou les biotechnologies. Ces Nouvelles Technologies de SZqueneage

bdolog
telles
NTS)

ZlaborZes afin de rZduire le coZt et le temps nZcessaire pour sZquencer un gZnome compl¢t. LO

technologies les plus probantes ~ ce jour est la technologie 454 qui sOappuie sur la mZthode du pyrosZq

Cette mZthode de sZqueneage a ZtZ mise au point pour la premiere fois en 1988 (Hyman et al.)
comme suit (Figure A) :

et se |

¥ Les nuclZotides sont ajoutZs un ~ un au mZlange rZactionnel, si le nuclZotide ajoutZ corregpond

attendu par IOADN polymZrase alors il est incorporZ au brin en cours de synthese ¢t liber

pyrophosphate (PPi).
¥ LOATP sulfurylase transforme le PPi en ATP qui est alors couplZ ~ une lucifZrine par une lu
produit de IQoxylucifZrine et un signal lumineux.

¥ Ce signal lumineux est captZ par un capteur CCD (Charge-Coupled Device) puis reprodui

ifZras

Sous

dOun pic sur le pyrogramme. La hauteur du pic est fonction de 1QintensitZ du signal qui est fropor

nombre de nuclZotides incorporZs en meme temps.

Figure APrincipe de la technique de pyrosZqueneage.
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Bien que cette technique permette un sZqueneage plus rapide que celle de Sanger, elle [prZsel

dZsavantage de ne permettre la lecture que de 100pb de la sZquence dOintZrst.

En 2005, la sociZtZ Life Science a repris la technique de pyrosZqueneage, |0a miniaturisZe €
permettant ainsi de sZquencer 300 000 brins en meme temps et de lire jusqu®~ 500bp. Depuis,

dOamZliorer sa technique. Le principe est le suivant (Figure B):

t I0a

elle n(

¥ LOADN dOintZret (gZnomique, mitochondrial, amplicons,...) est fragmentZ par nZbullsation

adaptateurs (A et B) sont ensuite ajoutZ par ligation aux deux extrZmitZs des fragments obt¢nus.
Des microbilles prZsentant " leur surface des amorces complZmentaires ~ IOun des adaptateur

mises en Zmulsion en prZsence des rZactifs de PCR et de IDADN "~ sZquencer. Une microbllle cor

une molZcule dOADN ce qui permet une amplification clonale de chaque fragment.

¥ Apres amplification, les microbilles porteuses dOADN simple brin sont dZposZes sur une p|

optique contenant environ 1,4 millions de puits. De part leur diametre, ces puits ne permejent le

que dOune seule microbille par puits. Le sZqueneage se fait selon le principe dZcrit plus h
de luminescence seviaitine camZra CCD.

¥ La lecture des sZquences se fait en temps rZel. A la fin du sZqueneage les donnZes obter
stre traitZes par des logiciels bioinformatiques tels que MOTHUR (Schloss et al., 2008).

Le pyrosZqueneage Ztant basZ sur une amplification de IOADN par PCR, il faut garder ~ IOesp
de IOADN polymZrase nOest pas ~ exclure. Lors de mon arrivZe en these, la derniere technologie d
Sciences Ztait la technologie 454 FLX Titanium dont le sZquenesage Ztait fiable ~ 99,995%.

DOautres techniques de sZqueneage ~ haut dZbit existent tels que les technologies SOLEXA,
encore ION TORRENT qui peuvent prZsenter certains avantages par rapport " la technologie 454
(nombre de sZquences lues, technique, % de fiabilitZ...). Cependant, dans le cadre de ma these,
technologie 454 FLX Titanium a ZtZ motivZ par son anciennetZ et par le fait que parmi toutes ces
cOZtait la seule " pouvoir sZquencer des fragments allant jusquO” 500pb.

aque

ut. LO
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Figure B : Principe de la technologie 454.
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¥ Ure approche gZochimigles grains dOapatite ont ZtZ pesZs avant et apres incubation dans |

conditions du sol, afin de dZterminer leur taux de dissolution et certains grains ont ZtZ obser
microscope Zlectronique " balayage (MEB)(observations et mesures rZalisZes par MP. Turpa

¥ Une approche non-cultivabl®ADN gZnomique (ADNg) a ZtZ extrait des communautZ

microbiennes associZes " la surface des minZraux et du sol environnant. Les grains dOaps
ZtZ lavZs avant I0extraction afin dOobtenir uniquement IODADNg des communautZs mic
fortement associZes "~ leur surface. Une amplification de la rZgion V5-V6 du gene de la petite
unitZ de IOARN ribosomique (gene 16S) a ZtZ rZalisZe, et les amplicons gZnZrZs ont ZtZ sz
via un quart de run de pyrosZqueneage de type GS-FLX 454 Titanium (BOX 1).

¥ Une approche cultivatilee collection dOisolats bactZriens a ZtZ rZalisZe " partir de 250 r

dOapatite collectZe sous chaque essence. Ces isolats bactZriens ont ZtZ testZs pour leur ce
altZrer les minZratex un biotest en microplaque permettant de mesurer la capacitZ des isolat.
altZrer un minZral largement prZsent dans les sols : la biotite. LOapatite nOa pas ZtZ utilisZ
biotest, car ~ ce jour aucun biotest nOa ZtZ mis au point avec ce minZral. De plus, plusieul
montrent que les bactZries hZtZrotrophes capables dQaltZrer un minZral donnZ en prZsen
source de carbone sont aussi capables dOaltZrer dOautres min&taak, (Baland

LOenvironnement minZral Ztant relativement pauvre en carbone, des analysés dedtaboliques
microplaques BIOL @Bt aussi ZtZ rZalisZes sur un sous Zchantillon des souches isolZes. Er

le Zqueneage du gene 16S de ces souches a permis leur identification taxonomique.

4. Synthese des rZsultats

Cette Ztude constitue, ~ ma connaissarages premisres dZmonstrations de IQexistence de
la niche minZralosphere et, peut-stre, la seule combinant les diffZrentes approches utilisZes
Tout dOabord, IOapproche non-cultivable a permis de mettre en Zvidence que les comm
bactZriennes isolZes de la surface des minZraux Ztaient taxonomiquement diffZrentes de celle:
environnant suggZrans4iection par le minZral de genres bactZriens spZcifiques tels que
Burkholderia. Ce genre bactZrien dZj" isolZ sur le meme site expZrimental et caractZrisZ pol
capacitZ " altZrer les minZraux a ZtZ retrouvZ en abondance par |Oapproche cultivable. Cett
approche a non seulement confirmZ la prZsence de genres bactZriens spZcifiques " la surfas
minZraux mais a Zgalement dZmontrZ que ces communautZs aeasEn?ridéques
fonctionnelles et mZtaboliques adaptZes "~ cet environnementriblage des souches

bactZriennes provenant de la surface de |Qapatite pour la capacitZ ~ altZrer les minZraux a rZvZz

44






CHAPITRE ZZARACTfRISATION TAXONOMIQUE ET FONCTIONNELLE DES COMMUNAUTfS BACTfRIENNES ASSOCIfES E LA SURFAC
MINfRAUX DU SODB fCOSYSTéEME FORESTIER PAUVRE EN NUTRIMENTS

pluparde ces souches avaient la capacitZ ~ altZrer les minZraux, certaines souches ayant men
fort potentiel dOaltZration. Les analyses mZtaboliques basZes sur les microplagques BIOLOG
dZmonit que ces communautZs bactZriennes ne mZtabolisaient que tres peu de sources de ca
et avec une intensitZ faible, suggZranhainsiportement oligotrophe et une adaptation ~ un
environnement pauvre en nutriments disponibles et en matiere org&mifjneun des rZsultats
originaux de cette Ztude combinant des approches molZculaires et la mesure globale de 10altZr
minZraux dOapatite apres 4 ans dans le sol est IOobtemtidlatithupesitive et significative

entre IOabondance de sZquences bactZriennes appartenBuoirkholgienia la dissolution du
minZral. Tous ces rZsultats corroborent IOhypothese sdks faigidedlex des sols forestiers

constitueraient une niche Zcologique " part entiere : la minZralosphere
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5. Aticle: Abundance of Betaproteobacteria on mineral surfaces correlates with mineral

weathering in forest soils.

C. Lepleux, M-P., Turpault, P., Oger, P., Frey-Klett et S. Uroz.
PubliZ dans_:_Applied and Environmental Migrotstlogy 78, Issue 19, July 2012, Pages
7114-7119.

RZsumZ

LOanalyse de sZquences de gene 16S obtenues par pyrosZqueneage a rZvZIZ une corr
significative entre la dissolution de I0apatite et IOabbttateebdeterida surface du minZral
suggZrant un r™le des bactZries appartenant ~ ce phylum dans [QaltZration minZrale. LO
cultivable a dZmontrZ que les bactZries les plus efficaces " altZrer les minZraux appartenaient a
Burkholderia
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C. Lepleux®® M. P. Turpault® P. Oger® P. Frey-Klett? and S. Uro#"

INRA, UMR 1136 INRA Nancy Universite Interactions Arbres Micro-organismes, Centre INRA de Nancy, ChiiRpedBuUk] 38 Biogeochimie des Ecosyst€mes
Forestiers, Centre INRA de Nancy, Champehanit Laboratoire de Geologie de Lyon, CNRS UMR 5276, Universite de Lyon, ENS de L§&nahgen,

Pyrosequencing-based analysis of 16S rRNA gene sequences revealed a signi®cant correlation between apatite dissolution and
the abundance of betaproteobacteria on apatite surfaces, suggesting a role for the bacteria belonging to this phylum in mineral
weathering. Notably, the cultivation-dependent approach demonstrated that the most ef®cient mineral-weathering bacteria be-
longed to the betaproteobacterial genuBurhkolderia.

M ineral weathering plays a central role in nutrient-poor envifor the mineral-associated bacterial communities in order to de-
ronmentssuch as temperate forest ecosystems developediermine their mineral-weathering ability and their potential role
acidic soils. Indeed, beside the contribution of atmospheric det nutrient cycling in forest soils.
posits and recycling of chemical elements, soil minerals constitute To investigate the bacterial communities colonizing and
the main reservoir of nutritive cations for the long-lasting funcweathering minerals, pure and calibrated particles of apatite, on%
tioning of forest ecosystem,36,53). In this context, the releaseof the main accessory minerals encountered in Breuil-Chenue for-+2
of key nutritive cations by mineral weathering processes is cruciat soil (3435,41), were incubated in nylon bags for 4 yearsin the &
It is now established that, in addition to purely abiotic processespilunder ®ve tree stands (beeéfafjus sylvatica], Norway spruce 3
soil microorganisms affect ion cycling and plant nutrition by re{Picea abies], Douglas ®r [Pseudotsuga mefz#&sib], Corsican @
leasing nutritive cations from mineral§,(10,20,21,52). pine [Pinus nigraArn. subsp. laricio Poiret vaCorsicana], and

In the last decade, minerals and more generally terrestrial aappice with standards [CwS]). Due to protocol incompatibility o
oceanic rocks have been investigated for the presence of microbiad a low heterogeneity of bulk soil bacterial communities at theE\;
communities on their surfaces (6,7,14,23,24,25,27,44). Due Breuil-Chenue site52) (as determined by temporal temperature o
to their nutritive value, minerals can be considered a true ecologradientgel electrophoresis [TTGE] [see Fig. S1 in the supple-=
ical habitat giving excellent physical support for the developmentental material]), a composite bulk soil (TBS) sample was gener%
of speci®c microbial communitie8,11,12,21,30,43,54). Asan ated. After 4 years, the dissolution level of these minerals wa&.
example,Gleeson et al.21) demonstrated that the taxonomic measuredZ,48). Genomic DNA (gDNA) was extracted from 250 g
structureof the bacterial communities colonizing granite miner-ngof apatite particles or from the surrounding bulk soil using the &
als was not homogenous and varied in relation with the miner&owerSoil DNA kit (MO BIO Laboratories, Inc.). Amplicon li- e
crystals (muscovite, plagioclase, K-feldspar, and quartz) presbraries targeting the V5-V6 hypervariable regions of the 16S rRNA™
in this granite. Our knowledge of the bacterial communities cogene were generated as described by Uroz é825%). Pyrose- N
onizing soil minerals, in contrast to those colonizing rocks, is veguencingesulted in ca 230,000 reads which passed the length an%
limited (13,54). However, through the mineral-weathering pro-quality criteria (6). MOTHUR was used to trim, denoise, and
cesssoil minerals impact the bioavailability of nutritive cations inalignthe reads and to generate the operational taxonomic units'<
the soil, and the modi®cations of the concentrations of the nutrfOTUs; 97% sequence similarity), as well as to perform the non-Z
tive cations due to weathering are expected to in Uence the taxparametric analyseg§). Taxonomic af®liation was performed &
nomic and functional diversity of the bacterial communities colusingMG-RAST (metagenome rapid annotation using subsystem®,
onizing mineral surfaces compared to those of the surroundirfgchnology) 87). For each tree stand, bacterial isolates were ob-T1
bulk soil (13,40,54). tainedfrom apatite surfaces and tested for their mineral-weather-

Todate, the ability to weather minerals has been demonstratéy abilities using a microplate bioassay as described by Uroz et ab
for alarge range of bacterial strains isolated from various envirot#9). Biotite was used here instead of apatite as it was previously
ments such as the rhizosphere of several pldifi8@,39,49) and demonstratedhat the same mineral-weathering bacterial strains
granitesamples from the Damma glaciéi9,30). This ability was ef®ciently weather a variety of minera?s ¢, 25, 26,50,51). A
notablyreported for bacteria belonging to tethrobacterBacil-  portion of the 16S rRNA gene of each bacterial isolate was then
lus,Burkholderia, an€ollimonagenera8,19,33,46,51,56,57).
Amongthese isolates, strains that belong to the betaproteoba
rial generaBurkholderisand Collimonasand that were isolated
from forest soil were characterized by higher mineral-weatheri
ef®cacy3l,49,51). Given the current absence of marker gen
identi®edwith mineral-weathering functions, these two bacteri
genera and more especially their relative abundance have b|
proposed as bioindicators of bacterial weathering potential in f
est soils$3). However, all these conclusions need to be con®r

Y Wwoly papeojumod

[S)

aem.asm.org Applied and Environmental Microbiology p. 711497119 October 2012 Volume 78 Number 19



29Y.,The
abilitiesof the bacterial isolates coming from apatite surfaces to
use single carbon sources were tested using Biolog GEN Il micro-
plates. The effects of the tree stand on mineral dissolution were
determined by analysis of variance (ANOVA) at a thresHgld
value of 0.05 and by the Fischer test using the Superanova software
(Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA). (For a complete descrip-
tion of the material and methods, see the supplemental material.)

Aftera4-yearincubationin the soils of the different tree stands,
the most intensively weathered apatite particles were recovered
from the coppice with standards (percentage of dissolution,
0.85%6 0.4%), while the least-weathered particles were recov-
ered from the Douglas stand (0.0860.01%). The apatite parti- ©
cles recovered from the coppice with standards, Corsican pine2
and Norway spruce stands were signi®cantly more weathered thag
those recovered from the beech and Douglas stands, according tg
a one-factor ANOVA (tree species) teBtg 0.0467) Fig. 1A). %
Onehypothesis to explain these differences is that the tree species.
differentially impact soil minerals through geochemical modi®ca- =
tions of the soil conditions (e.g., pH) (1). However, the conclu- 3
sionsobtained considering the soil conditions (see Table S1in the:
supplemental material) were not so clear, suggesting the in uenc%*
of potential macro- and microscale conditions or microorganisms =
colonizing the mineral surfaces. m

Nonparametric analyses revealed that, for similar numbers of3
sequences, the highest number of OTUs was observed for the bulgg
soil environment (13,557 OTUs) (see Table S2 in the supplemen33
tal material). Apatite surfaces were characterized by fewer OTUQ
ranging from 8,323 to 10,071 OTUs under the different stands L
with the exception of Corsican pine, for which only 3,798 OTUs ©
were observed. Similar curves were obtained for the apatite samz
pled in the different tree stands, except under Corsican plne o)
which showed the lowest complexity (see Fig. S2 in the supple—r
mental material). The nonparametric estimators ACE, Chaol,5
and Shannon revealed the same trend (see Table S2 in the suppl%
mental material).

Classi®cation of the sequences demonstrated that the same FJ
phyla were present in all the samples considered, among which @
were numerically dominant, i.eProteobacteridcidobacteriac- 2
tinobacteria, andacteroidetes. The bulk soil environment was &
dominated byProteobacterié63%) andAcidobacterigg8.50%). =
The apatite surfaces under each tree stand considered were don&
inated byProteobacteri@9.75% under the Douglas ®r stand to
73.05% under the coppice with standards starBfcteroidetes
(7.03% under the coppice with standards stand to 36.97% underI]
the Corsican pine stand), andcidobacterig0.55% under the %
Corsican pine stand to 15.89% under the Douglas ®r stand)Q
(Fig. 2). A detailed analysis revealed that the proteobacteria were
dominatedby alphaproteobacteria in the bulk soil (29.02%) and
by betaproteobacteria on the apatite surfaces (24.82 to 52.65%)
{Fig. 2).

At the genus level, apatite surfaces appeared dominated by
Burkholderig12.8 to 37.6%)Pedobactg#4.5 to 16.4%), anchi-
tinophagg2.8 to 12.6%), with the exception of the coppice with
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9,15,33,49,51,56,57) (Table 1). Interest-
ingly, the sameBurkholderigphylotype Table 1) was the major
phylotypeoccurring in all stands, but not the coppice with stan-
dards environment, where it ranked 12th.

Notably, two positive and signi®cant correlations between theg,
level of apatite dissolution and the abundance of 16S rRNA gen
sequences assigned to Betaproteobacteigiass or to thdurk-
holderialesrder were found (Fig. 1BndC). Moreover, a signif-
icant correlation was observed for tligurkholderisgenus when
the data from the coppice with standards stand were omitted from

aS uo /Blo wse’wae//:dny woiy papeojumod
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44) also reported that,
in another environment, the abundance of bacteria was positively
correlated with the mineral-weathering levels, the oldest and most
weathered basaltic rocks harboring the highest microbial biomass,
suggesting an impact on the mineralogy.

These observations should be taken with caution, since quan-
ti®cation and reproducibility of pyrosequencing results are still
questioned. Indeed several studies have illustrated some of the
limits of the pyrosequencing approach in phylogenomic studies
(22,59). For example, Zhou et al. (59) showed low reproducibility
in technical and biological replicates from a mixed-grass prairie
soil, demonstrating a net decrease of the shared OTUs between
replicates when the number of replicates increases. Part of this
heterogeneity is linked to the experimental procedure, including
biases in gDNA preparation and PCR ampli®cation, variable ef®-
ciency of barcoded primers, and pyrosequencing artifa;tsg,

47) oris attributed to sampling artifacts (528). Altogether, these

biasezan lead to an arti®cial view of the distribution of the bac-

terial communities, and an overestimation of rare ta28)( Re-

gardlessof these artifacts, several authors conclude that this

approach is especially valid in two instances: when the overa!

diversity is low and when the targeted communities live in the

same habitat. One last important issue is the validation of the 454

sequencing-based phylogenomic results, using complementary

methods such as microarrays, quantitative PCR, and cultivation-

dependent approaches. In the present study, our phylogenomic

results on the structure of the mineral-associated bacterial com-

munities characterized by a low genetic diversity were Obtainedggni@)cant difference ia-p-glucose consumption between the
pyrosequencing from a single pyrosequencing run. The resultsgifferent tree stands (one-factor ANOVA [tree speciBg]; 0.12)

B1o0°wse wak//:dny woly papeojumod

~~

the present study con®rm and extend previous results obtaineddut that there were differences between the different bacterial gen9
cloning and Sanger sequencing of the 16S rRNA from the bactesia. The bacterial isolates belonging to Berkholderiagenus ¢,
on the same minerals at the same forest experimental®#e (  consumed signi®cantly moee p-glucose (one-factor ANOVA @
The culture approach revealed that the bacterial isolates c@frenus];P5 0.0001). -%

lected under the Douglas ®r (mean value, G5&10 mg " litef* In conclusion, this study demonstrates for the ®rst time, by 3
of iron released) and Corsican pine (mean value, 8.4610mg”~  combining cultivation-dependent and -independent approaches,
liter** of iron released) stands were signi®cantly more ef®cientigt mineral surfaces in forest soils are colonized by speci®c bac>
weathering (B 0.0001) than those from the other environmentserial communities capable of mineral weathering, thus con®rm--
(see Fig. S3in the supplemental material). In addition, the apatit®y the mineralosphere concef&X). In this view, although there &
surfaces below Douglas ®r and Corsican pine harbored a signi®@yremain some uncertainty about their exact proportion on the &
cantly higher frequency of the most ef®cient mineral-weatherimgineral, there is little doubt that betaproteobacteria, and espe-o
bacterialisolates ($0.5 mg " litéf of iron released) than the other cially bacteria from the genuBurkholderia, are key players in the =<
stands, according toxt analysis (B 0.0069) (see Fig. S3 in theweathering of minerals and nutrient cycling in temperate forest Z
supplemental material). Taxonomic assignments of these isolagefis.
revealed sequences related to genera exhibiting high similarityAccession numbersThe 454 sequences generated have been
with the 16S rRNA sequences generated by pyrosequencing in fidposited on MG-RAST under the following accession numbers: X!
study. A comparison of the mineral-weathering ef®cacies memt45487.3, coppice with standards; 4445488.3, Corsican pin
sured for each bacterial genus showed thaBihikholderiatrains  4445489.3, Norway spruce; 4445491.3, beech; 4445490.3, Doug@s
were the most ef®cient at weathering minerals (average valgg:and 4445492.3, bulk soil. The sequences of the bacterial isolates
0.936 0.14 mg " litet* Fe released), according to a one-factofiave been deposited in the GenBank database under accession
(genus) ANOVA (B 0.0001) Fig. 3). The most ef®cient strain ofnumbersIN81955@0 JN819658.

Burkholderigstrain PA10) presented aim vitro mineral-weath-

ering ef®cacy of 1.51 mg ~ ItérFe released from biotite. TheACKNOWLEDGMENTS

other genera presented values ranging from 0 Gohnellaand

T This work was made possible by grants from French Research Ministry
Cytophaga) to 0.95 (fdrthrobacter) mg " litéf Fe released. De NR JC BACTOWEATHER and ACI quantitative ecology project) and
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revealed a very limited number of substrates metabolized and si§partement EFPA).
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Materials and methods

Study site

The Breuil-Chenue experimental site (40) is located in the Morvan (47j180N, 4i{50E, Franc
plateau with an altitude of 630 m. The native forest was partially clear-felled and replaced in 1
monospecific tree plantations distributed in plots of 0.1 ha of different species Baghsas beech
sylvatica Norway sprudeidea abig¢sDouglas fiPgeudotsuga menzi€sanco), Corsican pine
(Pinus nigrArn. ssp. laricio Poiret @arsicar)jaand coppice-with-standards (CwS). The Ocoppice-
with-standardsO is a specific woodland management practice whereby some trees are felled whi
are left (here beech) to grow as larger sized timber, named OstandardsO. The soil is an /
developed on the OPierre qui VireO granite. The bulk soil is sandy-loam textured (60% sands a
clays) and acidic (pH ca 4) (36). This granite is characterized by quartz, K-feldspar, plagioclase
muscovite, biotite, chlorite and accessory minerals (apatite, zircon) (29). Soil characteristics froi

tree stand are presented in Table 1.

Minerals and sampling

To investigate the bacterial communities colonizing and weathering minerals, we selected apatite
is one of the main accessory mineral encountered in the Breuil-Chenue soil. The apatite used
study is a pure and homogenous fluoroapatite from Mexico and has the following composition: 1.
SO, 0.5 g.k§AbOs, 0.8 g.k§ FeOs, 546.1 g.KgCaO, 0.4 g.kdgO, 2.7 g¥kgNaO, 0.1 g.ky

MnO and 410.3 gkBGCs (44). Its structural formula is7{Ca.03 Ce.04 Sb.007F&.003Sb.09 (.02

) F2.0sCb.19 (34). Pure crystals of apatite (initial size ca 2 grumd, sonicated, washed and
calibrated (mesh size 0.5-1mm; 1.9£0.3 mg/particle). Three grams, corresponding to ca 1600 pe
were introduced into nylon bags (mesh gime BR10 cm) to prevent root colonization. Five
replicates bags each were buried under five tree stands (beech, Norway spruce, Douglas fir, C
pine, and in the coppice-with-standards), within the soil organo-mineral layer (-10 cm), with ci
distance between each bag sample. Mineral bags werénirsituftatéalir years in the soil before
samplingBecause of protocol incompatibility, four of the five bags from each condition were us
guantify apatite dissolution, while the remaining bag was used to characterize microbial coloni
Indeed the protocol used to measure the percentage of dissolution, which is based on an ultr
treatment, results in the degradation of genomic DNA and the protocol used to extract genomi
disrupts the mineral particles. Preliminary analyses on bulk soil samples by 454 pyrosequencii
temperature gradient gel electrophoresis fingerprinting (TTGE; Figure S1) revealed a low hetero

of bulk soil bacterial communities at the Breuil-Chenue site (51). For these reasons, a composi



soil (TBS) sample was generated. In our study, bulk soil sample (TBS) corresponded to a cor

mixture of soils, free of roots, taken from all the stands where the mineral bags were incubated.

Mineral weathering measurements

After four years, the incubated minerals were washed with ultrapure water directly in the mesh |
avoid losing mineral particles, sonicated using a MiniPiezon (EMS+) system (50Hz) to remo
particles and dried at 35;C. After the drying step, mineral particles were carefully recovered frc
mesh bags and weighed (accuracy 0.0005 g) using the specific procedure descebadl in August
(1) and compared to the initial weight values obtained before incubation (47). This procedure allc
determination of the dissolution level of these minerals. The dissolution intensity was expressec
percentage of weight reduction measured over the four-year incubation period. The surfaces
recovered minerals were subsequently observed directly by scanning electron microscopy (I
S2500).

DNA extraction, PCR and pyrosequencing

Genomic DNA (gDNA) was extracted from 250 mg of apatite particles or from the surrounding k
using the PowerSoil DNA kit from MoBio with the addition of proteitamaddy&dirgrne (10 g.l

1) in the first step. For the apatite samples, two indepgriderdatiected at the opposite corners

of the same bag were treated for each condition considered. gDNA was quantified on 1% agar
by comparison with a low DNA mass ladder from Invitrogen”. Amplicon libraries were generat
recommended for 454 pyrosequencing using a combination of two tagged primers, targeting the
V6 variable regions of the 16S rRNA gene. The Titanium primers used were 787r-Ti
BXxxXxATTAGATACCYTGTAGTCC30) and 1073F-Ti (50-AxxxACGAGCTGACGACARCCAT
generate PCR 16S rRNA gene fragments of ca 250 bp. B and A represents the lin
(CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG) and (CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC
recommended by the manufacturer for 454 FLX Titanium sequencing, and xxx represents the
identification barcoding key. PCR was performed in two steps using 50 ng of gDNA as templa
cycling conditions used were 94;C for 4min, 20 cycles of 94;C, 30 s denaturation; 50;C, 1
annealing and 72iC, 1 min 30 s extension; followed by 72;C, 10 min. After 20 rounds of amplifi
another 10 rounds of amplification were performed to add the A and B adapters required fc
pyrosequencing to specific ends of the amplified 16S rRNA gene fragment for library constructic
separate amplification reactions!bfasCach sample were pooled and purified as recommended
using QIAquick PCR purification columns (Qiagen). The amplicon length and concentrations

estimated and an equimolar mix of all six amplicon libraries was used for pyrosequen



Pyrosequencing was performed by Beckman Coulter Genomics (Beverly, USA) on a Ge
Sequencer (GS) FLX 454 Titanium System (Roche) and resulted in reads which passed the len

quality criteria (16).

Taxonomic analysis of 16S rRNA gene fragments

Before alignment, sequences sets were trimmed, cleaned and denoised to conserve sequences
from 250 to 300 bp using the trim.seq command of MOTHUR (44) and then treated with the col
OuniqueO of MOTHUR to eliminate sequences duplicates. Unique phylotypes were defined as
final 16S rRNA gene sequence similarity of 97% with the other sequences in the libraries, usi
greengenes reference alignment, according teSahl@s$). The aligned sequences were used to
determine operational taxonomic units (OTUs, 97 % sequence similarity), richness estimates |
Shannon-Weaver index and rarefaction analyses. Taxonomic affiliation was performed (80% se

similarity) using MG-RAST (Metagenome Rapid Annotation using Subsystem Technology) (37).

Isolation of bacterial isolates from apatite samples

For each tree stand, a total of 40 bacterial isolates were obtained from apatite surfaces as follov
mg of apatite particles were suspended in 1 ml sterile MQ water and vortexed for 1 min. ~
suspensions were then sampled and used to perform serial dilutions. Dilutions were then spree
10% tryptic soy agar (TSA) mediumt (Bryglic Soy Broth, from Difco and!l&ggr) and
incubated at 25;C for 7 days. For each sample, the bacterial isolates were picked up randomly fr
same dilution. They were purified by three successive platings on 10% TSA and then stored at -

Luria-Bertani (LB) medium + 20% glycerol.

Mineral weathering assay

The mineral weathering potential of the bacteria isolated from mineral surfaces was quantifi
described in Uretzal. (48). The mineral weathering assay used is based on the measurement of
amount of protons produced during the bacteria-mineral interaction, as well as on the amount of
released from the mineral. Biotite was used here instead of apatite as it was previously demon
that the same mineral weathering bacterial strains efficiently weather a variety of minerals (2,22
Briefly, 20!l of bacterial inoculwasn@0.8-1) were transferred into a well of a sterile Multiscreen
microplate (MSGVN22-50; Qr@2pore size; Millipore) containing 10 mg of sterile biotite particles
(diameter, 200 to 5080, which was convenient for the experimental procedure usgdioand 180
Bushnell-Hass medium. [20'iK@l, 150 mgd.MgS®@ 7H0O, 80 mgtINaHPQ"2H0, 90 md
NaeHPQ'2H0, 65 mgt(NH)SO, 100 mgHKNQG, 20 mgi CaCGl which was buffered at pH 6.5,



supplemented with glucose-{Ramdl lacked iron. The biotite was obtained from Baraxtajt (C

and was a 2:1 phyllosilicate frequently present in acidic soil, weathers relatively quickly, and con
Mg, and Fe nutrients. It is a pure homogeneous mineral of the following composit®; 410.1 g.kg
109 g.kd AbGs, 22.1 g.kbFeOs, 100.5 g.Kg-eO, 2.7 g.kdvinO, 189 g:kiigO, 4.1 gkdNaO,

.6 g.kg KO, 22.8 g.KgTiQ, 44.2 g.kgF, and 0.8 g:kgn. Its structural formula #\Hk)Si
(Fe1F€%06M.0Mmn.02lb.139 Ko.sdNav.oOrd OH.od1.09(9). Multiscreen microplates containing 10
mg of biotite particles were sterilized by UV treatment for one hour before filling with sterile liquid
Each bacterial strain was inoculated in 8 wells of the microplates: 4 were used to determine the
4 were used to determine the amount of iron released from Biatkieolderatrains, PN3(3)

and PML1(12), were used as negative and positive controls, respectively. The Multiscreen micr
were incubated at 25;C for 48 h with constant shaking. MultiScreen microplates were centrifugs
filtrates (0.22n) were transferred to a new microplate containing 20 ml of fe(MspelGtfar

iron quantification) or bromocresol greénfigmé, for pH determination). The amount of total iron
(Fe+and F#&) released from biotite in the solution and the pHwad¢ee estb95 nm with a Bio-

Rad model 550 microplate re@lderaverage values of the four replicates for iron quantification an:

for pH measurements were taken as the weathering potential of each bacterial isolate.

PCR amplification of the 16S rRNA gene from the bacterial isolates

The 16S rRNA gene amplification was performed using the universal primers pA
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and 907r (5'-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3")(17,29). Poly
chain reactions were performed in a total reaction voldheomiabing 1x PCR Mastermix
(Eppendorf 7), 0.1!M primers ahadflcell extract. Cell extract was prepared by adding one colony of
each isolate to 100f sterile water. The following temperature cycle was used: an initial denaturat
step of 5 min at 95;C followed by 30 cycles of 1 min denaturation at 95;C, 1 min annealing at 53
1 min 30 s extension at 72{C, and a final extension step of 10 min at 72;C. PCR products were [
and concentrated using the microtitre plate PCR purification system (Millipore). PCR controls \

template or extraction controls as a template were negative.

Metabolic assay

The ability of the bacterial isolates coming from apatite surfaces to use sole carbon sources was
using the BIOLOGEN Il MicroPlates. The bacterial isolates were geéwWisanpldtes at 25;C.

After a 3-day incubation (25;C), bacterial suspensions were made by adding 2 ml of sterile wate
Petri dish. The bacterial suspensions were then washed three times with sterile ultrapure wate

absorbance at 595 nm of each resulting suspension was then adjusted ca. 0.3. One hundred mic



of these suspensions were used to inoculate the microplates. Optical density was measured aft

incubation at 25jC at 595 nm with an automatic microplate reader (Bio-Rad model 550).

Statistical analyses

The different relative values (%) used in this study were transformed by arcsin sqrt for statistic
linear regression analyses. The effects of the tree stand on the mineral dissolution were determ
analysis of variance (ANOVA) at a threshold PFev®D%fand by the Fischer test using the
Superanova software (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA). The proportion of bacterial isola
functional class, differing in their ability to acidify the medium or to release iron from biotite,
compared between the different origins of the isolat&stasirg—=®.05). The correlation between
mineral dissolution and taxonomic classification or bacterial diversity was analysed by perfort
linear regression analysis at a thresholdRex05fwith the Statview software (SAS Institute, Cary,
NC).

Nucleotide sequence accession nuifiibe®#54 sequences generated have been deposited on MG-
RAST (MG-RAST ID : 4445487.3, coppice-with-standards ; 4445488.3, Corsican pine ; 444kt
Norway spruce ; 4445491.3, beech ; 4445490.3, Douglas fir and 4445492.3, Bulk soil) an
sequences of the bacterial isolates have been deposited in the GenBank database under acc
numbers JN819556-JN819658.



Table S1: Soil characteristics below the different tree stands in the organo-mineral soil horizon, adapted
from Mareschal et al.,(31,82). each tree stand different letters (a,b) indicate significant differences according
to a t-test (p<0.05).

Environment pH C N P K Mg Ca 1EA
—0. k¢t % of total CEC
Coppice with standards 4.3 46° 2.62 0.14 3.8° 1.90 1.4b 87.&
Beech 40620 500 2.62 0.150 3.7° 1.8ab 1.9 85.8
Douglas 4250 43> 242  (0.14 3.3 1.82 0.92 91.8
Corsican pine 4226 43> 212 013 2.32 1.8ab 1.3ab 922.
Norway spruce 436> 372 242 (0.160¢ 3.2ab  1.8ab 1.1a 91.7

1EA : Exchangeable acidity

2 CEC : Cationic exchange capacity






Table S2: Number of sequences, number of OTUs and diversity and richness indices of bacterial communities on apatite surfaces under the differ

environments considered. Analyses were performed at 97% sequence similarity.

Number of OTUs

OTUs 97%

Chaol ACE

Tree stand Reads (97%) normalized  Shannon (Lower and upper 95% (Lower and upper 95%
with Beech* confidence intervals) confidence intervals)

Beech 31 666 10071 10 071 7.88 26 597 (£ 25 460.26 / 27 817.63) 48 158 (£ 47 446.01 / 48 882.¢
Norway spruce 35115 9012 8 329 7.47 20589 (£ 19 656.46 / 21 599.23) 35484 (£ 34 939.49 / 36 038.7
Corsican pine 46 070 4 932 3798 5.91 8168 (+ 7 668.31 /8 732.70) 12 334 (x 12 074.71/ 12 600.4°

Coppice with standards 35 492 9 899 9 055 7.49 24 311 (£ 23 198.66 / 25 511.67) 43 863 (£ 43 183.52 / 44 556.7
Douglas fir 36 829 10 899 9 682 7.82 26 461 (£ 25 267.44 | 27 745.25) 48 655 (£ 47 947.33 /49 375.7
Bulk soill 33 549 14 213 13 557 8.53 41 707 (£ 40 025.33 /43 494.64)

85 209 (+ 84 007.88 / 86 430.1

* The number of OTUs was normalized according to the smallest set of sequences (beech) using the Osubsample® command of Mothur.






Table S3 : Relative abundance of ten most abundant genera. Analyses were performed at a 95% sequence similarity threshold and calculated w
RAST platform.

Bulk soll Beech Douglas fir Coppice with standards Norway spruce Corsican pine

Genus % Genus % Genus % Genus % Genus % Genus %

1 Unclassified bacteria 12,97 Burkholderia 18.25 Burkholderia 12.76 Oxalobacteracéae  16.11 Burkholderia  37.63 Burkholderia  34.68
2 Acidobacterium 6.38 Pedobacter 7.72 Pedobacter 4.49 Burkholderia 13.83 Acidobacterium  6.25 Pedobacter 16.39
3 I -protecbactetia 6.26 Chitinophaga 5.08 Acidobacterium  2.82 Oxalabacteracdae  8.99 Pedobacter 8.54 Chitinophaga  12.62
4 Rhodoplanes 4.90 Oxalobacteracéae 4.91 l-protecbactetia  2.51 Acidobacterium 6.65 Chitinophaga  4.10 | Oxalobacteracéae 9.28
5 Gemmatimonas 3.23 Acidobacterium  4.29 Unclassified bacteria 4.41  Chitinophaga 2.83 Streptomyces  3.33 Streptomyces  3.51
6 Rhizobialés 3.04 Alterococcus 3.65 Curtobacterium 2.37 ! -proteobactetia 2.55 I-proteobactetia  2.49 Paenibacillus  1.40
7 " -proteobactetia 2.86 | Xanthomonadacéae 3.06 | Sphingobacteriackae 2.08 Burkholderiakes 2.22 | Bradyrhizobiacéae 2.45 | Burkholderiakes 1.14
8 Bradhyrizobium 2.72 !-protecbactetia  2.98 Bradyrhizobiacéae 1.95 Unclassified bacteria 2.19 Rhizobialés 1.62 Herbaspirillum  0.94
9 Alterococcus 2.80 Bradyrhizobiacéae 2.94 Proteobactéria  1.42 Proteobactéria 2.05 Proteobactéria 1.45 Curtobacterium 0.89
10 Pedobacter 1.96 Curtobacterium  2.32 Bradyrhizobium  1.36 Streptomyces 1.98 | Oxalobacteracdae 1.34 Pandoraea 0.80

aRelative abundance
b Unclassified genus

¢ Sequences matches with several genera belonging to the family OxalbleabtepicaadénthinobacteriamdCollimonas






Figure S1 : TTGE band patterns of 16S rRNA gene PCR products amplified from the bulk soil of
the Breuil-Chenue experimental site, below A) Coppice with standards, B)Norway spruce, C)
Beech, D) Corsican pine E) Douglas and F) Oak using the primers 968F-GC and 1401R as
described in CZbron et al., 2009.






!
Figure S2: Rarefaction curvébe rarefactions curves of the bacterial 16S rRNA gene sequences,

recovered from the apatite particles sampled in the different tree stands considered in this study,

created using the MOTHUR software for generating data and the R software for generating graj

(threshold 97%).






Figure S3. Mean amount of iron released by cultured mineralosphere bacteriaBatsains.
associated with the same letter are not significantly different according to a one factor (tree st
ANOVA test (P=0.0001). The pie chart represents the distribution of the 100 bacterial isolates be
to three different weathering classes: White, 0-0.1 mg.l-1 of iron released ; Grey, 0.1-0.5 mq
Black, >0.5 mg.I-1. These classes have been determined according to statistical requirements, t
classes with no bacterial isolates (0). The frequency of efficient mineral weathering bacteria was
below Douglas fir and Corsican pine, accordihgeti 8°=0.0069). The proportions of bacterial
isolates per functional class, differing in their ability to acidify the medium or to release iron from

were compared between the different origins of the isoldtasiPga05).






Figure S4Carbon sources metabolized by the mineralosphere bacterial strains in relation with
their ecological origin (A. BeeBhDouglas fit.. coppice-with-standabdd\lorway spruce &nd

Corsican pin€)nly carbon sources resulting in an optical Gensigre considered. According to

a one factor ANOVA (tree stand), 6 of these 27 carbon sources presented significant differenc
Maltose R=0.041), D-Cellobio$&=0(033), Gentobiode={.010), D-Manno$e=(Q.004), D-
GalactosePE0.003) and D-Arabisei0(032). For each of these substrate, different letters (a, b)

indicate a significant difference between the tree stands, according to a oneFabtO6EANOVA (









CHAPITRE ZZARACTfRISATION TAXONOMIQUE ET FONCTIONNELLE DES COMMUNAUTfS BACTfRIENNES ASSOCIfES E LA SURFAC
MINfRAUX DU SODB fCOSYSTéEME FORESTIER PAUVRE EN NUTRIMENTS

6. Discussion gZrdle

LOarticle OAbundance of Betaproteobacteria on mineral surfaces correlates with mineral weat
forest soilsO ne discutant que brisvement les rZsultats obtenus dans cette Ztude, je me propose |

discuter les points qui nOont pas ZtZ ou tres peu abordZs.

ComparZ " la rhizosphere, " la mycorhizosphere ou au sol nu, peu dOZtudes se sont intZressZ
communautZs bactZriennes colonisant la surface des minZraux du sol (i.e. la minZralosphere) (
et al., 2007, 2009 ; Ceetiral., 2004 ; Roesthal., 2007 ; Ureizal., 2010, 2012,). En combinant
des analyses dOacides gras phospholipidiques (PLFA) et des analyses mZtabkdues, Certir
(2004) ont dZmontrZ que la surface de particules de gres prZsentait des communautZs bactZi
spZcifiques par rapport au sol environnant. Deianemee approche de clonage/sZqueneage, une
diminution de la diversitZ bactZrienne et un enrichissement en taxa spZcifiques ont ZtZ obsen
surface de particules minZrales (apatite, plagioclase, phlogopite) comparativement au sol envil
(Urozet al., 2012). Ces rZsultats se sont vus confirmZs par des expZriences en microcosmes ((
et al., 2007, 2009) qui ont rZvZIZ une colonisation des surfaces minZrales par des commu
bactZriennes spZcifiques. Cependant, IOensemble de ces travaux ne donnent quOun apereu lir
diversitZ taxonomique des communautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux. |
rZalisZe au cours de ma these a permis de dZcrire dans le dZtail les communautZs bactZri
associZes " la surface des minXifawne approche de pyrosZqueneage. Les rZsultats originaux
obtenus dans cette Ztude ont confirmZ les observations prZcZdentes en dZmontrant qu
communautZs bactZriennes colonisant la minZralosphere Ztaient diffZrentes de celles d
environnant, enrichies en taxons spZcifiques et dOune diversitZ moindre. La plus grande divers
observZe dans le sol environnant se caractZrisant par une forte abondance de sZquences ass
aux#-proteobacter& aux bactZries non classZes ainsi quOune faible prepotenbeeteria
En revanche, et quelque soit le peuplement sous lequel elles ont ZtZ enterrZes (origine Zcologic
grains dOapatite Ztaient caractZrisZes par une forte proportion de sZquences"-assignZes
proteobacteré, plus prZcisZment, aux g8umddolderia eollimonasonnus pour leur capacitZ
" altZrer les minZraux (Calvastuab, 2006 ; Levestal., 2009 ; Ureizal., 2007, 2009 ; Collignon
et al., 2011).

Dans dOautres environnement que le sol, des communautZs bactZriennes minZralosphZric

ZtZ dZcrites : sur des roches volcaniques, la croZte terrestre, des affleurements de grani
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dOoimienne, des monuments historiquese(Bbri2009 ; Cocletlal., 2009 ; Herretal., 2008 ;
Hutchenst al., 2010 ; Waeigal., 2011), des aquiferes (Bbgtl, 2007 ; Rogers et Bennett, 2004)

ou dans des environnements ocZaniques ¢Bahte#008). La plupart de ces Ztudes ont suggZrZ
que la colonisation microbienne Ztait influencZe par la composition chimique des minZraux ¢
prZcisZment par leur contenu nutritie{Bhy®007 ; Gleessiral., 2006 ; Hutchensl., 2010 ;
Maillouet al., 2009) ou leur degrZ dOaltZratiore(3ant20D8). En effet, Saetedli, (2008) ont

par exemple constatZ que |Oabondance des bactZries Ztait positivement corrZlZe avec le
dOaltZration des minZraux, les roches basaltiques les plus anciennes et les plus altZrZes Zta
prZsentant la plus grande biomasse microbienne. Par ail¢wis,(RB@2) ont mis en Zvidence

que les minZraux les plus altZrZs Ztaient caractZrisZs par la diversitZ bactZrienne la plus faib
enrichissement en taxons spZcifiques. En utilisant une approche de pyrosZqueneage, jOai d:
pour la premiere fois une corrZlation positive et significative entre la dissolution des grains dOa
IGabondance " leur surface de sZquences assigratescalpacteriar auxBurkholderialeSes

rZsultats confirment que les minZraux du sol sont colonisZs par des communautZs bactZr
spZcifiques et soutiennent le concept de la minZralosplereal(U2209). Cependant, les
caractZristiques physiologiques et fonctionnelles de ces communautZs sont inconnues e

implication dans IOaltZration minZrale reste une hypothese liZe " leur capacitZ ~ coloniser les min

A ce jour, peu dOZtudes ont essayZ de caractZriser fonctionnellement les communautZs bact
associZes " la surface des minZraux en conditigifreyet al., 2010 ; Hutchetsal., 2010 ;
Lapanjet al., 2012 ; Maill@wal., 2009 ; Wasigal., 2011) et aucune nOa ZtZ faite sur les minZraux
du sol. Etant donnZ IQabsence de genes connus impliquZs dans IQaltZration minZrale, IC
cultivable reste essentielle et complZmentaire aux analyses mZtagZnomiques pour Ztudier les c:
fonctionnelles des isolats bactZriens. Dans mon Ztude, une forte proportion dOisolats bac
provenant de la surface de IOapatite a ZtZ assignZe aux Firmicutes (45%) tandis que la pluj
autres isolats appartenaient principaleméhprateobacteri@3%). Un enrichissement’en
proteobactergltivables " la surface des minZraux a Zgalement ZtZ observ&pat. (206SH
pour des Zchantillons dOobsidienne, suggZrant un effet structurant du minZral sur ce groupe t
particulier. Cependant, les rZsultats de |Oapproche cultivable contrastent avec ceux obter
|IOapproche non-cultivable dans laquefiemiestessont peu reprZsentZs tandis que les
Proteobacterisont dominantes (Figure 2 de |Oarticle). De plus, dOautres isolats bactZriens o
dZsignZs comme appartenant au grouBaaiesidetes/Chlordbint les reprZsentants sont

gZnZralement considZrZs comme peu cultivables. De memeetHaltcf20)) ont mis en
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BOX 2 : Profil mZtabolique des souches de la minZralosphere

Une caractZrisation mZtaboligleemZthode BIOLC#GZtZ rZalisZe sur un sous Zchantillon (n=59

) de la

collection bactZrienne isolZe de la surface de |Qapatite. Les dZtails de cette mZthode sont prZs¢ntZs dan

C Material and Methods E dans la section C Supplemental data E de |Qarticle C Abundance of
on mineral surfaces correlates with mineral weathering in forest soils E. Sur les 71 substrats tes
ont ZtZ mZtabolisZs par les souches testdg®,(pOes autres substratse{®M,1) ont ZtZ considZr]
comme non mZtabolisZs (Figure C). De fason gZrldrglacdSe, le N-acetyl-D-glucosamine, 10a|
malique et IOacide D-gluconique Ztaient les quatre sources de carbones les plus mZtabolisZed
bactZriennes associZes " la surface de |Oapatite quelque soit IOessence forestiere. LOanal
capacitZ mZtabolique de ces isolats en fonction de IQessence forestiere sous laquelle a ZtZ e
rZvZ1Z quelques diffZrences significatives (Figure S4 de |Qarticle). Les bactZries isolZes de la
enterrZe sous le pin Corse ont consommZ significativement plus dg=D0daltoske (D-cellobiog
(p=0,033), de Gentobiope0(01), de D-mannope0(004), de D-galactoseO@03) et de D-arabit
(p=0,032) que celles provenant de IQapatite enterrZe sous les autres peuplements (en accord
ANOVA ~ un factepr0,05).

Partant du fait que-DBglucose est la seule source de carbone disponible dans les tests

minZrale en microplaque utilisZs dans cette Ztude, la relation entre la capacitZ ~ mZtaboliser c4
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IOorigine Zcologique ou IOaffiliation taxonomique des isolats bactZriens a ZtZ ZtudiZe. Les donfZes ont |

nOy avait aucune diffZrence significative dans la consorhrlatitucaise|®ntre les diffZrentes orig
Zcologiques des isolats (ANOVA " un facteur [essence fe@diBye[;ependant, les isolats bactZ
appartenant au gearkholderimmZtabolisaient significativement! pDglid@ose que les autres gen
bactZriens (ANOVA " un facteur [genre baptD;@d01).

Les donnZes obtenues pour les isolats provenant de la surface de IQapatite ont ZtZ comparZ
obtenues pour des souches bactZriennes provenant de la mycortSoteslueentte citrinum sous che

prZlevZes sur le meme site expZrimental (Figure C et D). La comparaison des deux profils mZt

ines
iens

(€S

es " des
ne,

hboliques

C) a montrZ que les souches isolZes de la mycorhizosphere mZtabolisaient significativement pl{is de sot

carbone " en juger par les mesuresgeMEplus, les souches isolZes de la mycorhino&bodisaient
significativement plus le Tween 40, le D-mannose, le myo-inositol et [OacudRREharRareaflleurs

une analyse plus dZtaillZe des deux profils a confirmZ que les souches de la mycorhizospher

2 conson

significativement plus de sources de carbone que celles provenant de la surface de IQapatife (ANO\

facteur [origine Zcologique],05) (Figure D). Cependant, les souches associZes " la surface g

e |Oapat

consommaient significativement plus de N-acetyl-D-gludodngineos) de D-fructose et de D-marnitol

que les souches isolZes de la mycorhizosphere (test ANOVA " un facteur [origipe0/R6)dfimues

D). Cette diffZrence de profil mZtabolique sOexplique par le fait que la mycorhizosphere est un njilieu bea
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plus riche en source de carbone. En effet, la racine exsude beaucoup de composZs organiques et not:
des acides organiques et des sucres (Dakota et Phillips, 2002) ce qui en fait un milieu propice au dZveloj
bactZrien. En revanche, " la surface des minZraux, on peut supposer que les bactZries ont accts ~ des s
de carbone beaucoup moins diversifiZes et moins abondantes. Leur prZfPreeeoseust!@ N-acZty

D-glucosamine suggere que ces bactZries auraient la capacitZ de dZgrader le trZhalose ou la [chitine to
retrouvZs chez les champignons. En effet, le trZhalose est constituZ de deux molZcules de gludose tand
chitine est composZe de plusieurs groupes dOacZtyl-glucosamine. Bien que cette hypothese Jreste ~ v
appara’t que les communautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux ne consomnjent que -

de sources de carbone ce qui suggere que leur mZtabolisme serait plut™t oligotrophe.

Figure C : Comparaison des profils mZtaboliques des communautZs bactZriennes isolZes de la minZraldsphere ou
de la mycorhizosphere. Pour plus de lisibilitZ seuls les substrats dont la densit? @gdtiqneZtiiteprZsentZs. Les
Ztoiles reprZsentent les sources de carbones les plus mZtabolisZes. Les sources de carbone associZds avec les
lettres ne sont pas significativement diffZrentes en accord avec un test ANOVA ~ un facteur (soufce de ca
(MinZralospher@<0,0001 ; Mycorhizosphped;0001). Les deux collections bactZriennes nOont pas ZtZ test}es avec l¢
memes tests BIOLO@Wycorhizosphere : BIOLOG GEMInZralosphere : BIOLOG GENHN consZquence

certaines sources de carbone nOont pas ZtZ testZes pour les souches de la mycorhizosphere (en gris sur Ja figure).
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Figure D : Comparaison dZtaillZe du profil mZtabolique des souches isolZes de la minZralosphere |et de la
mycorhizospherePour chaque source de carbone un test ANOVA " un facteur (origine Zcologiques@QBY. r¥alisZ (

Pour chaque composZ testZ, les histogrammes Ztant associZs avec la meme lettre ne sont pas significa[vement d

Les souches de la mycorhizosphere mZtabolisent significativement plus de sources de carbone exceptZ pour le N-i

glucosamind, 1B-glucose, le D-fructose et le D-mannitol (Ztoiles).
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Z\udence la prZzsence dOisolats bactZriens appartenant aux Pprogeohacesa, desmicutes

ou desBacteroidetésla surface dOune veine de pegmatite sur un affleurement de granite, quelq;
uns de ces isolats Ztaient uniques ~ certains minZraux. Par ailleurs, il est intZressant de noter qu
mon Ztude, la plupart des isolats bactZriens isolZs de la surface de |Oapatite (57%) Ztaient «
dOaltZrer les minZraux en conuitivit®> Cependant, tandis que la majoritEimeisutes
montraient des capacitZs dOaltZration moyPnokolescteriet plus prZcisZment, les isolats
appartenant au geBrekholderiprZsentaient la capacitZ dOaltZration la plus efficace. Curieuseme
les memes groupes taxonomiques avec une prZdominance des Firmicutes ont Zgalement ZtZ ol
sur des Zchantillons prZlevZs sur des briques altZrZes du mur de la ville de Nanjing Ming (Ch
20% des isolats Ztaient capables dOaltZrer les minZaalk, R0A0Y

Comme les communautZs bactZriennes de la minZralosphere colonisent des environner
pauvres en nutriments et quOelles se montrent potentiellement tres efficaces pour altZrer les m
IOhypothese selon laquelle elles seraient adaptZes " la vie en condition oligotrophe a ZtZ testZe.
du profil mZtabolique de ces communautZs a rZvZIZ quOelles ne mZtabolisaient que peu de su
que ces derniers nOentra’naient quOune faible croissance des isolats, ceci Ztayant la these
adaptation aux environnements oligotrophes (Figure S4, BOX 2). Ces rZsultats sont en accor
ceux de Certigti al. (2004). Ces auteurs ont Zgalement mis en Zvidence que IQactivitZ mZtaboliqt
communautZs microbiennes colonisant les roches Ztait faible (10%) par rapport ~ celle mesurZ
les communautZs du sol. Par ailleurs, jOai comparZ les donnZes mZtaboliques obtenues au cot
these " celles obtenues prZcZdemment pour dOautres isolats bactZriens provenant du merr
expZrimental mais dOun environnement relativement plus riche : la mycorkizasp208Uroz
(Figures C et D ; BOX 2). Les isolats provenant de la minZralosphere se distinguent de ceux
mycorhizosphere de part leur faible potentiel mZtabolique et leur bifirgtdcoserdd est tres
peu mZtabolisZ par les isolats de la mycorhizosphere. Bien que dQautres expZriences sC
nZcessaires pour confirmer cette interprZtation, ils sont en accord avec le fait que les su
minZrales peuvent «tre considZrZes comme des environnements extremes carencZs en carbon
azote et oe les nutriments ne sont pas biodisponibles. Dans ce contexte, il nOest pas Ztonnant
telles communautZs puissent avoir un comportement opportuniste ce qui leur permet dOavoir
des nutriments organiques assez communs telsgjuedée en meme temps quOelles liberent les
nutriments inorganiques piZgZs dans les minZraux. Des parallsles pourraient tre faits en Ztab

les profils mZtaboliques de communautZs bactZriennes dZj” dZcrites pour des environne
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extremes tels que le dZsert Arctique, les roches volcaniques ou encore les gladie20@orin
Frey et al., 2010 ; Herrera et al., 2008).

Conclusion

Le travail prZsentZ dans ce premier chapitre a permis de gZnZrer trois rZsultats majeurs. JOe
) que les communautZs bactZriennes colonisant la surface des minZraux ZtaigernresposZs de
bactZriens spZcifiques et connus pour leur capacitZ ~ altZrer les mindragye ces
communautZs Ztaient spZcifiquedagiZes ~ un environnement minZral pauvre de part leur fort
potentiel dOaltZration et leur comportement oligotrophe ; iii) quOil earsZitiomepositive et
significative entre le taux dOaltZration des minZraux et IOabondance de sZquences 16S prZsent
une forte homologie avec des souches bactZriennes ayant un fort potentiel dOBdtZsateEs
rZsultats confirment le concept de minZralosphere. NZanmoins, nous ignorons encore les moteu
structuration de ces communautZs bactZriennes. Sont-elles I" parce que |QaltZration minZrale
par des facteurs abiotiques (lessivage, pH, Zrosion) et biotiques (action de la litiere, des racin
arbres, des exsudats racinaires) libere les cations dont elles se nourrissent ? LOaltZration, do
sont vraisemblablement responsables, est-elle le rZsultat secondaire dOune autre activitZ mZta
Est-ce une capacitZ dZveloppZe spZcialement afin de pouvoir prZlever les nutriments inorge
prZsents dans les minZraux ? Une des fasons de rZpondre " ces questions serait dOZtudier IOin
cations nutritifs sur ces communautZs bactZriennes. Dans la deuxisme partie de ma these, un ap
minZral en poudre, la dolomie, a ZtZ rZalisZ afin dOZtudier IOimpact de la biodisponibilitZ des
qui sont habituellement piZgZs dans les minZraux, sur la structure taxonomique et fonctionne

communautZs bactZriennes du sol.
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1. Introduction

Le chaulage est une pratique ancestrale couramment utilisZe en agriculture. Cette pratique c
en un apport calco-magnZsien ~ un sol afin dOen augmenter le pH et dOen compenser les car
calcium et en magnZsium dans le but dOamZliorer la croissance des plantes. Ce procZc
cependant tres peu utilisZ en sylviculture jusque dans les annZes 80s, car peu rentable et relati

cher.

Dans les annZes 80s, les scientifiques ont tirZ la sonnette dOalarme afin de prZvenir cc
jaunissement et la dZfoliation dOune grande partie des forsts nord europZennes. Les for
RZpublique Tcheque furent les premisres ~ montrer ces signes de dZpZrissement. Les causes
phZnomene furent tout dOabord attribuZes aux pluies acides provoquZes par la production
rZsultant dOune forte industrialisation (Bonneau, 2007 ; Nys, 1989). Lorsque les sympt™
propagerent ~ des zones oe les quantitZs,d&a8t deux fois moins ZlevZes, comme dans les
Vogies, les scientifiques mirent en cause la sZcheresse de 1976. Cependant, IOZcart de pl
annZes entre le dZpZrissement observZ et la sZcheresse ne permettait pas dOZtablir une
concluante entre ces deux phZnomenes (LZvy et Becker, 1987). Une Ztude de Zsttl et Mies
dZmontra alors une carence en magnZsium chez des ZpicZas mourants de la forst noire, suggZr
le dZpZrissement Ztait en fait dZ ~ une carence nutritive. La cause du dZpZrissement observZ fi
identifiZe comme Ztant une combinaison de ces trois facteurs. La sZcheresse aurait stof
minZralisation de IOhumus et donc la libZration de cations nutritifs. LOacidification des s
notamment "~ la nature de la roche mere, aurait ZtZ accentuZe par les pluies acides conduise
drainage/lessivage des nutriments disponibles dans ces sols, conduisant ainsi ~ des carences s
en cations nutritifs pour ces Zcosystemes forestiers.

Suite " IOidentification des causes du dZpZrissement observZ dans les annZes 80s, cOest-"-
acidification des sols et une carence en cations nutritifs essentiels, plusieurs traitements ont ZtZ
COest une pratique agricole ancienne qui a ZtZ retenue : le chaulage. COest dans ce contexte,
pratique ancestrale a ZtZ reconnue comme Ztant la solution pour restaurer la santZ et la n

minZrale des Zcosystemes forestiers.

LOamendement calco-magnZsien se fait le plus souvent par apport dOun minZral broyZ fin
dolomie [(CaMg(p et est directement appliquZ sur le sol ~ traiter. Cet apport en poudre dOi
roche assez soluble sur une litiere acide, permet une mise en disponibilitZ plus rapide des nutr

inorganiques piZgZs habituellement dans les minZraux silicatZs &Cofa9%®s Bakletral.,
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2000 ; Barrat al., 2005). Les effets du chaulage sur les sols forestiers sont maintenant connus et
diffZrents niveaux. Par exemple, au niveau des propriZtZs physico-chimiques du sol, le ch
augmente le pH, ceci conduisant ~ une plus grande capacitZ dOZchange cationiquet(CEC) (Kre
al., 1995). Plus la CEC augmente, plus le sol a la capacitZ dOZchanger et de fixer les cations
indispensables ~ la nutrition des plantes. Des analyses foliaires montrent, en effet, que la nutriti
arbres est meilleure en calcium et en magnZsium aprss un apport en calcairal(B&8e2em

De plus, IOamendement calco-magnZsien stimule |QactivitZ des lombrics ce qui contribue ~ une
structuration du sol (Schack-Kirchner & Hildebrand, 1998) amZliorant ainsi I0aZration des ¢
superficielles (Judatsal., 1997). Par ailleurs, une augmentation de la biomasse microbienne a .
observZe sur les sols ayant eu un amendement min&tb(N&&@7 ; Chagretral., 2001 ;
Kennedgt al., 2004). LOeffet dOun apport minZral sur les communautZs bactZriennes du sol a ¢
ZtudiZ. Ainsi on observe que la diversitZ bactZrienne dOun sol chaulZ se montre le plus souve
riche que celle provenant dOun sol non chauf &6rid@LP : Cliedtal., 2012), suggZrant que la
structure taxonomique des communautZs bactZriennes du sol est fonction de la disponibil
nutriments inorganiques et/ou du pH. Sur le plan fonctionnel, le constat est moins clair. Plusieurs
ont ainsi mis en Zvidence une augmentation des communautZs bactZriennes nitrifiantes da
parcelles chaulZes (Anderson, 1998 etGilhy 2003 ; Backmetnal., 2003). Au contraire, un
amendement en phosphate induit une diminution de IQactivitZ phosphatase acide microbienn
aucune consZquence sur leurs autres activitZs enzymatiques. Ces rZsultats illustrent que tou

fonctions associZes aux microorganismes ne sont pas affectZes de la meme manisre.

Dans les Zcosystemes forestiers pauvres en nutriments, une des communautZs bactZrienr
pourrait stre affectZe est celle des bactZries capables dOaltZrer les minZraux. Une rZcente
dZmontrZ quOapres un chaulage " long terme (30 ans) les communautZs bactZriennes dOun s
prZsentaient un potentiel dOaltZration plus efficace que celles provenant dOun set abn chaulZ ({
2011a). Selon les auteurs, ce phZnomene pourrait sOexpliquer par le fait quO” long terme, le ¢
induirait des dZficiences nutritives secondaires dans le sol ou tout du moins une diminution
concentration de certains ZIZments (Al, Mg ; Tyler and Olssone2801200i@). Ces carences
nutritives seraient en grande partie dues ~ IOaccZ|Zration de la physiologie de la plante. En effe
Ztant devenu subitement plus riche en nutriments, la plante en a prZlevZ de plus en plus dul
croissance, appauvrissant davantage le sol quOil ne IOZtait avant leetbhu@EIQ)r&ur le
long terme, le chaulage aurait pour consZquence un appauvrissement du sol en nutriments par
au sol non traitZ (phZnomene amplifiZ lors du prZlsvement des arbres et des rZmanents), ¢

induirait un enrichissement de bactZries prZsentant un potentiel dQaltZration efficace dans
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amendZ. Une autre Ztude a analysZ 10effet dOun amendement minZral, ~ court terme cette fois
capacitZ dOaltZration des communautZs bactZriennes dueschl(B204ma)l Ces auteurs ont
dZmontrZ, en testant la capacitZ dQaltZration dOun consortium de bactZries isolZes du sol,

communautZs Ztaient potentiellement plus altZrantes dans un sol chaulZ que dans un sol non ct

2. Objectifs

Les bactZries capables dOaltZrer les minZraux jouent un r™le important dans la nutrition de
en libZrant des nutriments essentiels tels que le calcium, le phosphore, le fer ou le magnZsium
des minZraux du sol (Bagkeal., 1997 ; Calvarwoal., 2006). Cependant, Ztant donnZ que
|OaltZration minZrale permet de libZrer les nutriments inorganiques constituant la structure cristz
minZraux, on peut se demander quel est IQimpact de la disponibilitZ de ces nutriments sur la
altZration des communautZs bactZriennes du sol et ce, notamment dans le cadre dOun amel
minZral tel que le chaulage. La seule Ztude rZalisZe sur ce sujet sOest intZressZe " [Oeffet dOu
" long terme (observation apres 30 ans) et a dZmontrZ que les communautZs bactZrienne du sol
Ztaient plus efficaces pour altZrer les minZraux que celles du sol norechapZD{UE)z Les
carences nutritives induites par le chaulage ~ long terme seraient responsables de cette structt

NZanmoins, cette hypothese reste " vZrifier.

LOZtude prZsentZe dans ce chapitre avait pour objectif de tester IOhypothese selon lag
disponibilitZ en nutriment influencerait la capacitZ dOaltZration des communautZs bactZriennes
leur structuration fonctionnelle. LOobjectif Ztant de travailler sur un dispositif de terrain et non
microcosmes, jOai analysZ I0impact dOun amendement rZalisZ depuis environ 4 ans sur l
taxonomique et fonctionnelle des communautZs bactZriennes du sol et de la rhizosphsre en cor

in sitydans une petite plantation de chene installZe ~ cet effet.

3. MZthodes employZes

A

Pour rZpondre ~ cet objectif, huit plants de cDeeesug petrgedogZs de quatre ans,

mycorhizZs p&cleroderma citrinatissus de la pZpinisre de IDINRA de Champenoux, on ZtZ plant;
en avril 2008 sur le site expZrimental de Breuil-Chenue (Morvan, 58) dans le cadre de la the
Christelle Collignon. La moitiZ dOentre eux a ZtZ amendZe par un apport de dolomie en
[CaMg(Cp]. La quantitZ de dolomie ~ apporter pour IOamendement a ZtZ calculZe " partir

analges dOune parcelle de rZfZrence (Mareschal, 2008) et en fonction des besoins thZoriques d
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Figure 3.1 : Utilisation des carottes de sol.

Apres prZlsvement, IOhorizon argadal (15cm) de chaque carotte a ZtZ triZ afin de sZparer le sol nu de
racines. Le sol nu a ensuite ZtZ utilisZ pour des tests enzymatiques (5g), des tests en microplaque Bl
(5g), des analyses de sol (15g) et pour la rZalisation dOune collection bactZrienne (5g). Les racines quai

ont ZtZ pesZes pour chaque Zchantillon avant dOstre utilisZes pour la collection bactZrienne.
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magnZsium et en calcium (selon le Dr. C. Nys, donnZes en cours de publication). Dans le cadre
these, jOai pris en charge IOorganisation de IOZchantillonnage ainsi que les analyses conne:
Zchantillons. Apres trois ans et demi, un carottage de sol a ZtZ rZalisZ au pied de chacun des
afin dOeffectuer des analyses de sol, des analyses enzymatiques via des microplaques Bl
Emplates et une collection bactZrienne dans le but dOZtudier i) IOimpact global de IOamendem
sur le potentiel fonctionnel microbien et ii) la structure taxonomique et fonctionnelle des commt
bactZriennes cultivables provenant du sol et de la rhizosphere et capables dOaltZrer les m
(Figure 3.1).

Le dZtail du traitement des Zchantillons et de la rZalisation de la collection bactZrienne est
dans le matZriel et mZthodes du manuscrit associZ. Pour chaque carotte de sol collectZe, les
ont ZtZ triZes et dZbarrassZes du sol non adhZrent pour ensuite stre utilisZes pour la rZalisatic
collection dOisolats bactZriens. Des analyses de sol, des tests en micropl&qopaRI©OEOG
unecollection bactZrienne ont ZtZ rZalisZes " partir du sol de chaque carotte (Figure 3.1). Les ar
de sol ont ZtZ faites par le Laboratoire dOanalyses des sols dOARRAS (62). Les tests en mic
BIOLOGEcoplates ont ZtZ effectuZs selon les instructions du fabricant ~ partir dOune suspens
sol (Protocole nj16). Enfin, une collection de 237 isolats bactZriens a ZtZ rZalisZe ~ partir
suspension de sol ou dOune suspension obtenue "~ partir des racines (protocole nj13). Au total,
ces isolats bactZriens ont ZtZ testZs pour leur capacitZ "~ solubiliser le phosphore inorganique
milieu gZlosZ, le TCP (Tri Calcium Phosphate). Ce milieu dOune couleur blanc laiteux et conte
phosphate tricalcique insolubdP[@)], a la particularitZ de devenir translucide en prZsence dOui
isolat bactZrien capable de solubiliser le phosphore inorganique. La mesure du halo translucid
formZ permet de dZterminer le potentiel dOaltZration des souches bactZriennes testZes. En plit
tests, une caractZrisation taxonomique par sZqueneage dOune partie variable du gene de la peti
unitZ ribosomique procaryotique (16S rRNA) a ZtZ rZalisZe et les sZquences obtenues o
dZposZes sur la base de donnZes GenBank (JX154208-JX154383).

Les donnZes gZnZrZes dans cette Ztude ont fait IOobjet dOanalyses statistiques. Les ane
variance (ANOVA) et les tests t de Student ont ZtZ effectuZs au seuil de 0,05 en utilisant le
SuperAnova (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA). La distribution des souches bactZrienr
fonction de leur origine (traitement et compartiment) a ZtZ testZe paf (p=tlesiS¥ia le
logiciel Statview (SAS Institute, Cary, NC). Les proportions obtenues dans cette Ztude ol

transformZes par la formule C arcsin(1/10)*Racine(%) E avant les analyses statistiques.
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4. Synthese des rZsultats

Cette Ztude est, ~ ma connaissaneeges premieres ~ analyser IOimpact dOun amendement
minZral ~ cours terme sur les communautZs microbiennes des sols forestiers et notamment sur
la structure taxonomique et fonctionnelle des communautZs bactZriennes cultivables capables
dOaltZrer les minZraux. Au niveau des caractZristiques du sol, les analyses ont montrZ
augmentation significative du pH et des taux de calcium et de magnZsium des sols su
IOamendement minZral. Ces analyses ont par ailleurs rZvZIZ quOaucune autre caractZristique
mesurZe nOavait ZtZ modifiZe, dZmontrant leienmguifications observZes rZsultaient

uniqguement de IOamendement minZral rZalisZ.

Les analyses enzymatiques rZalisZes en microplaquésEBplates, nOont montrZ aucune
diffZence dans le profil mZtaboligue des communautZs microbiennesxdestZsgisur
|Oasparagine, un acide aminZ connu pour stre notamment retrouvZ dans les exsudats$ racinaires
al., 2007). Les communautZs microbiennes des sols amendZs semblent mZtaboliser davante
acide aminZ suggZrant que les plantes IOexsudent plus que dans les parcelles amendZes. Ce
peut sOexpliquer par le fait que les plantes Ztant en condition non-limitante, assimilent plus de ni
et en consZquence, exsudent davantage de dZchets, ce qui se traduit par une augmentation
croissance (Burke et Raynal, 1998 ; Rasiierg006 ; Saarsatal., 2011).

LOanalyse de la capacitZ des isolats bactZriens ~ solubiliser le phosphore inogganique mon
les communautZs bactZriennes du sol amendZ ont un potentiel dOaltZration plus faible que celle
provenant des parcelles amendZes, suggZrant que la fonction altZration de ces bactZries serai
influencZe par la disponibilitZ en nutriments inorgani@iessidZrant IQorigine Zcologique des
souches, la rhizosphere se caractZrise par des souches bactZriennes ayant un potentiel dOal
plus ZlevZ que celles provenant du sol environnant. Ce rZsultat diamsidkeetiqnede
communautZs bactZriennes altZrantes par la rhizogpbyneal and Berthelin, 1991 ; Calearuso
al., 2007 ; Collignenh al., 2011 ; Puerde al., 2004¢st Zgalement vrai chez des arbres
relativement jeunes. LOeffet sZlectif imposZ par la racine semble nZanmoins plus importar
IOamendement minZral, car aucune diffZrence significative nOa ZtZ observZe entre
rhizosphZrique amendZ et non-amendZ. Dans les deux traitements, IOhabitat rhizosphZri
singularise pane plus forte proportion de bactZries appartenant au BerideolderiadZj”

connu pour sa capacitZ " altZrer les minZf@akaruset al. 2007 ; Uretzal., 2007). Au niveau
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taxonomique, aucune diffZrence notable nOa ZtZ observZe dans la structure taxonomiq

communautZs bactZriennes provenant du traitement amendZ ou non amendZ.

Les rZsultats de cette Ztude permettent donc non seulement de corroborer dOautres obse
mais Zgalement de confil@terpothese selon laquelle la capacitZ dOaltZration des communautZs
bactZriennes des sols forestiers est influencZe par la disponibilitZ en nutriments suggZrant un

possible r™le de cette fonction dans IOassimilation des cations nutritifs.

80






CHAPITRE 3MPACT DE LA BIODISPONIBILITf DES NUTRIMENTS INORGANIQUES SUR LA STRUCTURE TAXONOMIQUE ET FONCTION
DES BACTfRIES DU SOL ET DE LA RHIZOSWRNAIEILATIONONE PLANTATION PAR AMENDEMENTGAGEIPSIEN

5. Article : A short-term mineral amendment impacts the mineral weathering bacterial

communities in an acidic forest soil.

C., Lepleux, S., Uroz, C., Collignon, J-L., Churin, M-P., Turpault and P. Frey-Klett
Soumis daroil Biology and Biochemistry

RZsumZ

LOamendement minZral est une pratique utilisZe en sylviculture pour augmenter la biodisponi
nutriment et amZliorer la fertilitZ du sol et ce, notamment dans les Zcosystemes forestiers pau\
nutriments. Cependant, si on sait que ce type dOamendement engendre des modifications au ni
caractZristiques du sol et accZlere la croissance des arbres, son impact sur les commun
bactZriennes ayant la capacitZ dOaltZrer est encore inconnu. Dans cette Ztude, IOimpact ~ co
dOun amendement minZral sur la structure taxonomique et fonctionnelle des communautZs baci
altZrantes du sol a ZtZ ZtudiZ. Pour ce faire, deQuéraies fetrdeiogZs de quatre ans ont ZtZ
plantZs avec un apport en dolomie [CaMlg(C@on, sur le site expZrimental de Breuil Chenue
caractZrisZ par un sol acide et pauvre en Ca et Mg biodisponibles. Trois ans et demi
|IOamendement, des Zchantillons de sol ont ZtZ prZlevZs pour rZaliser une collection bactZrier
des analyses de sol et Zvaluer le potentiel mZtabolique des communautZs microbiennes du sol
base dOun biotesinevitrgpermettant de quantifier la solubilisation du phosphore inorganique, noi
avons pu dZmontrer que les communautZs bactZriennes du sol non-amendZ prZsentaient un
dOaltZration supZrieur " celles provenant du sol amendZ. Aucune diffZrence nOa cependant ZtZ
concernant la structure fonctionnelle des communautZs bactZriennes provenant de la rhizo:
amendZe et non amendZe. Les analyses taxonomiques ont rZvZIZ une dominance dQisolats b
appartenant au geferkholdetidous ces rZsultats suggerent que la biodisponibilitZ des cations
nutritifs dans le sol impacte la distribution et le potentiel dOaltZration des communautZs bact:

provenant du sol contrairement ~ celles provenant de la rhizosphere.
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Abstract

Mineral amendment (i.e. calcium, phosphorous, potassium and /or magnesium) is a managt
practice used in forestry to improve nutrient availability and recover soil fertility, especially in nt
poor forest ecosystems. However, if this amendment leads to modifications of the soil characte
and an improvement of the tree growth, its impact on the soil bacterial communities and especit
mineral weathering bacterial communities remains unknown. In this study, we investigated the
term impact of a mineral amendment on the taxonomic and functional structure of the mi
weathering bacterial communities. To do this, a plantation of four-year old oak (Qtessus petraes
amended or not with dolomie [Cai(&3 established in the experimental forest site of Breuil-
Chenue, which is characterized by an acidic soil and a poor Ca and Mg availability. Three year
amendment, soil samples were used to perform bacterial collections as well as to determine tt
characteristics and the metabolic potentials of the soil microbial communities. Based on a bioas
guantifying the solubilisation of inorganic phosphorous, we demonstrated that the bacterial is
coming from the non-amended bulk soil were significantly more efficient than those of the am
treatment. No difference was observed between the bacterial isolates coming from the amende
non-amended rhizosphere. Notably, the taxonomic analyses revealed a dominance of bacterial i
belonging to th&urkholderigenus. Taken together, our results suggest that the bioavailability o
nutritive cations into the soil impacts the distribution and the efficacy mineral weathering ba

communities coming from the soil but not those coming from the rhizosphere.
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1. Introduction

In nutrient-poor environments such as temperate forest ecosystems developed on acidic soil
inorganic nutrients are poorly accessible to the tree roots. Moreover, in forestry, the wood expc
leads to a loss of the nutrients, which are not recycled during the organic matter degradation pr
and consequently to potential nutritive deficiencies. The availability of nutritive cations is therefort
factor for the long-lasting functioning of these ecosystems. Aside from the contribution of atmos
deposits and recycling of chemical elements contained into the falling leaves and dead root:
minerals constitute the main reservoir of nutritive cations in these acidic temperate forest ecos)
(Likens et al, 1977 ; Ranger and Turpault, 1999). However due to the relatively acidic soil conditi
the weatherable soil minerals have been dissolved and the remaining soil minerals (ie quartz,
feldspars) are poorly weatherable making the nutritive cations entrapped in their crystal struct.
easily accessible to the tree roots. Consequently, the release of these nutritive cations by m
weathering processes is crucial. Aside from the purely abiotic factors involved in the mineral wea
process, it is now established that soil microorganisms, and particularly bacteria, contribute
release of inorganic nutrients from minerals and therefore affect ion cycling and planétutrition (B¢
al., 1997 ; Calvaretal, 2006 ; Gadd, 2007; \étc, 2009a).

The ability to weather minerals has been demonstrated for a large range of bacterial strain:
particularly those coming from the rhizosphere of tree species from temperate forests (Leyve
Berthelin, 1991 ; Calvaetsal, 2006, 2010 ; Ureizal, 2007). Among these mineral weathering
bacterial isolates, strains belongBwgykbolderiandCollimonagenera appeared to be the most
efficient (Leveatial, 2010; Urcat al., 2007; 2009b, Collighafh 2011). In this context and due to
the absence of currently identified marker genes of the mineral-weathering function, these two bi
genera and more especially their relative abundance in the soil bacterial community have
proposed as bioindicators of mineral weathering potential of the forest soil bacterial communities
et al., 2011a). However, the relative efficacy of the mineral weathering bacteria can be influenced
nutrient bioavailability or by the tree species (Cetlvaliu006, 2010). Using a microscosm
experiment, Calvares@al(2006) demonstrated that in the presence of biotite, the mineral weatherir
strainBurkholderia glati®L1(12) can significantly improve the growth of Scot pine in nutrient-po
conditions by increasing the amount of potassium and magnesium released from the mineral, bu
nutrient-rich conditions. Moreover, trees can also impact the distribution and the efficacy of the r
weathering bacteria. Indeed, Cahatras(2010) revealed that the rhizosphere of oak and beech
trees was enriched in efficient mineral weathering bacterial communities compared to the surro

bulk soil. Notably, such enrichment was not observed in the spruce rhizosple¢ia (Zvaruso

| $
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explained this absence of functional structuration of the mineral weathering bacterial communit
the ability of the spruce trees to produce massive amount of protons in the soil contrary to the o
beech trees.

As said above, nutrient bioavailability remains a central point for soil fertility and the long-l:
functioning of forest ecosystems. In forestry practices, wood exportation leads to a loss of nut
which are not recycled during the organic matter degradation process and consequently to pc
nutritive deficiencies. To correct these deficiencies and restore soil fertility, mineral amendmel
been widely applied in the past twenty years in managed European forests to restore forest healt
practice is based on the addition of inorganic nutrients, such as calcium, magnesium ai
phosphorous. However, these amendments aside from the soil modifications they induce, such
increase of the bioavailability of inorganic nutrients and of the pH, alter also the structure of tt
bacterial communities as well as their functional diversist ¢brid204,1 ; Gray al., 2003 ;
Backmaret al, 2003 ; Maschnet al, 2003 ; Gomez al. 2006). Such modifications can be
observed at short term, few months to few years after the soil amendment, but also at long tern
after decades. Backnedral, (2003), demonstrated by using a combination of SSCP and DGGE
analyses that mineral amendment induced growth of ammonia-oxidising bacteria 6 years af
application. Using a cultivation-dependent appro&thal Ui2211b) demonstrated that a mineral
amendment induced an enrichment of efficient soil mineral weathering bacterial isolates even a
years. Altogether these data suggest that the bacterial communities can adapt to the modificati
their environment, such as the nutrient availability.

The objective of the present study was to monitor the impact of a mineral amendment ot
taxonomical structure and the functional abilities of the forest soil bacterial communities based
hypothesis that the increased availability of nutritive cations in the amended soil should alte
frequency and the efficacy of the mineral weathering bacterial communities. To do this, we se
small-scale oaQyercus petrgeplantation. Four-year old trees were planted in 2008 in the forest
experimental site of Breuil-Chenue (France), and amended or not with dolaftee §xGEar
period, a cultivation-dependent approach was applied in order to determine the short-term impact
mineral amendment on the structure of the mineral weathering bacterial communities colonizing 1
rhizosphere and the surrounding bulk soil. This approach was chosen due to the absence of cL
identified bacterial marker genes of the mineral weathering functions. A total of 237 bacterial
were isolated from the rhizosphere and the surrounding bulk soil under amended and non-am
conditions. The mineral weathering ability of each bacterial isolate was deteriingitiousing an
assay testing their efficacy to solubilise inorganic phosphoroust(Bke3OREtt The bacterial

isolates were genotypically characterized by amplifying and sequencing a portion of the 16S rRN.
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sequence. The same soil samples were also used to perform soil analyses and to determine the

of the mineral amendment on the metabolic potentials of the soil microbial communities.

2. Materials and Methods
2.1. Study site

The Breuil Chenue experimental site is located in the Morvan (47;180N, 4i50E: France), on a
with an altitude of 630 m. The soil is an Alocrisol, developed on the OPierre qui VireO granite. -
soil is sandy-loam textured (60% sands and < 20% clays) and acidic (pH catdl(R&réxchal
In april 2008, one plot of 24@8x12m) was deforested and weeded to replant four-year old oak
(Quercus petrgdeees (n=8)he soil of half of these trees was amended with dolomie)fCaMg(CO
in order to test the impact of a short-term amendment on the soil characteristics and on the soil b.
communities. Mineral amendment was calculated according tetNar¢2088) to supply the
trees with magnesium and calcium. For each oak tree, a pit of 80x80x80cm was buried. The sc
amended with 120g of dolomie (Cadg(inogenously mixed with the soil. The amendment was
done with respect to the soil horizons. The soil of the non-amended trees was mixed similarly in ¢
have the same experimental disturbances. After a three years and half period, soil samples
collected prior microbiological, enzymatic and soil analyses. For enzymatic and soil analyses, tf
soil samples were sieved (2 mm mesh) and homogenized. Soil analyses were performed by the

Soil Analyses Laboratory of Arras (France).

2.2. Soil Sampling and collection of bacterial strains

Soil and rhizosphere samples were collected in october 2011. One soil core (10 cm diameter,
depth) was sampled at ca. 30 cm of the trunk of each oak tree. Only the horizon 5-15¢cm was ut
all this study. For each soil core, the loosely adhering soil was removed and roots were cut of
roughly three roots per sample. Five grams of non-adhering bulk soil from each tree were collecte
bacterial strains were isolated from the two compartments as follows: (1) Bulk soil, 5 g of fresh b
was suspended in 10ml sterile mQ water and vortexed two times for 1 minute. The rest
suspensions were called OLSO and ONLSO for amended and non-amended bulk soil, respec
Rhizosphere soil, about three fresh roots were suspended in 5ml sterile mQ water and vortexe
times for 1 minute. The resulting suspensions were called OLRO and ONLRO for amended
amended rhizosphere, respectively. A volume of 0.3 ml of these suspensions was sampled anc
10 fold dilutions were spread onto a 10% tryptic soy agar (TSA) medium (Tryptic soil broth from
3g.1t and agar, 158.1 Plates were incubated at 25;C for 7 days. The bacterial isolates were purifi

by three successive platings on 10% TSA. A total of 237 bacterial strains were isolated with ¢
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bacterial strains per tree and 15 isolates per treatment and compartment: 60 LS isolates, 5¢
isolates, 59 LR isolates and 59 NLR isolates. All the bacterial isolates used in this study

cryopreserved at -80jC in 25% glycerol and then cultivated on 10% TSA.

2.3. Inorganic phosphorus solubilisation assay

The ability of bacterial isolates to solubilise tricalcium orthophosphate was assessed followir
modified protocol of Frey-&iedt.(2005). This test was commonly used to evaluated the mineral
weathering potential of bacterial strains (Calvalus@007 ; Uret al., 2009). The bacterial
isolates were grown in Luria Bertani liquid media at 25;C for 48h. The bacteria were then collectt
suspended in 2ml sterile water to obtain a suspé€nrsiaw &8 (ca. 2cells mb). Three
microliters of this suspension were then dropped three times in a plate with 15 ml of trica
phosphate (TCP) medium containing gB@)&dg glucose, 0.1g MgS®D1g NaCl and 0.5g
NHCI per liter. After 11 days of incubation at 25jC, the diameter of colonies and the diameter «
discoloration zone were measured to appreciate the ability of each bacterial isolates to solt
inorganic phosphorus. The relative efficacy to solubilise inorganievphaspbaatsd in relation
to the control str&uarkholderia glatRdL1(12) (Calvares@l., 2006) included in the tests and for

which the efficiency is considered as 100%.

2.4. PCR amplification of the 16S rRNA gene from the bacterial isolates

The 16S rRNA gene amplification was performed using the universal set of primers pA
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) and 907r (5-CCGTCAATTCMTTTGAGTT 8Bl (Edwards
1989 ; Lane, 1991). Polymerase chain reactions were performed in a total reactioh volume of
containing 1x PCR Mastermix (EppendoriM)pfirers and!llof cell extract. Cell extract was
prepared by adding colonies of each isolatt td 4@0ile water. The following temperature cycle
was used: an initial denaturation step of 5 min at 95;C followed by 30 cycles of 1 min denatura
95;C, 1 min annealing at 53;C and 1 min 30 s extension at 72jC, and a final extension step of 1
at 72iC. PCR products were purified and concentrated using the microtiter plate PCR puirific

system (Millipore). PCR controls with no template or extraction controls as a template were negat

2.5. Phylogenetic analyses

The partial 16S rDNA gene sequences of the bacterial isolates were aligned with previously des
16S rDNA gene sequences af-8;proteobacteria, Bacteroidetes and Gram positive bacteria
(Firmicute and Actinobacteria) using Clustal X (version 1.8) €Tladni@83t). Phylogenetic
algorithms were obtained and tree design (DNA-DIST, NEIGHBOR, and SEQBOOT) was perf
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using the PHYLIP package (version 3.69; J. Felsenstein, University of Washington, Se
[http://evolution.genetics.Washington.edu/phylip.html]). A bootstrap analysis was based on

replicates.

2.6. Metabolic assay

The metabolic potential of the soil microbial communities was investigated in order to analys
impact of the mineral amendment on their metabolic activities. To do this, Ecoplate microplate
BIOLOG were used. Briefly, five grams of soil from each soil sample were shaken overnight in 4
sterile water on an orbital shaker at 25;C. Hundred and fifty microligitstiohaol@ach soll
sample was then used to inoculate the microplates. The plates were incubated at 25;C, and «
development was measured at 595 nm with a microplate reader (Bio-Rad model 550) after a

incubation period.

2.7. Statistical analyses

The effect of mineral amendment on the ability of the bacterial isolates to solubilise inort
phosphorus was determined by analyses of variance (ANOVA) at a threshold level of 0.05 and
Student t test using the SuperAnova software (Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA). Three clas
bacterial isolates were done differing in their relative efficacy to solubilse inorganic phosphorus:
30-60% and <60%. The proportion of bacterial isolates per classes was compared betwee
compartments and treatments, u&#rtgs [p=0.05) with the Statview software (SAS Institute, Cary,
NC). The distribution of the bacterial isolates differing in their taxonomic belonging was also con
between the compartments and the treatmengaugsig(p=0.05). An arcsin transformation of the
percentage values and a logarithm transformation of vhkiefuused in this study were applied
before statistical analyses. In all the study, the term OoriginO of the bacterial strains refers

compartment and treatment origin (LR, LS, NLS or NLR).
2.8. Accession numbers

The sequences of the bacterial isolates have been deposited in the GenBank database
accession numbers JX154208-JX154383.

3. Results

3.1 Soil analyses



Table 1: @l characteristics in the non-amended and in the amended plots.

Treatmen{  pH Total Organic € TotalN | PG5 CIN CEc | ca | Mg | | K | EA
g-kdt cmot.kg?
Non 4.5+ 0.03 245+1.6 1.31 £ 0.08.01 £ 0.00 18.8 £ 0.2 3.60£0.14 0.06+ 0.01| 0.05a + 0.05 3.60 £ 0.14 0.09 + 0.01 3.73 £ 0.1¢
amended
Amended 4.8+0.1 24.03 £ 3.41 1.24 + 0.0701 £ 0.00 18.8 £ 0.2 3.62 + 0.40 0.38+ 0.11| 0.15b + 0.04 3.01 + 0.40 0.09 + 0.01 3.16 *+ 0.4(

abMeans are significantly different according to a one factor (t@¥#nant) AStudent-Fischer test at thpeh6kl (=0.04 ; = 0.0124pvg=

0.0154).

1 PGs : assimilable phosphorous

2 CEC : Cationic exchange capacity
3Ca, Mg, Al, and K exchangeable

4 EA : Exchangeable acidity
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Soil analyses revealed significant differences between amended and non-amended treatment
due to the dolomie supply, as stated by the significant higher concentrations of exchangeable (
Mg measured in the amended soils samples (one-factor ANOVA (trpatidrit)aedtd.015 for
Ca and Mg respectively]) (Table 1). Moreover, the amended soils were significantly less acidic tf
non-amended soils=0.04). The mineral amendment modestly increased the soil pH withol
modification of the Cationic Exchange Capacity (CEC) neither the carbon nor nitrogen contents. I

the other soil characteristics measured in this study were modified by the dolomie supply.

3.2. Metabolic assay

Metabolic assays performed on the soil replicates revealed significant differences betweel
amended and non-amended conditions (data not shown). Among the 31 carbon sources presen
Ecoplates, 10 were not metabolized whatever the conditions. Detailed analyses revealed thi
microbial communities from the amended and non-amended treatments displayed very s
metabolic potentials, except that L-asparagin was significantly more metabolized in the ame

treatment according to a one factor (substrate) AN &Rt ((ata not shown).

3.4. Quantification of the culturable bacterial communities

Total culturable bacterial communities were recovered on 10% TSA plates from the bulk so
rhizosphere compartments in amended and non-amended treatments, at densities ranging from -
(non-amended soil), 1.5¢dfended soil), 3. 2x{tdbn-amended rhizosphere) to & (@xiénded
rhizosphere) cfd(@ry weight) soil. According to a one factor (origin) ANOVA test, performed on-
logotransformed data, the bacterial densities appeared significantly higher in the rhizosphere, wh
the treatment, than in the non-amendpdG044). Notably, the density measured in the amended

soil was not significantly different from the other compartments whatever the treatment considere:

3.5. Relationship between phosphorus solubilisation ability of bacterial isolates and mineral amen

A subsample of 176 randomly selected isolates (44 LS, 49 LR, 38 NLS and 45 NLR) t
representative of the soil bacterial communities living in each soil compartment considered was
for their ability to solubilise inorganic phosphorus. Whatever the treatment, the bacterial isc
collected in rhizosphere compartments were significantly more efficient to solubilise inor
phosphorus than those from the surrounding bulk soil, according to a one factor (origin) ANOV
(p<0.0001). Moreover, according to the same ANOVA test, bacterial isolates collected from thi
amended soil compartment were more efficient than those from the amended soil compartment |

1). Analysis of the distribution of the bacterial isolates according to their efficacy to solubilise inc

! )



!
Figure 1. Relative efficacy of the bacterial isolates to solubilise inorganic phosphorus.

The relative efficacy to solubilise inorganic phessheryzressed as a percentage of the reference strain
Burkholderia glati®L1(12) for which the efficacy to solubilise phosphorous is considered as 100%. B:
associated with the same letter are not significantly different according to a one factor (origin) ANOV.
(p<0.0001). The pie chart represents the distribution of the 176 bacterial isolates belonging to three dif
classes of inorganic phosphorus solubilisation efficacy: Black, >60%; Grey, 30% to 60% ; White, 0% to 30
frequency of efficient phosphorus solubilising bacteria was higher in rhizosphere compartments comparec
bulk soil compartment according.ttest p<0.0001). On the other hand, there was more efficient isolates to
solubilise phosphorous in the non-amended soil than in the amended one, bctestifg0081).

(NLS : non amended soil, NLR: non-amended rhizosphere, LS: amended soil, LR: amended rhizosphere).



Figure 2: Phylogenetic tree of Gram-positive and Bacteroidetes badlerghbour-joining tree showing the
phylogentic relationships of the Gram-positive bacterial isolates recovered from the soil and the oaks rhizosph
amended and non-amended plots. The tree was based on PCR sequencing of a portion of the 16S rDNA seque
bootstrap analysis was performed with 100 repetitions, and only values greater than 80 are indicated at the node
bacterial isolates used in this study were designated by their ecologial amgimded soil ; NLS : non-amended

soil ; LR : amended rhizosphere ; NLR : non-amended rhizosphere).



Figure 3 Phylogenetic tree of Gram-negative bactBieighbour-joining tree showing the phylogentic relationships of

the Gram-negative bacterial isolates recovered from the soil and the oaks rhizosphere of amended and non-amende
The tree was based on PCR sequencing of a portion of the 16S rDNA sequence. A bootstrap analysis was perform
100 repetitions, and only values greater than 80 are indicated at the nodes. The bacterial isolates used in this stuc
designated by their ecological originsamended soil ; NLS : non-amended soil ; LR : amended rhizosphere ; NLR : nor

amended rhizosphere).
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phosphorus revealed that the frequency of the most efficient bacterial isolates was significantly hi
the rhizosphere compartment compared to the soil, acc&danglysigp&0.0001) (Figure 1).
Similarly, significantly more efficient bacterial isolates were observed in the non-amended soil cot
to the amended op&.0001) (Figure 1).

3.6. Origin of bacterial isolates and their taxonomical affiliation

The different bacterial isolates were assigned to the Alpha-, Beta-, Gamma-proteobaci
Bacteroidetes and Gram-positive (Actinobacteria, Firmicutes) lineages on the basis of their 16S
gene sequence (ca. 400bp). These 16S rRNA gene sequences exhibited high similarity (95 to
with sequences of environmental bacteria belonging to Aréhgeyeerter, Bacillus, Burkholderia,
Collimonas, Dyella, Herbaspirillum, Leifsonia, Mesorhizobium, Microbacterium, Mycobacte
Pseudomonas, Rhodanobacter, Rhodococcus, Sphingobacteriaceae, Sphinganmtbnadaceae
VariovoraxFigure 2 and 3). Among these géheidiolderizvas characterized by the higher
proportion of bacterial isolates obtained in thidestadyzobiumere only found in the bulk soll
compartment abgellaonly in the amended bulk soil (Table 2). The comparison of the diversity of t
two compartments showed a significant enrichment of bacterial isolates b&loridialgi¢oidhe
andArthrobacter genera and a decreasd’atttibacilligenus in the rhizosphere compared to the
surrounding bulk soil, according&baaalysisp<0.0001). There was no significant difference
between the taxonomical structure of the amended and non-amended samples,&ktcording to
analysigpE0.89).

3.7. Inorganic phosphorus solubilisation and taxonomic affiliation of the bacterial communities
The analysis of the ability to solubilise inorganic phosphorus measured for each bacterial ¢
containing a minimum of three strains showed that strains bel&®tsgnddmtmgBurkholderia
andCollimonagenera were significantly more efficient to solubilise inorganic phosphorous than
other generg%0.001) (Figure 4). However, according to a one factor (origin) ANOVA test,
differences were noticed in the efficacy of isolates belor@imgholdeestrains whatever their
origing=0.56) (Figure 5).

4. Discussion

We hypothesized that nutrient availability in soils impacts the distribution and the efficacy ¢
mineral weathering bacterial communities. To test this hypothesis, we settled an experiment:
plantation in a nutrient-poor acidic forest where we performed a relative short-term dolomie amen

We analysed the soil characteristics as well as the taxonomic belonging and the phosphe

| *



Table 2 : Taxonomic distribution of bacterial isolates according to theirTbegpartial 16S
rDNA gene sequences of the bacterial isolates were identified with the BLAST software of N(
significant enrichmenBofkholderiandArthrobacter genera and a decrease Rdethibacillus
genus in the rhizosphere compared to the surrounding bulk soil were observed,! dtcording to
analysisp<0.0001). No signicant differences was found in the taxonomical structure in the amend

non-amended treatments accordihg"emalysepE0.89).

Genus LS NLS LR NLR
Arthrobacter 3 3 0 7
Bacillus 12 1 1 2

Burkholderia 7 9 27 22

Collimonas 2 2 3 4
Dyella 3 0 1 0
Herbaspirillum 0 0 1 0
Leifsonia 2 2 0 0
Mesorhizobium 2 0 0 1
Microbacterium 1 1 0 1
Mycobacterium 0 1 0 0
Paenibacillus 11 9 3 3
Pseudomonas 1 1 2 1
Rhodanobacter 0 2 1 1
Rhodococcus 0 0 1 0
Sphingobacteriaceae 0 0 1 0
Sphingomondaceae 0 1 0 0
Streptomyces 0 0 2 1
Variovorax 0 6 6 2




Figure 4 Relationship between the relative efficacy to solubilise inorganic phosphorus and the genus
belonging of the bacterial strairs total of 176 bacterial isolates were identified based on their 16s rDNA
sequence and tested for their ability to solubilise inorganic phosphorus. Bars represent the meant amc
inorganic phosphorus solubilised and expressed as a percentage of the ré8er&holdstiaiglathei
PML1(12) for which the efficacy to solubilise phosphorous is considered as 100%. The number of ba
strains isolated per genus is presented between brackets. For the genera with a minimum of three ba
strains identified, one factor (genus) ANOVA test was petf@@i¢dBars associated with the same letters

were not significantly different.



Figure 5 : Comparison of the phosphorous solubilisation efficacy of isolates belonging to the
Burkholderiagenus in function of their origiBars represented the meant amount of inorganic phosphorus
solubilised expressed as a percentage of the referewkstodderia glatiilL1(12) for which the
efficacy to solubilise phosphorous is considered as 100%. The number of bacterial strains isolated for eac
was presented between brackets. One factor (origin) ANOVA test was@&BhrBaic @ssociated with

the same letters were not significantly different. (NLS : non amended soil, NLR: non-amended rhizosph

amended soil, LR: amened rhizosphere).
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solubilisation potential of the 176 bacterial strains we isolated from the bulk soil and the oak rhizo
of amended or non-amended treatments.

The dolomie supply modified the expected soil characteristics only, such as the pH and the ci
and magnesium contents. This allows us to claim that the modifications of the functional &
taxonomical structure of the bacterial communities highlighted in the present study resulted frc
dolomie supply. Such effects on soil pH and Ca and Mg contents have already been observed
dolomie supply in nutrient-poor soils (Kreutzer, 1995 etRbsI#Q6 ; Saarsadmal., 2011).
Moreover, the increase of soil pH and Ca and Mg contents improve the base saturation, increas
this way nutrient availability (Kreutzer, 1995 ;dRa4(2806).

Previous studies have already reported a shift in the functional structure of microbial commt
due to the direct effect of mineral amendmen&a(Kz004 ; Rangel-Cagtr@l. 2005 ; Kennedy
et al, 2004 ; Backman al, 2003), but very few have monitored the mineral weathering bacterie
communities. In the present study we show for the first time that three years after a dolomie supj
proportion of efficient mineral weathering bacterial isolates is significantly higher in the non-am
forest soil than in the amended one. Previous field experiments have revealed that applicati
mineral amendment modified the microbial actetigl.(R@04 ; Kenneelyal. 2004 ; Neakd al,

1997) suggesting a modification in the functional structure of microbial communities. Inc
experiments showed that a dolomie supply increased the proportion of ammonia-oxidizing bact
grassland (Gray al. 2003) or acidic forest soil (Baoki&n2003). In the same way, Rangel-
Castroet al. (2005) observed an increase in the bacterial communities able to metabolized
exudates in an upland soil after a dolomie supply.

Data from the literature suggest that the impact of a mineral amendment on the functional str
of the soil bacterial communities can evolve along time. Indeed, using a DGGEematthod Carno
(2002) observed that the increase in the nitrification response after 18 months of a dolomie supg
not related to a detectable shift in the ammonia-oxidizers community but to an increase o
nitrification activity. In contrast, using SSCP and DGGE analyses, 882803 mrevealed an
increase of the density and the genetic diversity in the ammonia-oxidizing bacterial community €
after a dolomie supply. In the present study we showed that three-year after the dolomie supp
amended soil plots harboured less efficient mineral weathering bacterial isolates than the non-an
ones. These results contrast with those ef Blto@2011) who highlighted that 30 years after a
CaC@P.Gs-KO supply in a nutrient-poor forest ecosystem, the mineral weathering bacterial isol:
sampled in the amended soil plots were more efficient and more abundant than those sampled
non-amended ones. The apparent discrepancy between these two studies supports the time varii

the mineral amendment effect mentioned above. Important nutritive cafioandNghvasri

! ll+
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proved to decrease in the soil after a mineral amendment (Tyler and Olsson, 2001). Moreowvt
analyses and tree growth measurements have revealed that, on the long term, mineral amen
induced secondary deficiencies, due to an intensification of the nutrient uptake bgtthé,trees (Uro:
2011b ; Elhaet al, 2005). Consequently, ©tad.(2011) explained the distribution of the mineral
weathering bacterial communities they observed by a decrease of the nutrient bioavailability
forest soil, which was indirectly induced by the promoted tree growth along the past 30 years sir
mineral supply. The dolomie effect observed in the present study is in contrast directly linked
mineral amendment: the proportion of efficient mineral weathering bacterial isolates is higher in tt
amended plots ie in the nutrient-poor environment.

Interestingly, bacterial strains belonging to the Bgekieokleriand Collimonasvere
characterized by their efficacy to weather minerals. Such a result supports previousestudies (Lev
al., 2010; Uret al, 2007; 2009b, Colligabal, 2011) and reinforces the status of these genera as
bioindicators of the mineral weathering potential of forest soil bacterial conetnainit&ex (ldjoz
Aside from this functional structuration, no taxonomic modification of the structure of the ba
communities was observed in the amended soil compared to the non-amended one. Neverthele:
studies have shown a modification of the taxonomical structure of bacterial communities after r
amendments. Notably, an increase in the Gram-negative bacteria had been observed after s
decades of a mineral fertilizer amendment (NPK) in a crop soil efMars@0@3). Same
observations have been done in an acidic forest soil after eight years of a dolome¢ aupply (Clivor
2011). In addition, Srideail.(2011) highlight a decrease in the bacterial diversity seven years after
Ca-amendment in a forest soil. Once again, the short-term effect of our study could be an explani
our contrasted results. However, no taxonomical differences between amended and non-amende
were observed even after 30 years in a similar foresesitéd, A0dd).

Aside from the direct effect of mineral amendment on the microbial communities thrc
modification of the soil properties, the dolomie supply may indirectly affect the soil micr
communities through modification of the plant physiology. In this sense, many studies investigat
microbial activity in mineral amended or non-amended conditions through PLFA, Triphenylfori
dehydrogenase activity, meastie afsimilation or BIOL@Goplates approaches (Petersson and
Baath 2003 ; Rangel-Casdted, 2005 ; Rooney and Clipson, 200%®t 2u2010) have revealed
an increase of the soil microbial activity consecutively to a mineral amendment. In our study, mi
communities from the amended plots were characterized by a significantly higher ability to metab:
asparagin, an amino acid known as a root exudstal(2€86), compared to the communities
from the non-amended plots. A link between mineral amendment, root exudation and activity of 1
microbial communities has already been highlighted by RaagellC@2€0%) and Xeteal.
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(2010). Notably using a stable isotope probing approach, Rarigd!(@adHodemonstrated an
increase of the levels of carbon in plant biomass in amended conditions as well as a better assir
of root exudates by microbial communities. Moreover usindc&ph@& Xwet al.(2010)

revealed that a CaGplication stimulates the utilization of root exudates such as asparagin by ¢
microbial communities. Altogether, these results suggest that a mineral amendment can ha
indirect plant effect on the soil microbial communities, through an intensification of root exu
production.

The enrichment of mineral weathering bacterial communities was already reported in the rhizo
of plants such as cactus, mangrove tree, desert plants and diverse tree species like pine, spruce,
beech (Puengé al. 2004 ; Vazquetzal, 2000 ; Goldstenal, 1999 ; Ura al. 2007 ; Calvaruso
et al. 2006, 2007 ; Leyval and Berthelin, 1991 ; Illimer and Schinner, 1995). Our study performed
year old oaks corroborate these results, notably those oeCal(a0g6 obtained on 30-year
old oak trees planted on the same forest experimental of Breuil-Chenue. Interestingly, we shov
significant impact of the dolomie supply neither on the weathering efficacy of the rhizosphere bt
isolates nor on the proportion of efficient mineral weathering bacterial isolates in the rhizosphere.
results could be explained by at least three hypotheses. First of all, the augmentation of root ex
could lead to an increase of bacteria through the carbon source availability, reinforcing the rhizo
selectivity. Secondly, the plant metabolism speeding up through the nutrimesttauppiljUroz
could lead to a local nutrient deficiencies around the roots and consequently, mineral weatl
bacteria were still essential for the plant nutrition. Another hypothesis could be that mineral wea
bacteria could play another essential role for the plant. More studies had to be done to understa
phenomenon. However, these results suggest that trees in the time course of their development

efficient mineral weathering bacterial communities to potentially improve their growth and nutritior

5. Conclusion

In conclusion, our results demonstrated that three years after a mineral amendment, modific
of the soil characteristics such as pH and nutrient bioavailability were still visible. The tree plai
approach developed in this study also highlighted modifications of the functional potentials of tl
microbial communities. Indeed the soil microbial communities of the amended treatment apf
significantly more efficient to metabolize L-asparagin than those from the non-amended treatme
the contrary, bacterial communities isolated from the non-amended soil presented a better
weathering potential than those coming from the amended soil. Together, these results suggt
adaptation of the microbial communities to the soil characteristics, such as the nutrient bioavail

However, if the mineral amendment practice seems to restore soil fertility in the short-term, a
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study revealed that in the long-term it could cause secondary deficratie@{UtdzTo avoid
apparition on the long-term of these secondary deficienasgl A20018) suggested replacing

rock powder amendments by less weatherable minerals such as apatite or biotite. These minera
release more regularly their nutritive content without generating nutrient deficiencies or perturbat
the soil bacterial communities (&aadip 2003). However further investigations will have to be done
to monitor the long-term impact of such mineral amendments on the soil characteristics and the 1

weathering bacterial communities.
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6. RZsultats supplZmentaires

Au dZpart, les plants de chenes Ztaient mycorhizZs avec une souche d8aibardpignen
citrinumisolZe sur le site de Brewh vue dOanalyser 10impact de IOamendement minZral sur
communautZs bactZriennes de la mycorhizosphere en plus de celles de la rhizosphere et d
environnant. LOodeur particuliere des mycorhizes, gZnZralement retrouvZes directement st
carpophores de ce champignon, le rend facilement reconnaissable permettant ainsi un Zchantill
plus aisZ. Malheureusement, lors du prZlevement, seulement deux chenes prZsentaient
carpophores et des mycorhizeS. dagtrinum et cinq chenes montraient des mycorhizes non
identifiables. Le choix du compartiment mycorhizosphZrique nOa donc pas ZtZ retenu pour cet
privilZgiant une approche plus globale, basZe sur I0Ztude du compartiment rhizosphZrique. T
ces mycorhizes ont ZtZ prZlevZes et soumises ~ des tests enzym@irguesole nj18)
(Identification des morphotypes et tests enzymatiques rZalisZs par JL Churin). De plus, en comj
des microplaques BIOLQ@®s tests enzymatiques ont Zgalement ZtZ rZalisZs sur des suspensic

de ®I. Dans cette partie, je mOattache ~ prZsenter les rZsultats obtenus pour ces tests.

6.1. RZsultats

Les rZsultats de ces tests enzymatiques sont prZsentZs dans la figure 3.2. La comparaisc
activitZs enzymatiques des mycorhizest morphotype confondu) provenant des chenes amendZs

A

ou nonmontre des diffZrences importantes, bien que non significatives (dues ~ une forte
variabilitZ des rZsultats), et ce, notamment alesieetivitZs phosphatases acidps0,37) et

leucine aminopeptidase (p=0,23). Enasffetleux activitZs sont en moyenne plus ZlevZes dans

le traitement amendZ. Par ailleurs, condesaativitZs du sol environnasepules les activitZs

laccase et glucosidase ont put stre exploitZes. rZsultats obtenus pour les autres enzymes
testZes se sont rZvZIZs inexploitables (nulles ou nZgatives). La comparaison de ces deux a
montreune |Zgere augmentation non significative de l'activitZ glucosidase dans les sols

amendZs et ” l'inverse, une diminution de l'activitZ des laccases dans ces memes sols.
6.2. InterprZtation
La phosphatase et la leucine aminopeptidase sont deux enzymes respectivement impliquZes
dZgradation du phosphate organique et des protZines. L'augmentation de ces deux activitZs aj

amendement minZral est synonyme de l'augmentation des exsudats racinaires et/ou de la n
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Figure 3.2 : ActivitZs enzymatiques.

Les histogrammes reprZsentent IQactivitZ enzymatique mesurZe pour les mycorhizes (tout morphotype
ou le sol nu en condition amendZe ou non. Les activitZs des mycorhizes sont exprimZes en quantitZ de
(pmol) par unitZ de temps (min) et de surface pR)jeAdisigue celles du sol nu sont exprimZs en pmol
par min par masse de g)).(Les analyses statistiques rZalisZes sur ces activitZs nOont montrZes auc

diffZrence significative.
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organique suggZrant une meilleure nutrition de la plante. De plus, les tests effectuZs sur les sc
de sols montrent Zgalement une augmentation de la dZgradation des sucres (activitZ glucosida:
que la cellulose (polymere de glucose) dans les sols amendZs. Ces observations suggerent I'hyp
suivante: apres un amendement minZral, la plante, se trouvant en condition non limitante, prZ|
assimile dOautant plus de nutriments augmentant dans le meme temps sa production de r
organique. Ceci stimule l'activitZ d'enzymes de dZgradation telles que les glucosidases, les le
peptidases ou encore les phosphatases. Ces rZsultats sont en adZquation avec ceux de Rin
Garbaye., (2009) dZmontrant cette fois pour des apex dOectomycorhizes une augmentation gl
ces memes activitZs enzymatiques, 16 ans apres un amendement minZral. Ces rZsultats pe
Zgalement sOexpliquer par une stimulation de la densitZ microbienne par |IOamendement
prZcZdemment observZe dans dOautres Ztudes (Chagnon, 2001 ; Kennedy, 2004). Tout ces
suggerent donc un impact de IOamendement minZral non seulement sur la nutrition de la plan
aussi sur |OactivitZ microbienne du sol en modifiant la structure taxonomique de ces comm
(Garatet al., 2007 ; Marscheteal., 2003) et en stimulant ou en diminuant certaines fonctions telle

que les activitZs enzymatiques (Rineau et Garbaye, 808D, ;:2016).

7. Conclusion

Cette Ztude rZalisZe dans le cadre de ma these a permis de gZnZrer trois rZsultats importan
la comprZhension du r™le des communautZs bactZriennes du sol dans le fonctionneme

Zcosystemes forestiers.

Tout dOabord, ces travaux ont permis de confirdispapibiléZ des nutriments impacte la
distribution des communautZs bactZriennes potentiellement altZrantes et leur. effesacitZ
rZsultats suggerent quOen condition de C stress nutritif E, les communautZs bactZriennes sZlec
sont plus efficaces pour accZder aux ressources nutritives piZgZes dans les minZraux. Le (
nutritif E pourrait donc potentiellement rZguler le(s) mZcanisme(s) responsables de |QaltZration

chez les bactZries. Cette hypothese devra bien szr stre confirmZe par dOautres Ztudes.

Parallslement, cette Ztude a permis de dZmontrer pour la premiere jmisehezbies (8
ans),la sZlectiotle communautZs bactZriennes cultivables capables dOaltZrerdesniaZuaux
de leur systeme racinaire, suggZrant que la sZlection par la rhizosphere de ces commun:

bactZriennes spZcifiques se fait assez t™t dans le dZveloppement de [Oarbre.
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Ce travail de these a Zgalement corroborer de prZcZdentes Ztudext éLaPfTiSdJrer
al., 20079Zmontrant la capacitZ dOaltZration de certains genres bactZrien8tekhqlderia
et CollimonagCalvaruset al. 2007 ; Uretal., 2007), renforeant ainsi leur rbdendequeurs
de IQaltZration minZrate IOabsence de genes connus. Effectivement, nous ignorons encore |
dZterminants gZnZtiques bactZriens de cette fonction altZration ainsi que le ou les mZcanisme(s
associZ(s). Plusieurs Ztudes ont cependant identifiZ quelques mZcanismes dOactions pouvant
dans 10altZration minZrale microbienne tels que la sZcrZtion de sidZrophores, dOagents cl
dOacides organiques ou encore IQintervention de mZcanismes dOoxydo-rZduction (Newme
Hernandeet al. 2004 ; Weldtt al., 2002 ; Blake et Walter, 1996). En parallsle de cette Ztude, jO
engagZ des travaux pour identifier et caractZriser les genes bactZriens impliquZs dans
mZcanisme(s) de l'altZration minZrale chez les bactZries. Cette Ztude fait IOobjet du troisisme

de ma these.
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CHAPITRE SCONCLUSIONSPERSPECTIVES

1. Synthese des rZsultats

Cette Ztude avait pour objectif de caractZriser les acteurs bactZriens de IQaltZration minZrale
contexte de la disponibilitZ en nutriments dans les Zcosystemes forestiers. Pour mener " bien
Ztude, jOai utilisZ une approche multidisciplinaire, combinant Zcologie et gZochimie, qui a permi

¥ DOidentifier taxonomiquement et fonctionnellement les communautZs bactZriennes asso
la surface des minZraux dans un sol forestier pauvre en nutriments (site de Breuil-Chenue’

¥ De confirmer le concept de la minZralosphere (un habitat ~ considZrer).

¥ DOZtablir une corrZlation significative et positive entre I0abondance de sZquences 16
assignZes au phylum tesoteobacteg |OaltZration globale de 10apatite.

¥ De mettre en Zvidence que les communautZs bactZriennes associZs " la surface des min
Ztaient capables dOaltZrer les minZraux et se caractZrisaient plut™t par un mZtat
oligotrophe, tres diffZrent de celui des communautZs bactZriennes de la mycorhizospher
habitat plus riche).

¥ De dZmontrer que la disponibilitZ en nutrimenta(tes@ieendement minZral) dans un sol
forestier pauvre en nutriments inorganiques impactait la structuration des commune

bactZriennes du sol capables dOaltZrer les minZraux.

Au del” de ces rZsultats, cette Ztude est, je pense, une illustration de IQimportance de 10a
cultivable pour Ztudier une fonction. Dans le contexte actuel, basZ essentiellement sur le molZci
le Otout homologieO, il reste de nombreux domaines encore inconnus, et la fonction altZration
(Uroz et Frey-Klett, 2011). Les travaux dZveloppZs durant ma these et associant approches cul
non cultivable, laboratoire et terrain, Zcologie microbienne et biogZochimie illustrent bien la nZce

combiner les approches pour rZpondre aux questions.

2. Les bactZries appartenant aux genres Burkholderia et Collimonas : des biomarqueurs de
|QaltZration

Les rZcentes Ztudes rZalisZes sur la fonction altZration des communautZs bactZriennes d:
sols des Zcosystemes forestiers a mis en Zvidence I0existence de deux genres bactZriens poss.
fort potentiel dOaltZraBarkholderigt Collimonagalvaruset al., 2006, 2010 ; Uzbal., 2007,

2009, 2011 ; Colligrainal., 2011). Cette dZmonstration a ZtZ rZalisZe notamment sur trois sit
forestiers (en France : Sites expZrimentaux de Breuil-Chenue et de Fougeres ; et en Californie
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site c™tier) par le laboratoire dans lequel jOai rZalisZ ma these et plus largement dans dOautr
sur des Zcosystemes plus variZs. Ces deux genres appartiennent aiPitgbbaatiess la

sous-classe désproteobacterd ” la famille d8sirkholderiales

A I0Oheure actuelle, le gamiholderiaompte plusieurs dizaines dOespeces divisZes en deux
C groupes E : celles pathogenes de IOhomme ou de plahtd. (@668y, Holdsral., 2004), et
celles non-pathogenes retrouvZes en symbiose avec les plantes et/ou dans leur environnement
et al., 2006 ; lzuatial., 2008 ; Compantal., 2008 ; Onofre-Leetual., 2009). Dans les sols
acides, ce sont principalement des especes en symbiose avec les racines ou avec les champi
mycorhiziens qui sont retrouvZes telles que lef@sypeces, caledonica, phenazmiencore
glathei(Viallardet al., 1998 ; Coenge al., 2001 ; lzumi al., 2010). NZanmoins, le genre
Burkholderiest surtout ZtudiZ dans le cadre mZdical, car il est ~ IQorigine de nombreuses infe«
telles que des mZlioedoses (@bddy 2003 ; Norvéteal., 2011). A IOinverse, peu dOinformations
sont disponibles sur les espsces non pathogenes. Cependant, plusieurs Ztudes rZalisZes dans le
mZdical ont dZmontrZ, notamment @unklesideride [Oespecepacia, quOelles Ztaient capables
de produire quatre types de sidZrophoree{(lsley®989 ; Rivailtl., 2006) et que ces molZcules
Ztaient nZcessaires " leur virulence @¥laei989 ; Sokbhl., 1999 ; Mossiabal., 2009). Des
Burkholderia spnt Zgalement ZtZ retrouvZes dans les sols et, notamment dans les rhizosphsres
plantes telles que le manguier, IQarachide ou la tomate. Des analyses fonctionnelles en utilis
milieux CAS et/ou NBRIP (milieu contenant du phosphate inorganique ; Nautiyal, 1999) ont dZ
quelles produisaient des sidZrophores, quOelles Ztaient capables de solubiliser le phosphor
produire divers acides organiques tels que de IQacide acZtique, carboxylique, oxalique, n
lactique, citrique et succinique (Tahaka 2000 ; Caballero-Me#add., 2007 ; de los Santos-
Villalobost al., 2012 ; Léd al., 2012). Bien que les informations dont nous disposons sur le gen
Burkholderijgroviennent essentiellement dOanalyses rZalisZes dans le cadre mZdical, il nOen re
moins que la capacitZ ~ produire des sidZrophores et des acides organiques de ce genre bax
pourrait stre transposZ dans le cadre de IQaltZration minZrale, suggZrant ainsi des mZca
molZculaires pouvant potentiellement stre impliquZs. Par exemple, les sidZrophores prodt
impliquZs dans la virulence Bhedholderia cepatBokokt al., 1999 ; Rivaetltal., 2006) sont
peut-stre Zgalement capables dOaltZrer les minZraux. De muekhokldda (xenovorans,
uname, tropica, cepads@iZes du sol pourraient tout aussi bien stre efficaces pour altZrer le
minZraux de part les acides organiques quelles sont capables de procuira. (T200ka
Caballero-Mellagbal., 2007 ; de los Santos-Villablahs 2012). Dans le cadre de ma these, jOai
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dZmontrZ que les bactZries duBerkteolderipouvaient coloniser les minZraux et quQelles Ztaient
capables dOaltZrer les minZraux.

Concernant les bactZries appartenant aCgjénmrenaelles sont principalement retrouvZes
dans les sols pauvres en nutriments inorganiques, riches en champignon et aussi au niveau des
des arbres (de Be¢ml., 1998a ; Kohimeteal., 2005 ; Chetwal., 2002 ; HSppener-Ogzvad,

2009). Ce genre est un groupe rare et a ZtZ initialement isolZ dOune dune situZe sur la c™te (
Bas (de Boer, 1998a). Les bactZries dGgémenasontcapables de dZgrader la chitine (de Boer

et al., 1999 ; Fritsateal., 2008), de protZger les plantes contre des champignons phytopathoger
(de Boeet al., 1998a, 1998b), dOextraire des nutriments de champignons encore vivants (mycoy
(de Boeet al., 2004 ; H3ppener-Ogewal., 2007) et de dZgrader des polluants tels que le
pentachlorophZnol ou le naphthalene @Vdso8003 ; Mahmeoadl., 2005). Elles sont Zgalement
connues pour leur capacitZ ~ altZrer les minZraux. En 2609). Uoot testZ 45 bactZries
appartenant au ge@alimonast provenant de diffZrents environnements tels que des sols de forst
tempZrZes ou borZales, de la toundra Arctique ou de dune recouvertes dOherbe. Le rZsultat fo
travaux, et qui nOa pas ZtZ contredit ~ ce jour, est que toutes leSabomiressdtZes sont
capables dOaltZrer les minZraux avec une efficacitZ plus ZlevZe que celle des autres genres b
(Urozet al., 2009). Dans le cadre de ma these, ce genre bactZrien a ZtZ retrouvZ par IQapproc
cultivable (pyrosZqueneage) " la surface de IQapatite et son abondance @wetaoklEiaes

est corrZlZe avec le taux global dOaltZration des grains dOapatite. Des souches bact:
potentiellement altZrantes et appartenant ~ ce genre bactZrien ont dQailleurs ZtZ retrouvZes " la
dOun granite provenant du glacier de Damma en Suisset @lagpafj). Ces diffZrentes
observations suggerent que le genre bad@dilenonasest particulierement adaptZ aux
environnements pauvres en cations nutritifs, et sa capacitZ " altZrer les minZraux (capacitZ qui

stre un trait fonctionnel du genre) ainsi que sa prZsence "~ leur surface le confirme.

Mes travaux de these confortent donc I0idZe quOen absence de genes connus, les genres be
Burkholderiat Collimonapeuvent stre considZrZs comme des bioindicateurs de la prZsence de
fonction altZration par les bactZries, au moins dans les sols des Zcosystemes forestiers dZvelop
des sols acides. LOutilisation du marqueur 16S a nZanmoins ses limites, et nZcessite un prir
prZcaution dans les conclusions scientifiques, quand on conna’t la diversitZ spZcifique du
Burkholderia
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3. Effet de IOessence forestisre sur |QaltZration des minZraux

LOinfluence des essences forestieres sur la dissolution des minZraux est un phZnomene
connu. Les travaux dOAuguaito(2000) ont, par exemple, dZmontrZ que la dissolution dOun minZ
la labradorite [Na,Ca)(AD$i)Ztait plus importante sous un peuplement de coniferes (pin, ZpicZa E
quesous un peuplement de feuillus (chene, hetre, E), ceci Ztant probablement dZ " la physiologit
|Qarbre, les coniferes acidifiant plus le sol que les feuilles TuggATt; Calvarasal., 2010).

Dans mon Ztude, IQaltZration globale de IQapatite est Zgalement plus ZlevZe sous le pin Corse
de Norvege (coniferes) que sous le hetre (feuillu), confirmant les prZcZdentes Ztudes. NZanmoins
mon Ztude, |Oapatite est retrouvZe plus altZrZe sous le taillis sous futaie qui correspond en rZ
foret native (mZlange dOessences) du site expZrimental de Breuil-Chenue (Morvan). Ce peuplel
pas ZtZ remaniZ lors de IQinstallation du site expZrimental, et est donc composZ de plusieurs ¢
dO%oges variZs, en opposition aux autres peuplements monospZcifiques installZs sur le site exp
La diffZrence du taux dOaltZration global de |Qapatite pourrait donc stre lize ~ 1OhZtZrogZ
essences dOarbres. La foret mixte entra’ne en effet la composition dOune litiere diffZrente et
dZgradation en matisre organique sera plus riche en composZs acilé&@ysioB0al.,

1996 : Lét al., 2009). De meme, les composZs rhizosphZriques libZrZs par les racines des arbre:
que les acides organiques, seront plus variZs que dans le sol dOune plantation monosp:
(Graystoet al., 1996 ; Augustaal., 2000). Tous ces composZs, plus ou moins mZtabolisables pe
les microorganismes du sol, vont entra’ner une structuration diffZrente des communautZs bactz
du sol. Par exemple, sur le site de Breuil-Chenue, viaeufii@@proche par ARISA (automated
ribosomal interspacer analysis) a dZmontrZ que les communautZs bactZriennes du sol :
significativement diffZrentes selon le peuplement dOarbre considZrZ (forst native (i.e. taillis sou:
chene, sapin ou ZpicZa) (Lejal., 2005). A titre de comparaison, IOZtude de six forsts natives ¢
Autriche a dZmontrZ que les sols des forets de pin Ztaient composZs de bactZries ~ Gram-pos
forte proportion en G+C ainsi quprd&obacteriandis que les forets composZes dOZpicZa et de
hetre prZsentaient une forte propottjomotédbacterit dOAcidobactdkeacket al., 2004). DOun

point de vue du minZral, une Ztude rZcente a dZmontrZ que des minZraux enterrZs sous deux e
dOarbres diffZrents (hetre et ZpicZa) prZsentaient une structuration taxonomique diffZrente c
communautZs bactZriennes associZes " leur surfage alUr@912). Dans mon Ztude, cette
diffZrence dans la composition des solutions du sol a probablement aussi entra’nZ la diffZre
structuration des communautZs bactZriennes observZes " la surface de IQapatite. La surface de
enterrZe sous le taillis sous futaie est dominZe par des bactZries apparteDaliitrennagenre

connu pour sa capacitZ " altZrer les minZraux, et qui est retrouvZ " la surface de IQapatite entert
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|
Figure 5.1 : Impact de la disponibilitZ en nutriments sur la structuration fonctionnelle des communautZs
bactZriennes du sol.
Dans le chapitre 3 de ma these, jOai dZmontrZ que les communautZs bactZriennes du sol amendZ avai
potentiel dOaltZration plus faible que celles provenant du sol non amendZ. Cependant aucune diffZrence
constatZe pour les communautZs bactZriennes de la rhizosphere. Les + rouges reprZsentent les bact:

potentiellement altZrantes, les P bleus reprZsentent celles dont le potentiel dDaltZration est quasi nul.
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les autres peuplements. De meme, IOabondance de bactZries appartenant au phylum ¢
proteobacter&st corrZlZe avec le taux de dissolution de |Oapatite selon IOessence dOarbre cor
En plus dOavoir un effet sur la dissolution du minZral, IOessence forestisre aurait donc Zgalemel
sur la composition taxonomique des communautZs bactZriennes colonisant les minZraux du s
rZsultats sont ~ prendre avec prZcaution en raison du manque de rZpZtitions et doivent faire
dOautres Ztudes afin de confirmer ou infirmer ces conclusions. NZanmoins et " titre de compi
|Oeffet de IOessence forestiere sur la structuration fonctionnelle et taxonomique a ZtZ dZmontt
meme site expZrimental pour des communautZs bactZriennes provenant de la mycorhizosph
Scleroderma citrinagsociZe au chene, au hetre ou ~ I0ZpicZa (Gahedru8010). Ces auteurs

ont dZmontrZ que les communautZs bactZriennes colonisant la mycorhizosphere du chene et di
Ztaient potentiellement plus altZrantes que celles retrouvZes dans la mycorhizosphere de IC
suggZrant ainsi un effet essence sur la structuration fonctionnelle de ces communautZs. Au-c
IQeffet essence, les arbres peuvent Zgalement influencer la structure des communautZs bactZri
la rhizosphere selon leurs besoins nutritifs. Gatllgn@011), ont par exemple, observZ que la
structuration taxonomique et fonctionnelle des communautZs bactZriennes de la rhizosphere de |
dOZpicZa variait selon la saison, suggZrant une influence directe de la physiologie de IQarb
au-del” du minZral, cOest I0essence des arbres composant la foret (leur physiologie, exsudats rz
composition chimique des litisres) qui influencerait la structuration des communautZs bactZris

meme " la surface des minZraux.

4. Impact de la disponibilitZ en nutriments inorganiques

Les diffZrentes Ztudes rZalisZes au sein de mon laboratoire (en microcosme, sur le terrai
montrZ que la disponibilitZ en nutriments impactait la fonction altZration des communautZs bact:
du sol. Les travaux que jOai rZalisZs sur cette question sur le dispositif installZ sur le site de
Chenue ont montrZ que le sol non amendZ prZsentait une plus forte proportion de bactZries &
capacitZ dOaltZrer les minZraux (Figure 5.1 ; cf. Chapitre 3). Ces rZsultats sont en relation dire
les travaux de Umtzal. (2011a). Ces auteurs ont observZ quQapres 30 ans, un sol chaulZ prZse
une plus forte proportion de bactZries potentiellement altZrantes quOun sol non chaulZ. Ces rZs
ZtZ expliquZs par le fait, quO” long terme, le chaulage conduit ~ des carences nutritives (Tyler et
2001), suggZrant un effet de la disponibilitZ en nutriments. De meme, deB expdrEmces
microcosmes ont montrZ une augmentation significative de la croissance dOun arbre et
concentration en nutriments issus dOun minZral test, la biotite, en prZsence dOune souche be

modsle caractZrisZe par un fort potentiel dOaltZration, la soucheBRNthb{d&)iaglath@et
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!
!
Figure 5.2: CorrZlation entre le taux global de dissolution de minZraux et IOabondance des

! -proteobacterialeur surface.

Les donnZes de IOZtude de Uroz et al., 2011 (losanges) obtenues par clonage/sZqueneage (70 sZque
Zchantillons), ont ZtZ ajoutZes " celles de Lepleux et al., 2012 (ronds). Les memes Zchantillons dOapatite
peuplements de hetre et dOZpicZa ont servi aux approches clonage/sZqueneage et 454. Une corrZlatior
et significative a ZtZ trouvZ entre le taux de dissolution des minZraux et |Qapotdabeeteiés
colonisant leur surface (y = 47,08x + 13;35933>0,0001).
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effet nOa ZtZ observZ quOen condition carencZes, aucune diffZrence significative nOayant ZtZ (
conditions riches (Calvaetsa., 2006). Ces rZsultats ne sont pas sans rappeler les Ztudes menZ
sur la production des sidZrophores. En effet, plusieurs Ztudes ont dZmontrZ que ces mol
chZlatrices de fer Ztaient produites uniquement lorsque le milieu Ztait carencZ eet f&ir, (Kalinowsl
2000 ; Liermaret al., 2000 ; Ane$ al., 2002). Quelques Ztudes ont Zgalement dZmontrZ que
certaines bactZries rhizosphZriques qui ont la capacitZ de solubiliser le phosphore inorganique
font que lorsque le milieu est carencZ en phosphore ¢Gallg41@89 ; Buehal., 2008 ; Crespo

et al., 2011). De plus, ~ IOheure actuelle, la fonction altZration de bactZries associZes " la surf:
minZraux nOa ZtZ dZmontrZe que dans des milieux extremes supposZs pauvres en nutriments
dans les glaciers (Fetyal., 2010 ; Laparjeal., 2012), les monuments (Goretadez 1999 ;

Wanget al., 2011) ou les minZraux du sol des Zcosystemes forestiers pauvres en netriments (U
al., 2012 ; Lepleeixal., 2012). Le tout ici est de savoir si la prZsence de la fonction altZration pat
communautZs bactZriennes dans des environnements supposZs pauvres en nutriments est un
ou si cOest une adaptation dZveloppZe par ces communautZs bactZriennes pour survivre

conditions de vie extreme ou tout du moins dans des conditions limitantes ?

5. Les minZraux : une zone dOZchange et un habitat pour les microorganismes

Les minZraux ont longtemps ZtZ considZrZs comme une surface biologiquement inerte, et de
ZcartZs de toutes les analyses concernant la diversitZ microbienne des sols (tamisage ~ 2 mm e
les particules plus grosses). Il est vrai que la colonisation microbienne des minZraux et des ro
surtout ZtZ dZmontrZe dans le cadre dOZtudes dOenvironnements extrmes et pauvres en
organique tels que les dZserts, les glaciers, les volcans ou encore les monuments &istoriques (
al., 2011 ; Borm al., 2009 ; Chaealal., 2006, Garcia de Migual., 1995 ; Waepal., 2011 ;

Freyet al., 2010), mais pas forcement sur des minZraux difficilement altZrables. En effet, comme
dans IOintroduction, les sols acides de nos rZgions tempZrZs sont caractZrisZs par des minZrat
subi des siscles de conditions acides, libZrant les ZIZments nutritifs dans le milieu. Le constat ¢
les minZraux restants, et qui constituent le rZservoir nutritif de ces sols (ex : phyllosilicates), sc
difficilement altZrables, rendant cette problZmatique particulisrement pertinente dOun point
recherche. Dans ce contexte, mon travail de these a dZmontrZ non seulement que les minZraux
Ztaient colonisZs par des communautZs bactZriennes spZtifijpiespastesimais aussi que

ces communautZs Ztaient, du moins pour une proportion importante des souches bactZri
cultivables testZes, capables dOaltZrer ces minZraux et de participer ainsi au cycle des nutrime
corrZlation positive et significative a de plus ZtZ observZe entre 104hmotanicacti e
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Figure 5.3 : SchZma rZcapitulatif des niches connues pour leur implication dans IQaltZration minZrale en
forst.

Les communautZs bactZriennes de la rhizosphere et de la mycorhizosphere sont dZj” connues pour leur ¢
" altZrer les minZraux. Dans le cadre de ma these, jOai dZmontrZ |Qexistence dOune troisieme |
minZralosphere, colonisZe par des bactZries spZcifiquesetdmacterint IOabondance " la surface des
minZraux est corrZlZe avec leur altZration. LOapproche cultivable a dZmontrZ que ces bactZries Ztaient

dOaltZrer les minZraux et quQelles avaient un profil mZtabolique plut™t oligotrophe.
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taux global dQaltZration de IQapatite. Ces rZsultats ont ZtZ confrontZs ~ une autre Ztude rZali
meme site expZrimental (gt@t., 2012) dans laquelle les auteurs ont comparZ, par une approche
clonage/sZqueneage, les communautZs bactZriennes colonisant trois minZraux diffZrents (e
phlogopite et plagioclase) enterrZs sous deux essences dQarbres (hetre et ZpicZa). LOajout
donnZes "~ celles obtenues dans le cadre de ma these conforte IOhypothese selon laquelle I0a
globale des minZraux du sol serait corrZlZe avec la colonisation de leur surface par des commi
bactZriennes appartenant au phylufpdesobacterip>0,0001) (Figure 5.2). DOautres Ztudes ont
Zgalement dZmontrZ que plus un minZral est altZrZ, plus sa richesse bactZrienne est ZlevZe (S
al., 2008 ; Waeg al., 2011), suggZrant IOimplication des communautZs bactZriennes dans 10alt
minZrale. JusquQ"~ tres rZcemment, les champignons mycorhiziens Ztaient considZrZs com
acteurs microbiens majeurs de IQaltZration minZrale en forst, notamment du fait de leur apt
coloniser de grandes surfaces éPatis1996 ; Jongmans, 1997 ; Fenaina2010). Les rZsultats

de ma these montrent non seulement que les champignons nOont pas le monopole de cette for
que, dOautre part, des communautZs bactZriennes capables dQaltZrer existent dans
environnements que la rhizosphere ou la mycorhizosphere. Les minZraux doivent donc stre cons
comme une niche qui, dans les Zcosystemes forestiers, peut influencer la nutrition des arbres au
titre que la rhizosphere et la mycorhizosphere (Figure 5.3). Jusqu®" maintenant en effet
scientifiques sQattachaient ~ dZterminer le potentiel dOaltZration des communautZs microbien
rhizosphere et de la mycorhizosphere, considZrant ainsi la racine comme IOhabitat et les mi
uniqguement comme un substrat. Cependant, en considZrant les rZsultats obtenus dans cette tr
peut-on pas prendre le probleme "~ I0envers et considZrer le minZral comme un habitat et la
comme une source de nutriments (plut™t organique cette fois) ? Si une communautZ micrc
sOZtablit ~ la surface des minZraux du sol, on peut se demander quelle est la contribution relativ

communautZs de la minZralosphere dans le flux des ZIZments nutritifs dans les sols forestiers ?

6. RZflexion sur IDamendement des modesles prZdictifs des flux de nutriments :

Le fait que les communautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux puissen
considZrZes comme des acteurs majeurs de IQaltZration pose une question sur le mode de calc
dOaltZration dans les Zcosystemes forestiers. La question Ztant : peut-on intZgrer dans les Z
complexes des modeles, des informations " diffZrentes Zchelles et notamment ~ une Zcl

microscopique, hZtZrogene et non maitrisZe ?
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A 10heure actuelle, le flux dOaltZration est calculZ en utilisant un modele gZochimique assez
utilisZ mondialement : le modsle PROFILE (Sverdrup, 1990 ; Sverdrup et Warfvingest 1995 ; Hoc
al., 1996). Ce modsle dZtermine le flux dOaltZration dOun sol en tenant uniquement compte
propriZtZs minZralogiques, physico-chimiques et hydrologiques et de la composition des solu
I0Zchelle de IOhorizon entier, cOest-"-dire sans tenir compte de IOhZtZrogZnZitZ du sol et des
que cela implique pour la composition des solutions. Par exemple, la concentration en agents a
tels que les acides organiques sera plus forte au niveau de la rhizosphere et de la mycorhizosph«
arbres que dans le sol environnant (Dakora et Phillips, 208231 D20idi3), influeneant ainsi le
taux de dissolution des minZraux en contact avec cette solution. Le facteur biologique est
considZrZ comme nul et peu important.

Par ailleurs, un autre modele, utilisZ pour prZdire la durabilitZ dOun Zcosysteme forestier, le
FORSAFE, tient compte du facteur arbre, mais uniquement dans IQestimation du stockage
biomasse et de la dZcomposition de la matiere organiquet(\alal2a5). Bien que IOauteur du
modele PROFILE ait rZcemment admis que IQarbre pouvait stre responsable dOune partie de IC
il nOen reste pas moins convaincu que C le facteur microbiologique est quasi nul et nOintervien
le flux dOaltZration E (Sverdup, 2009). Des Ztudes ont en effet estimZ que, dans le sol dOun Z
forestier, les racines des arbres nOZtaient en contact quOavec 0,2 ~ 0,5% des surfaces m
disponibles (van Breemeeral., 2000). De menvig les solutions du sol, le rZseau mycZlien
dZveloppZ par les champignons symbiotiques ~ partir des mycorhizes ne seraient en contact g
15 ~ 35% des surfaces minZrales contenues dans un sol forestiet £&5y26f2)p Dans le cadre
de ma these, je dZmontre quOil existe une corrZlation positive et significative entre 10abond
groupes taxonomiques bactZriens spZcifiques, et connus pour leur capacitZ dQaltZration, ~ la
des minZraux et le taux dQaltZration globale de ces minZraux, suggZrant que ces bactZries
potentiellement responsables dOune partie de IQaltZration des minZraux. Ce rZsultat laisse don
que tous les minZraux des sols forestiers seraient potentiellement colonisZs par des commu
bactZriennes capables de les altZrer ou participant ~ ce processus, ce qui suggererait une contr
du facteur microbiologique dans le flux dOaltZration minZrale. DOautre part, il est ~ noter qu(
actuelle, le modele PROFILE nOestime quOenviron 95% du flux dOaltZration par rapport " ¢
rZellement observZ (Sverdrup, 2009). Ceci implique une sous estimation dOenviron 5% de ce
dOaltZration qui est pourtant un facteur dZterminant pour la durabilitZ et la gestion des Zcos
forestiers. Afin de prZdire plus justement le fonctionnement des Zcosystemes forestiers et amZlic
gestion, il serait donc judicieux dOinclure les acteurs biologiques et, plus particuliere
microbiologiques, aux diffZrents modeles de calcul du flux dQaltZration. Il reste ~ savoir comment

IOimpact de ces facteurs.
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7. Sols forestiers : rZservoir de diversitZ

Les analyses de la diversitZ bactZrienne des sols ont dZmontrZ que les sols forestiers Ztaier
les environnements les plus riches (Fierer et Jackson, 2006t ;aR0&6¢17). Les Ztudes de
diversitZ rZalisZes ~ IOheure actuelle avec les dernieres technologies de sZqueneage, nOarriven
pas ~ donner une estimation prZcise de la totalitZ de la diversitZ bactZrienne prZsente dans c
(Fierer et Jackson, 2006 ; Acosta-Mattadez2010 ; Uret al., 2010). Cependant cette grande
diversitZ est peut-stre la clef de la durabilitZ des Zcosystemes forestiers. Plus la diversitZ da
environnement donnZ est forte, plus les fonctions potentielles suivant les conditions du milie
nombreuses (Altieri, 1999 ; Van der Buti@n 2004), autrement dit plus la redondance
fonctionnelle est importante. Le sol des Zcosystemes forestiers est en effet un milieu tres hZtZr
avec beaucoup de niches Zcologiques potentielles (rhizosphere et mycorhizosphere de feuillt
rZsineux, minZraux etc.). A titre dOexemple, une Ztude a suggZrZ que la diversitZ des comn
bactZriennes de la rhizosphere Ztait limitZe par la diversitZ bactZrienne contenue dans |
environnant (De Ridder-Deiira., 2005). Etant donnZ que les communautZs microbiennes de |
rhizosphere sont C sZlectionnZes E en fonction des composZs organiques et inorganiques exsu
les arbres, ces derniers pourraient donc structurer les communautZs bactZriennes associZes
racines en fonction de leurs besoins nutritifs. LOZtude é¢ &o{@§idn dZmontrant [Oeffet des
saisons sur la structuration fonctionnelle et mZtabolique de ces communautZs va dans le sens

hypothese.

Dans un moindre degrZ, cette C sZlection E est aussi vraie pour les minZraux du sol
communautZs bactZriennes retrouvZes " la surface de ces minZraux sont, elles aussi, limitZes
diversitZ bactZrienne du sol environnant (rZservoir). DQalilleurs, dans le chapitre 2 de ma tt
comparaison par pyrosZqueneage des communautZs prZsentes " la surface de |Oapatite et dar
environnant montre bien cette C sZlection E. Les minZraux, essentiellement de part leur min;
(contenu nutritif), vont attirer, et donc C sZlectionner E, des communautZs bactZriennes particul
vont potentiellement stre capables de les altZrer (pour la plupart). Tout ceci laisse ~ penser qt
communautZs microbiennes des Zcosystemes forestiers, de part leur grande diversitZ, se
potentiellement capables de sOadapter ~ des conditions environnementales et/ou nutritionnelles

contribuant ainsi ~ la durabilitZ des Zcosystemes forestiers.
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8. Perspectives

A la vue des rZsultats obtenus dans cette Ztude concernant la structuration taxonomiq
fonctionnelle des communautZs bactZriennes de la minZralosphere et leur implication da
processus de |QaltZration, de nombreuses hypotheses Zcologiques peuvent stre Zmises. Cep
afin de les valider, des travaux intZgrants diffZrentes Zchelles (de la souche modsle ~ IOenvironi

devront stre poursuivis avec le souci dQallier Zcologie microbienne et biogZochimie.

8.1.A court et moyen terme

Dans un premier temps, il est indispensable de faire dOautres expZrimentations avec dil
minZraux tests enterrZs sous des essences dOarbres diffZrentes et ce, ~ plus grande Zchelle afi
des rZpZtitions biologiques pour pouvoir confirmer 10effet essence de IQarbre obserVZ dans le
de ma these. Cette Ztude pourrait sODaccompagner de IOidentification des exsudats racinaires |i
les arbres afin de voir si ces derniers ont une influence sur la structuration taxonomique et foncti
sur les communautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux. Des travaux permette
visualisatioin situde la structure de ces communautZs directement " la surface des minZraux s:
approche destructive permettrait de confirmer ces rZsultats. LOutilisation de mZthodes te
|OhybridatiarsituFISH) est une option.

Par la suite, il serait judicieux de tester IQinfluence de la disponibilitZ en nutriments s
communautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux. Pour tester cet impact, des m
pourraient stre enterrZs sur diffZrents sites expZrimentaux en fonction de leur fertilitZ. En paralle
expZriences en micro- ou mesocpsareaient Zgalement stre rZalisZes en mettant des consortia de
bactZries provenant de la surface de minZraux, rZcupZrZs par une approche cultivable par exer
prZsence dOautres minZraux tests et ce, dans des conditions carencZes ou non. Ceci permettre
(i) si les bactZries vont coloniser plus ou moins le minZral selon la disponibilitZ en nutriments

dOZvaluer leur potentiel dOaltZration dans les conditions carencZes et non carencZes.

Une autre expZrience serait dOessayer de voir ce que deviennent les nutriments libZrZs " pz
minZraux. A IOheure actuelle, on ne sait toujours pas si ces nutriments sont utilisZs par la ba
sQils sont juste libZrZs dans le milieu pour la nutrition de la plante ou les deux. La crZation de 1
de synthese par exemple avec des isotopes stables?@giued€a ou encore éfsi, pourrait

«tre un moyen dOZvaluer si ces nutriments sont utilisZs par la bactZrie ou par la plante ou par les
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Le dZveloppement dOautres biotests en microplaque en utilisant un autre minZral que la bic
que de IOapatite, du grenat ou de IOobsidienne, est en cours. Ces tests permettront de compare
dOaltZration engendrZ par les bactZries dOun minZral ~ un autre.

Au vu des rZsultats concernant la contribution biologique dans le processus de IQaltZration (¢
microorganismes), les modeles utilisZs actuellement pour calculer le flux dOaltZration des Zcos
forestiers paraissent trop approximatifs. Cela implique la mise au point de modeles de calcu
performants, et donc plus complexes en intZgrant IOhZtZrogZnZitZ des sols, les arbres
microorganismes du sol. Ces modeles pourraient donc inclure des facteurs comme IOessence d
les microorganismes associZs " la rhizosphere, la mycorhizosphere et/ou la minZralosphere.
contribution pourrait, au prZalable stre ZvaluZe en oonitittafis dOen dZgager un coefficient

relatif ~ leur potentiel dOaltZration pour essayer de IQinclure dans les modeles de calcul.

8.2.A long terme

Dans le cadre de la fertilitZ des Zcosystemes forestiers, des minZraux stZrilisZs dOune

prZalablement colonisZs paf-gesteobacteriay par un consortium de bacpfdesnant de la

surface dOun minZral, dOautre part, pourraient stre enterrZs sur un site pauvre en nutrime
permettrait de juger de |Qeffet C fertilisation E de minZraux assez facilement altZrables tels
|Oapatite ou de la biotite. En parallsle, une expZrience avec de la dolomie en poudre (chaulage)
«tre rZalisZe afin de comparer |Qeffet fertilisant du chaulage avec celui des minZraux enterrZs. |
serait de faire ces expZriences " court, moyen et long terme afin de juger de I0Zpuisement (ou
sols dans les deux cas. Il faudrait aussi penser ~ avoir une condition o IOon rajoute uniquem
bactZries " fort potentiel altZrant teBugkieolderiat Collimonadf3ien szr des Ztudes seraient
prZalablement rZalisZes en laboratoire en microcosmes avant de faire une expZrimentation
terrain, ne serait-ce que pour juger du maintien des bactZries ~ la surface d@ssminZraux.
expZriences pourraient donner lieu ~ la crZation de fertilisants spZcialement coneus pou
Zcosystemes forestiers pauvres en nutriments. Le bois Ztant une des ressources du futur,
application pourrait tre un atout majeur pour une meilleure gestion des Zcosystemes forestiers.
ce cadre, des paralleles pourraient tre faits avec des Ztudes dOZcophysiologie des Zcosy:

forestiers.
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ANNEXE 1PROCEDURH3IOINFORMATIQUES



ROUTINE MOTHUR

Applications/mothur\'85/mothur
Applications/mothur ; exit; (pour la version 1.8)

grep -c ">" *.fa
grep ">" MIN.fa > MIN.group

BBedit: (ouvrir MIN.group)
remplacer > par rien (cocher grep)
remplacer \r par \tMIN\r

cat MIN.group > MIN.groups
cat MIN.fa > MIN.fasta

mothur > unique.seqs(fasta=/Users/MIN.fasta)\

mothur > align.seqgs(candidate=/Users/MIN.unique.fasta, template=/Users\'85.core_set_aligned.impute
ksize=9, align=needleman, gapopen=-1)

mothur > filter.seqs(fasta=/Users/MIN.unique.align, vertical=T)

mothur > dist.seqs(fasta=/Users/MIN.unique.filter.fasta, cutoff=0.10, processors=2)

moteur > read.dist(columnn=/Users/MIN.unique.filter.dist, name=MIN.names) ==>> Ztape inutile pour ve
mothur supZrieure " 1.18.0, passer directement " cluster

mothur > cluster()

mothur > read.otu(list=Users/MIN.unique.filter.fn.list, group=MIN.groups, label=unique-0.03-0.05-0.10)
mothur > read.otu(rabund=/Users/MIN.unique.filter.MIN.rabund)

mothur > summary.single(calc=nseqs-sobs-ace-chao-shannon)

mothur > rarefaction.single(freq=100)

R (courbes de rarefaction)

data<-read.table(file="MIN.unique.filter.fn.rarefaction”, header=T)

plot(x=data$numsampled, y=data$unique, xlab="Number of Tags sampled”, ylab="OTUs", type="I", col=
font.lab=3)

points(x=data$numsampled, y=data$Xx0.03, type="1", col="blue")

points(x=data$numsampled, y=data$X0.05, type="I", col="red")

points(x=data$numsampled, y=data$X0.10, type="I", col="green")

legend(x=50000, y=1500, c("unique", "0.03", "0.05", "0.10"), c("black", "blue", "red", "green"))

Pour avoir une sZquence reprZsentative:par OTU

mothur > get.oturep(column=/Users/cendrella/Desktop/RUNepu/MIN8/MIN8.unique.filter
name=/Users/cendrella/Desktop/RUNepu/MIN8/MIN8.names,
fasta=Users/cendrella/Desktop/RUNepu/MIN8/MINS8.unique.fasta,
list=/Users/cendrella/Desktop/RUNepu/MIN8/MINS8.unique.filter.fn.list, label=0.03, sorted=size)

(2 fichiers gZnZrZs => MIN.rep.fasta et MIN.rep.names _ le fichier .rep.fasta contient les sZquenc
DonnZes sont classZes des OTUs contenant le moins de sZquences ™ ceux en contenant le plus)

Multi-samples analy§isur analyser plusieurs sets de sZquences en meme temps: par exemple tous |
Zchantillons de l'apatite)

grep -c ">" *.fa

grep ">" MIN.fa > MIN.group

BBedit ou tex wrangler: (ouvrir MIN.group)

remplacer > par rien (cocher grep)

remplacer \r par \tnomde I'echantillon\r




cat *.group > MIN.groups
cat *.fa > MIN.fasta

Puis suivre la meme procZdure que pour une analyse avec un set de sZquence
shared

mothur > venn(calc=sharedsobs-sharedchao, groups=FS312-FS396, label=0.10)

mothur > tree.shared(calc=jest-thetayc)

mothur > read.otu(shared=sogin.unique.filter.fn.shared)

mothur > rarefaction.shared()

mothur > read.otu(list=patient70.fn.list, group=patient70.tissue_stool.groups)

mothur > summary.shared(entrer les commandes voulues : sharedsobs, sharedace, sharedchao)
mothur > heatmap.bin(scale=log2, label=0.03)

mothur > get.sharedseqs(list=abrecovery.fn.list, group=abrecovery.groups, label=0.04, shared=A-B)
mothur > get.sharedseqs(list=abrecovery.fn.list, group=abrecovery.groups, label=0.04, unique=A-B)

Choisir le nombre de sZguences

Permet de rZduire le nombre de sZquences pour avoir le meme nombre de sZquences pour chaque Zct
(Ici le plus petit set de sZguence contient 31666 sZquences)\
sub.sample(fasta=MIN.fasta, size=31666)



ROUTINE PHYLIP

C:\phylip3.65\dnadist
H:\nom.phy (si besoin table de similaritZ appuyer sur D puis Y)
Y

rename outfile nomdnadistl
C:\phylip3.65\neighbor
nomdnadistl

Y

rename outfile nomneighborl
rename outtree nomtreel
C:\phylip3.65\seqgboot
H:\nom.phy

R 100 (ou 1000) Y 23
rename outfile nomseqgbootl
C:\phylip3.65\dnadist
nomseqgbootl

M D 100 (ou 1000)

rename outfile nomdnadist2
C:\phylip3.65\neighbor
nomdnadist2

M 100 23 Y

rename outfile nomneighbor2
rename outtree nomtree2
C:\phylip3.65\consense
Nomtree2 Y

rename outtree nomtree3



ROUTINE ADE4

Copier les donnZes damis documents diffZrents sous excel :
o Un avec lesleurs {Les virgules doivent stre remplacZes par dBs points
0 Un aec lesntitulZs des colonnes (les noms doivent stre enregistrZs en une seule
colonne)
0 Un avec lgstitulZs des lignes (les noms doivent «tre enregistrZs en une seule colonne)
Les Oenreglstrer €pbasec le format OTexte(sZparateur: tabﬁ)latlon) txt
NB il est conseillZ de faire un dossier sur le bureau pour rZunir les trois documents (Que 100t
nommZ Values.txt, Colonne.txt et Ligaeex¢émple)
Ouvir le modulkDE4-Computgc™ne ZIZphant)
Aller dans I@odule& puis dansF@es utilitie)s et enfin dang €xttobil :
o Text input filedller chercher le fichi¢alQes.bE
0 Binary output fil&crire C Val@éN Elé plus important Ztant de meiié 2
o CQuitE
0 C OK E(pour enregistrer)
Ouvrir le modE4-Computgc™ne ZIZphant)
Aller dansI@odule& puis Qne table analyge®t enfin dan€QAE :
o Data file : Aller chercher le ficli@u€sBIN E.
o COKE
0 C Quit E et C OK E (pour enregistrer)
Le programme a gZmplugieurs fichiers et notamment.fie® et .fcli qui correspondent aux
donnZes en colonnes (.fced)en lignes (.fcli)
Ouvrir le modWDE4-Graph (ic™ne |Zopard) :
o XY coordinates fildler chercher le fichi¢alQesBIN.fcco E
0 Label file (or #) for itermler chercher le fichi€olpnne.té (= celui qui contient les
intitulZs delonnes)
0o C OK ENpn non, on ne met rien dans les autres ases "
0 Une fois le graphique rZalisZ aller AAnda@E puis dansvn & mak
0o RZgler les Zchellédi@. abscisds, C Max. abscigsaC Min. ordinktet C Max.
ordinat& de faeon " ce que tous les points soient visibles sur le g2asvicEeDr
appliquer les changements dOZchelle)
o Noter sur une feuille de brouillon les Zchelles retenues (Recopier la petite croix en hau
droite du graphique).
o0 Fermer le modW®E4-Graph puis le relancer.
o Cette fois-ci choisir le fichial@sBIN.fcli E et C Ligie(txicelui qui contient les
intitulZs dégnes) et C OK E
0o RZgler de la meme fason les Zchelles et les noter sur une feuille
o Fermer le module
Comparer les deux Zchelles obtenues darplesigrande.
Relancer le modBE4-Graph et refaire un graphique “da fippliquant IOZchelle la plus
grande.
Lorsque le graphique obtenu convient : AlléfigaBGis danS&ve askE E et lui donner un
nom (par exempl&@ph colonts. Il sera enregistrer aidfE
Faire de meme avec le deuxieme graph.
Et maintenant il faut trouver quelquOun disposant dOun programme capable de lire les fichiel
C .pict E (par exemple Adobe lllustratorE) afin de pouvoir superposer les deux graphiques.




ANNEXE 2 PROTOCOLES



PROTOCOLE N{TESTS FONCTIONNELS EN GOUTTES

Faire une culture de la souche " tester dans 10 mL milieu et dans conditions dOincubatiol
conviennent (pour les souches de cette Ztude : 10 mL de milieu LBm ~ 25Cj pendant 2j). PrZvc
tZmoin positif [PML1(12)]

RZcupZrer 2 mL de milieu dans un eppendorf (pour des souches qui ne poussent pas bien, p
plusieurs tubes)

Centrifuger les cellules pendant 10min ~ 13 000rpm

Jeter le surnageant (attention aux micros Zclaboussures lors du traitement de plusieurs souches *
et attention " ne pas C perdre E le culot)

Resuspendre le culot dans 2 mL dOeau mQ stZrile

Centrifuger 10min ~ 13 000rpm

Jeter le surnageant

Resuspendre le culot dans 2 mL dOeau mQ stZrile (sOil y a plusieurs tubes pour une souche, les
un seul)

Centrifuger 10min ~ 13 000rpm

Refaire un lavage avec 2 mL dOeau stZrile

Resuspendre le culot dans C la derniere goutte E

Ajouter entre 5Q et 100 L de suspension dans un tube ~ hZmolyse prZalablement prZparZe avec a
moins 1,5 mL dOeau mQ stZrile

Ajuster la concentration de cellules ™ weddprise entre 0,8 et 1 (colorimetre : WPA welourwa
CO7500)

DZposer 3 gouttes del5sur le milieu gZlosZ choisi (CAS et/ou TCP) de fason " ce que les goutte:
soient bien espacZes (attention aux micros Zclaboussures)

Incuber ” 25;C

Faire des mesures " 4, 7, 11 et 14 jours des colonies dOune part, et du C halo + colonies E dOau
IOaide du pied " coulisse Zlectronique (JLC)

Pour avoir la mesure du halo, soustraire la mesure des colonies " la mesure C halo + colonies E

Standardiser les mesures en % par rapport au tZmoin choisi (ex : PML1(12))



PROTOCOLE NjZEST EN MICROPLAQUE ALTERATION DE LA BIOTITE

Sortir des souches " raison de 10 par microplaques sur TSA 10% plus les tZmoins (positif PML1(
nZgatif PN3(3)) et incuber 2j ~ 25;C (NB : prZvoir un peu plus de souches au cas ou il y en aura
pousserait mal voir pas du tout !)

Passer les souches en culture liquide LB (10ml) et incuber 2 jours ™ 25;C sous agitation

RZcupZrer les souches et mettre 2ml de culture dans des tubes Eppendorf de 2ml ~ raison de 2tub
souches

Centrifuger 10min ~ 11000 rpm ~ 6;C

Jeter le surnageant et laver avec 2ml dOeau mQ stZrile

Centrifuger 10min ~ 11000 rpm ~ 6;C

RZpZter le lavage 3 fois en tout

Resuspendre le culot dans la derniere goutte

Ajuster la DO de chaque souche entre 0,8 et 1 ~ 600nm dans des tubes ~ hZmolyse contenant 2ml
mQ stZrile

En parallsle, prZparer du milieu BHm 1X + glc (5ml BHm 10X + 5ml glucose 20g/L + QSP avec ec
stZrile ~ 50ml et filtrer ~ Q2® et stZriliser aux UV des microplaques (noter le rZfZrence du lot ici : Ao
2007) contenant de la biotite (2 sZries de 30min sous la PSM)

Remplir des microplaques contenant de la biotite (+10mg) deewili80 BHmM 1X + glucose

Ajouter 20l de culture ~ DO comprise entre 0,8 et 1 dans les puits " raison dOune souche par colonn
prZfZrence mettre les tZmoins dans les colonnes 11 (+) et 12 (-), et surtout bien agiter avant chaque ¢
Recouvrir la microplaque dOune feuille de scotch avant de remettre le couvercle (NB : ne pas appuy
couvercle pour ne pas faire sortir le liquide !) (Ref. Nunc :236366, Ref. Dutscher : 055049)

Mettre les microplaques " incuber ~ 25;C sous agitation (350 rpm) pendant 48h

Au bout de 48h, prZparer des microplaques de rZvZlation avec une solution de bromocrZsol ~ 1g/L
ferrospectral : prendre une bo’te de pZtri, en veillant ~ ce quOil nOy est pas de poussiere, et m
bromocrZsol dans la grande partie et le ferrospectral dans le couvercle de la bo’te et rempl
microplaques " I0aide dOun pipetman multicanal comme suit : les 4 premiers puits de chaque colonn
bromocrZsol et les quatres suivants avec du ferrospectral (cf figure) (NB: la rZvZlation doit Se

rapidement [)/!\ A manipuler avec Gants + lunettes + masque /\



RZcupZrer les microplaques contenant les souches et vZrifier quOil nOy a AUCUN grain de biotite ¢
dessous
Peser ces microplaques, elles ne doivent pas avoir un Zcart de poids de plus de 0,5g entre elles
Poser (avec un petit C clic E) les microplaques avec la biotite sur les microplaques contenant le bron
et le ferrospectral (NB : faire un signe distinctif sur les deux plaques mises IOune sur IQautre afin d
permutations de plaques)
Centrifuger les microplaques ainsi disposZes ~ IQaide du rotor S2096 pendant 10min ~ 3000rpm " 6i(
les Zcritures prZsentes sur les Ztriers doivent stre positionnZes vers |QextZrieur)
SZparer les microplaques (une " la fois pour Zviter les permutations)
Enlever le scotch de la premiere microplaque doucement et dOun mouvement continu afin dOZ
projections (NB : de prZfZrence commencer par enlever du c™tZ des tZmoins) (autoclaver le scotch)
Prendre un c™ne et gratouiller chaque puits doucement (1 ¢c™ne pour une colonne = 8 puits) en vei
pas ab’mer le filtre
Replacer les microplaques IOune sur IQautre en veillant ~ bien remettre chaque microplaque &
C jumelle E
Centrifuger 20min ~ 3000rpm ~ 6;C
Allumer IOordinateur et le spectrophotometre Biorad
Placer la microplaque sans le couvercle dans le spectrophotometre (en veillant ~ ce quOil nOy est
poussiere ou autre qui tombe dedans)
Lire la microplaque "~ une DO de 595nm et en veillant ~ activer l'option "shake" pour homogZnZisi
solutions.
Transformation des donnZes : Fer = 5,64221005
pH = 0,8508*LN(£4p+5,2763

Gestion des dZchets :

Plague biotite => autoclave, sauf si observation microscope

Plaque de rZvZlation => sZchage sous hotte



PROTOCOLE NijBE DOSAGE DES OXYDE-HYDROXYDES DE FER APRES UN BIOTEST E
MICROPLAQUE

PrZparer une solution de KCL/hydroxylamine : KCIOHVD28H pH 5.

(NB : cette solution peut stre prZzparZe ~ I0avance et stockZe ~ T ambiante)

Remplir la microplaque aveld 2@0solution

Incuber ~ 25;C ~ 350rpm pendant une heure

PrZparer une autre microplaque (sans filtre) dans laquelld de feeto@pectral

RZcupZrer la premisre microplaque que 10on place au-dessus de celle contenant le ferrospectral
Centrifuger le tout ~ 3000rpm pendant 10min " 6;C

SZparer les microplaques

Prendre un c™ne et gratouiller chaque puits doucement en veillant ™ ne pas ab”mer le filtre, ceci afin
le colmatage des filtres par la biotite

Remettre les microplaques IOune sur IOautre en faisant bien attention de les remettre dans le meme s
RZpZter IOZtape de centrifugation

Lire la microplaque contenant le ferrospectral ~ I0aide dOun spectrop&tumpetrgNB: ne pas

hZsiter ~ faire OmZlangerO la plaque avant la lecture, la plupart des spectrophotomstre de micrc
disposent de cette option)

Transformer les donnZes obtenues ~ IQaide de la formule : Fer = 5,6422*X-0,1795 (X Ztant la
obtenue par lecture au spectrophotometre)

InterprZter les rZsultats



PROTOCOLE NjEXTRACTION D'ADN GENOMIQUE

Faire une culture de la souche dont 'ADN est ™ extraire

Mettre 30ml de culture dans un Falcon 50ml

Centrifuger pdt 15min ~ 5000rpm

Reprendre le culot dans 20ml de TE

Centrifuger 15 min " 5000rpm

Evacuer le surnageant

QSP avec TE "~ 5ml H50laCl 5M + BOLysozyme

Incubation 1h ™ 37 + venir agiter de tps en tps

Ajouter 500 SDS 10% + 2QprotZinase K

Incubation 2h ” 55;C en venant agiter de tps en tps

Ajout 1/3 volume de NaCl 5M + 1 volume de chloroforme

Incubation 50 min ~ Tj ambiante en agitant de tps en tps

Centrifuger 4500G pdt 15min

TransfZrer la phase aqueuse dans un Falcon de 15ml (+ phase blanche dans un deuxisme = ADN
OsaleO)

Ajout 1volume dOisopropanol et inverser doucement le tube afin de prZcipiter IDADN
TransfZrer dans tubes eppendorf de 2ml si besoin faire QSP avec isopropanol
Centrifuger 15min ~ 13000rpm ~ 6;C

Evacuer surnageant

Faire deux lavages " I0Zthanol 70% => ajduiéttBafol et centrifuger 13000rpm pdt 10min
Faire sZcher les tubes (attention ~ ne pas perdre les culots)

Resuspendre dans du tampon TE (ou de I'eau mQ) et tout transfZrer dans un seul tube de fason
entre 100 et 200dOADN



PROTOCOLE NjbIGATION

I Pour 201 de rZaction :
o 1/10 buffer T4 10X
o 10 Id'insert
o 7'lde vecteur
o 1 ldeligase

I Incuber " la paillasse sur la nuit



PROTOCOLE NjZRANSFORMATION

Sortir les cellules compZtentes (protocole nj7) sur glace pendant 10 min

Ajouter 2 " 10l d'ADN " transformer (ex: ligation)

Laisser incuber 30min sur glace

Faire un choc thermique pendant 30 " 45 secondes ~ 42iC

Remettre aussit™t 30 ~ 45 secondes dans la glace

Ajouter 200 de mileu LB

Incuber 1h ~ 37;C (le temps d'incubation et la tempZrature peut varier selon la souche et 'ADN ~
transformer)

Etaler sur 3 bo"tes contenant le milieu adZquat (antibiotique, X-gal, source de carbone, etc) afin d«
sZlectionner les clones ayant intZgrZ I'ADN.

Incuber le temps nZcessaire ~ tempZrature optimale (ex: pour une transformation avec une souche

dEscherichia colhcuber sur la nuit ~ 37;C.)



PROTOCOLE NjPREPARATION DE CELULES COMPETENTES

Strier des cellules dOun stock congelZ sur une bo”te de LBm et faire pousser une nuit ~ 37;C (jour
Ensemencer dans 5 mL de LBm et mettre ~ agiter une journZe ~ 37;C (jour 2)

Ensemencer 50 de prZculture stationnaire dans 100 mL de SOB dans un erlen de 1 L (jour 3). F
pousser ~ 18-20;C avec agitation forte (200-250 rpm).

Arrster ~ une DO de 0,6 (jour5) en plasant IOerlen dans la glace pendant 10 min.

TransfZrer dans des falcon 50 mL et centrifuger 10 min ~ 3000 rpm

Reprendre le culot dans 32 mL de TB froid

Incuber 10 min dans la glace

Centrifuger 10 min ~ 4;C " 3000 rpm

Reprendre doucement dans 8 mL de TB et ajbliteledDRISO (" une concentration finale de 7%)

en mZlangeant doucement.

Incuber 10 min dans la glace puis rZpartir dans des tubes epddnganf (116€) et congeler

immZdiatement ~ - 80;C.

SOB:
PourllL:
¥ 20g Bactotryptone
¥ 5¢ Extrait de levure
¥ 059 NaCl
¥ 0,2g KCI

TB:
Pour 500 mL
¥ 1,19g Pipes (ou Hepes)
¥ 1,10g Cagl
¥ 9329 KCI
QSP " 500 mL avec de IOeau mQ, ajuster le pH ~ 6,7 avec du KOH puis ajouter 5,44 g de MnCl
La solution est filtrZe ~ 0,82



PROTOCOLE NjIPRECIPITATION/PURIFICATION D'ADN

Pour 501 d'ADN " prZcipiter.

Ajouter'5 de NaCl " 5M

2 volume d'Zthanol aboid

Inverser doucement le tube

Incuber au moins 20 ~ 30min ~ -20;C
Centrifuger © 13000rpm " 4{C pendant 30min
Evacuer le surnageant

Ajouter 100 d'Zthanol ~ 70/oid

Centrifuger © 13000rpm " 4{C pendant 15min
Refaire un lavage " I'Zthanolfidet

Faire sZcher le tube

Resuspendre le culot dah$ $6au mQ ou de tampon TE.



PROTOCOLE Nj1BIISE EN COLLECTION DE BACTERIES

RZcupZrer les Zchantillons bruts (racines, sol, mycorhizes, minZraux, etc) dans des tubes stZriles
prZalablement notZs et pesZs.
Peser les tubes avec les Zchantillons pour dZterminer la masse fra’che.
Ajouter 5ml dOeau stZrile
Vortexer pendant 1min.
o Faire un aliquot de 1ml pour stocker " -80;C avec du glycZrol (minimum 20%)
o Prendre 300pour faire des dilutions en sZriesl(®0163 109 dans des tubes prZalablement
prZzparZs (avec 27080eau stZrile)
o Faire sZcher le reste et ensuite peser pour obtenir la masse seche (! prendre en compte les 1,
utilisZs)
Etaler 50 par dilutions sur TSA 10% et TSA 10% + Cycloheximide (3 rZpZtitions par dilution)



PROTOCOLE Nja6XTRACTION DE PLASMIDE AVEC LE KIT QIAGEN




Protocol: Plasmid DNA Purification Using the QlAprep

Spin Miniprep Kit and a Microcentrifuge

This protocol is designed for purification of up to20 !g of high-copy plasmid DNA from
1+5 ml overnight cultures of E. coli in LB (Luria-Bertani) medium. For purification of
low-copy plasmids and cosmids, large plasmids (>10 kb), and DNA prepared using
other methods, refer to the recommendations on page 44.

Please read 2lmportant Notes® on pages 15+21 before starting.
Note: All protocol steps should be carried out at room temperature.

Procedure

1. Resuspend pelleted bacterial cells in 250 !l Buffer P1 and transfer to a micro-
centrifuge tube.

Ensure that RNase A has been added to Buffer P1. No cell clumps should be visible
after resuspension of the pellet.

If LyseBlue reagent has been added to Buffer P1, vigorously shake the buffer bot-
tle to ensure LyseBlue particles are completely dissolved. The bacteria should be
resuspended completely by vortexing or pipetting up and down until no cell clumps
remain.

2. Add 250 !l Buffer P2 and mix thoroughly by inverting the tube 4+6 times.

Mix gently by inverting the tube. Do not vortex, as this will result in shearing of
genomic DNA. If necessary, continue inverting the tube until the solution becomes
viscous and slightly clear. Do not allow the lysis reaction to proceed for more than
5 min.

If LyseBlue has been added to Buffer P1 the cell suspension will turn blue after addi-
tion of Buffer P2. Mixing should result in a homogeneously colored suspension. If
the suspension contains localized colorless regions or if brownish cell clumps are
still visible, continue mixing the solution until a homogeneously colored suspension
is achieved.

3. Add 350 !l Buffer N3 and mix immediately and thoroughly by inverting the tube
4+6 times.

To avoid localized precipitation, mix the solution thoroughly, immediately after
addition of Buffer N3. Large culture volumes (e.g.3 5 ml) may require inverting up
to 10 times. The solution should become cloudy.

If LyseBlue reagent has been used, the suspension should be mixed until all trace
of blue has gone and the suspension is colorless. A homogeneous colorless sus-
pension indicates that the SDS has been effectively precipitated.

4. Centrifuge for 10 min at 13,000 rpm (~17,900 x g) in a table-top microcentrifuge.
A compact white pellet will form.

22 QIlAprep Miniprep Handbook 12/2006



10.

Apply the supernatants from step 4 to the QIAprep spin column by decanting or
pipetting.
Centrifuge for 30£60 s. Discard the flow-through.

Recommended: Wash the QIAprep spin column by adding 0.5 ml Buffer PB and
centrifuging for 30+60 s. Discard the flow-through.

This step is necessary to remove trace nuclease activity when usirendA* strains
such as the JM series, HB101 and its derivatives, or any wild-type strain, which
have high levels of nuclease activity or high carbohydrate content. Host strains
such as XL-1 Blue and DH5a do not require this additional wash step.

Wash QIAprep spin column by adding 0.75 ml Buffer PE and centrifuging for
30160 s.

Discard the flow-through, and centrifuge for an additional 1 min to remove residual
wash buffer.

Important: Residual wash buffer will not be completely removed unless the
flow-through is discarded before this additional centrifugation. Residual ethanol
from Buffer PE may inhibit subsequent enzymatic reactions.

Place the QIAprep column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube. To elute DNA,
add 50 !l Buffer EB (10 mM Tris"Cl, pH 8.5) or water to the center of each QlAprep
spin column, let stand for 1 min, and centrifuge for 1 min.

Protocol: Plasmid DNA Purification Using the QIAprep
Spin Miniprep Kit and 5 ml Collection Tubes

The QIAprep Spin Miniprep procedure can be performed using 5 ml centrifuge tubes
(e.g., Greiner, cat. no. 115101 or 115261) as collection tubes to decrease handling.
The standard protocol on pages 22+23 should be followed with the following
modifications:

Step 4: Place a QIAprep spin column in a 5 ml centrifuge tube instead of a 2 ml

collection tube.

Step 6: Centrifuge at 3000 x g for 1 min using a suitable rotor (e.g., Beckman

GS-6KR centrifuge at ~4000 rpm). (The flow-through does not need to be
discarded.)

Steps 7 For washing steps, centrifugation should be performed at 3000 xg for 1 min.
and 8: (The flow-through does not need to be discarded.)

Step 9: Transfer the QIlAprep spin column to a microcentrifuge tube. Centrifuge at

maximum speed for 1 min. Continue with step 10 of the protocol.

QIlAprep Miniprep Handbook 12/2006 23
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Microbial Community Analysis

EcoPlate”
Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4
Water [EMethyl-D- D-Galactonic ~ [L-Arginine Water EMethyl-D- D-Galactonic ~ |L-Arginine Water EMethyl-D- D-Galactonic  |L-Arginine
Glucoside Acid Glucoside Acid Glucoside Acid
y@lLactone y@Lactone y@Lactone
B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4
Pyruvic Acid D-Xylose D- L-Asparagine [Pyruvic Acid D-Xylose D- L-Asparagine [Pyruvic Acid D-Xylose D- L-Asparagine
Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic Methyl Ester Galacturonic
Acid Acid Acid
C1 c2 C3 Cc4 C1 c2 C3 Cc4 C1 Cc2 C3 C4
Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L- Tween 40 i-Erythritol 2-Hydroxy L-
Benzoic Acid  [Phenylalanine Benzoic Acid  |Phenylalanine Benzoic Acid  |Phenylalanine
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine Tween 80 D-Mannitol 4-Hydroxy L-Serine
Benzoic Acid Benzoic Acid Benzoic Acid
E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4
@ N-Acetyl-D- w L-Threonine @D N-Acetyl-D- ) L-Threonine 2] N-Acetyl-D- ) L-Threonine
Cyclodextrin  |Glucosamine  |Hydroxybutyric Cyclodextrin  |Glucosamine | Hydroxybutyric Cyclodextrin  |Glucosamine  [Hydroxybutyric
Acid Acid Acid
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Glycogen D- Itaconic Acid  [Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Acid  |Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Acid  [Glycyl-L-
Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic Glutamic Acid Glucosaminic Glutamic Acid
Acid Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
D-Cellobiose  [Glucose-1- dKetobutyric |Phenylethyl- D-Cellobiose  |Glucose-1- dKetobutyric [Phenylethyl- D-Cellobiose  [Glucose-1- dKetobutyric |Phenylethyl-
Phosphate Acid amine Phosphate Acid amine Phosphate Acid amine
H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 H4 H1 H2 H3 Ha
dD-Lactose D,L-d D-Malic Acid | Putrescine d@D-Lactose D,L-d> D-Malic Acid |Putrescine @dD-Lactose D,L-d D-Malic Acid |Putrescine
Glycerol Glycerol Glycerol
Phosphate Phosphate Phosphate
FIGURE 1. Carbon Sources in EcoPlate
INTRODUCTION temporal changes in microbial communities. In applied

Microbial communities provide useful information about
environmental change. Microorganisms are presentin

virtually all environments and are typically the first organisms
to react to chemical and physical changes in the environment.
Because they are near the bottom of the food chain, changes in
microbial communities are often a precursor to changes in the
health and viability of the environment as a whole.

The Biolog EcoPlate™ (Figure 1) was created specifically for
community analysis and microbial ecological studies. It was
originally designed at the request of a group of microbial
ecologists that had been using the Biolog GN MicroRlate

but wanted a panel that provided replicate sets of'tests

Community analysis using the Biolog MicroPlates was
originally described in 1991 by J. Garland and A. Mills
Researchers found that by inoculating Biolog GN MicroPlates
with a mixed culture of microorganisms and measuring the
community fingerprint over time, they could ascertain
characteristics about that community of microbes. This
approach, called community—level physiological profiling, has
been demonstrated to be effective at distinguishing spatial and

ecdogical research, the MicroPlates are used as both an assay
of the stability of a normal population and to detect and assess
changes following the onset of an environmental variable.

Studies have been done in diverse applications of microbial
ecology and have demonstrated the fundamental utility of
Biolog MicroPlates in detecting population changes in soil,
water, wastewater, activated sludge, compost, and industrial
waste. The utility of the information has been documented in
over 500 publications using Biolog technology to analyze
microbial communities. A bibliography of publications is
posted on the Biolog website at
www.biolog.com/mID_section_4.html.

ECOPLATE

The Biolog EcoPlate contains 31 of the most useftlaa

sources for soil community analysis. These 31 carbon sources
are repeated 3 times to give the scientist more replicates of the
data. Communities of organisms will give a characteristic
reaction pattern called a metabolic fingerprint. These
fingerprint reaction patterns rapidly and easily provide a vast
amount of information from a single Biolog MicroPlate.



Microbial Community Analysis

The community reaction patterns are typically analyzed at
defined time intervals over 2 to 5 days. The changes in the
pattern are compared and analyzed using statistical analysis
software. The most popular method of analysis of the data is
via Principle Components Analysis (PCA) of average well
color development (AWCD) data, but alternative methods
may also offer advantage$ The changes observed in the
fingerprint pattern provide useful data about the microbial
population changes over time.

Biolog MicroPlates have been compared to other methods,
such as phospholipid fatty-acid analysis, for monitoring
community and ecological changes. The MicroPlates were
found to be more sensitive to changes in the enviroriment
Biolog MicroPlates were also indicated as more sensitive to

changes in major determinants such as temperature and water.

Similar analyses have been performed using the Biolog GN
and GN2 MicroPlates. For certain applications the GN2
MicroPlates may be preferable to the EcoPlate. The
individual application will dictate which MicroPlate is best
suited for the community or ecological analysis.

TYPICAL PROCEDURE?

STEP 1. Environmental samples are inoculated directly into
Biolog MicroPlates either as aqueous samples or after
suspension (soil, sludge, sediment, etc...).

STEP 2 The Biolog MicroPlates are incubated and analyzed
at defined time intervals.

STEP 3 The community-level physiological profile is
assessed for key characteristics:

o0 Pattern development (similarity)
o Rate of color change in each well
0 Richness of well response (diversity)

Formation of purple color occurs when the microbes can
utilize the carbon source and begin to respire. The respiration
of the cells in the community reduces a tetrazolium dye that is
included with the carbon source.

The reaction patterns are most effectively analyzed with a
microplate reader, using the MicroStation System. However,
any good microplate reader can be used to provide optical
density (ORyg) values.

Statistical analysis of the data is typically performed using
standard software packages. Some researchers have found
that PCA provides greater resolution than other methods of
statistical analysfS.

BiOLOG

MicroLog and MicroPlate are trademarks of Biolog, Inc., Hayward, CA
Part# 00A 012, Rev. B, July 07

21124 Cabot Blvd. Hayward, CA 94545

Telephone: 510-785-2564
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INSTRUCTIONS FOR USE OF THE BIOLOG GEN 1t MICROPLATE ™

Intended Use

The GEN Il MicroPlate™ test panel provides a standardized micromethod using 94 biochemical tests to
profile and identify a broad range of Gram-negative and Gram-positive bacteria™?. Biolog’s Microbial
Identification Systems software (e.g.OmniLog® Data Collection) is used to identify the bacterium from its
phenotypic pattern in the GEN Il MicroPlate.

Description

f The Biolog GEN Il MicroPlate analyzes a microorganism in 94 phenotypic tests: 71 carbon source
utilization assays (Figure 1, columns 1-9 ) and 23 chemical sensitivity assays (Figure 1, columns
10-12). The test panel provides a !Phenotypic Fingerprint*  of the microorganism that can be
used to identify it at the species level.

f All necessary nutrients and biochemicals are prefilled and dried into the 96 wells of the
MicroPlate. Tetrazolium redox dyes are used to colorimetrically indicate utilization of the carbon
sources or resistance to inhibitory chemicals.

f Testing is performed very simply, as shown in Figure 2. The isolate to be identified is grown on
agar medium and then suspended in a special “gelling” inoculating fluid® (IF) at the recommended
cell density. Then the cell suspension is inoculated into the GEN Il MicroPlate, 100 pl per well, and
the MicroPlate is incubated to allow the phenotypic fingerprint to form. All of the wells start out
colorless when inoculated. During incubation there is increased respiration in the wells where cells
can utilize a carbon source and/or grow. Increased respiration causes reduction of the tetrazolium
redox dye, forming a purple color. Negative wells remain colorless, as does the negative control
well (A-1) with no carbon source. There is also a positive control well (A-10) used as a reference for
the chemical sensitivity assays in columns 10-12. After incubation, the phenotypic fingerprint of
purple wells is compared to Biolog’s extensive species library. If a match is found, a species level
identification of the isolate is made.

Figure 1. Layout of assays in the MicroPlate

GEN Il MicroPlate ™

Al A2 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All A12

Negative Control | Dextrin D-Maltose D-Trehalose D-Cellobiose Gentiobiose Sucrose D-Turanose Stachyose Positive Control pH 6 pHS5

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12

D-Raffinose @D-Lactose D-Melibiose EMethyl-D- D-Salicin N-Acetyl-D- N-Acetyl- fED- N-Acetyl-D- N-Acetyl 1% NaCl 4% NaCl 8% NaCl

Glucoside Glucosamine Mannosamine Galactosamine Neuraminic Acid
C1 c2 c3 Cc4 C5 Cé c7 cs c9 C10 C11 C12
@D-Glucose D-Mannose D-Fructose D-Galactose 3-Methyl Glucose |D-Fucose L-Fucose L-Rhamnose Inosine 1% Sodium Fusidic Acid D-Serine
Lactate
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Sorbitol D-Mannitol D-Arabitol myo-Inositol Glycerol D-Glucose- D-Fructose- D-Aspartic Acid D-Serine Troleandomycin Rifamycin SV Minocycline
6-PO4 6-PO4
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 El1 E12
Gelatin Glycyl-L-Proline L-Alanine L-Arginine L-Aspartic Acid L-Glutamic Acid L-Histidine L-Pyroglutamic L-Serine Lincomycin Guanidine HCI Niaproof 4
Acid

F1 F2 F3 Fa F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12

Pectin D-Galacturonic L-Galactonic D-Gluconic Acid D-Glucuronic Glucuronamide Mucic Acid Quinic Acid D-Saccharic Acid | Vancomycin Tetrazolium Tetrazolium
Acid Acid Lactone Acid Violet Blue

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12

p-Hydroxy- Methyl Pyruvate | D-Lactic Acid L-Lactic Acid Citric Acid d@Keto-Glutaric D-Malic Acid L-Malic Acid Bromo-Succinic Nalidixic Acid Lithium Chloride | Potassium

Phenylacetic Methyl Ester Acid Acid Tellurite

Acid

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12

Tween 40 A@Amino-Butryric | d®Hydroxy- -Hydroxy-D,L- dKeto-Butyric Acetoacetic Acid | Propionic Acid Acetic Acid Formic Acid Aztreonam Sodium Butyrate | Sodium Bromate
Acid Butyric Acid Butyric Acid Acid




Figure 2. Steps in the testing protocol



Materials Provided

f
f

MicroPlates: Catalog No.1030- Biolog GEN III MicroPlates (10/box).

On receipt, inspect foil pouches and MicroPlates for damage in shipping. To maintain the full shelf
life, the foil pouched MicroPlates must be stored at 2-8 ° C. The expiration date is printed on each
pouch. Do not use the MicroPlates after the expiration date.

Materials Not Provided

f
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Agar Culture Media : Catalog No.71102-BUG Agar with 5% sheep blood (BUG+B); Catalog No.
Bio-M1012- Chocolate Agar ; Catalog No.70101- Biolog Dehydrated Growth Agar, 500 gm (BUG
Agar).

Inoculating Fluid:  Catalog No.72401- IF-A, Catalog No.72402- |IF-B, Catalog No. 72403- IF-C.
Inoculatorz!: Catalog No.3321- Sterile disposable inoculator swabs (20x50); Catalog No.3323
(100x1).

Streakerz ™: Catalog N0.3025- Sterile disposable wooden agar plate streakers (10x100); Catalog
No0.3026 (50x20).

Transfer Pipets : Catalog N0.3019- Sterile disposable 9 inch transfer pipets.

Reservoirs : Catalog N0.3102- Sterile disposable reservoirs.

Multichannel Pipettes: Catalog No.3711- 8 channel electronic pipettor.

Pipet Tips: Catalog No. 3201- Sterile racked pipet tips for Ovation multichannel pipettor; Catalog
No. 3001- Matrix multichannel pipettor tips.

Turbidimeter: Catalog No.3531- 110 volt model, Catalog N0.3532 -220 volt model, Catalog
N0.3585 - 240 volt model.

Turbidity Standards : Catalog No0.3441 - 85% T; Catalog N0.3440 - 65% T.

Determine Appropriate Protocol to Use (Inoculating F luid and Cell Density)

f

f
f

All protocols are performed in the same manner, the only difference being the choice of inoculating
fluid (IF) and cell density for inoculation.

Protocol A_is used for the vast majority of species.

Protocol B _is used for a small number of strongly reducing species and capsulated species
(primarily some strains of Aeromonas, Vibrio, and spore-forming Gram-positive rods). These
species will give a false-positive result in the A-1 well with Protocol A. If this occurs, simply repeat
the test using Protocol B.

Protocol C1 is used for slow growing bacteria that typically form pinpoint-sized colonies (less than
1 mm in diameter) on BUG+B Agar in 24 hours of growth (see example in Figure 2.d. ). These are
primarily microaerophilic and capnophilic Gram-positive cocci and tiny rods. See Table 1. below for
a list.

Protocol C2_is used for fastidious, capnophilic, and very oxygen-sensitive bacteria that grow very
slowly or not at all on BUG+B Agar. For example, it is used for fastidious Gram-negative species
that would most likely be encountered from respiratory tract specimens after cultivation on
Chocolate Agar with 6.5% CO,. Some very oxygen-sensitive Gram-positive bacteria also require
the higher inoculation density of Protocol C2. See Table 1. below for a list.

If unsure of the appropriate test protocol, use protocol A. If the result fails to yield an identification
because of a false-positive A-1 well, then use Protocol B. If the result fails because of insufficient
positive carbon source reactions, then try, in succession, Protocols C1 and C2.

Table 1. Test Protocols

Protocol |IF Cell Density Species

A A 90-98% T Nearly all — this is the default protocol

B B 90-98% T Strongly reducing and capsule producing GN (e.g., some Aeromonas,
Vibrio) and GP (e.g., some Bacillus, Aneurinibacillus, Brevibacillus,
Lysinibacillus, Paenibacillus, and Virgibacillus )

C1 C 90-98% T Microaerophilic, capnophilic GP  (e.g., Dolosicoccus, Dolosigranulum,
Eremococcus, Gemella, Globicatella, Helcococcus, Ignavigranum,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Weissella, and some Aerococcus, Arcanobacterium, Corynebacterium
and Enterococcus sp.)

Cc2 C 62-68% T Fastidious, capnophilic, oxygen sensitive GN (e.g., Actinobacillus,

Aggregatibacter, Alysiella, Avibacterium, Bergeriella, Bordetella,
Capnocytophaga, Cardiobacterium, CDC Group DF-3, CDC Group EF-4,
Conchiformibius, Dysgonomonas, Eikenella, Francisella, Gallibacterium,
Gardnerella, Haemophilus, Histophilus, Kingella, Methylobacterium,
Moraxella, Neisseria, Oligella, Ornithobacterium, Pasteurella,
Simonsiella, Suttonella, and Taylorella) and GP (Actinomyces,
Aerococcus, Alloiococcus, Arcanobacterium, Carnobacterium,
Corynebacterium, Erysipelothrix, Granulicatella, Lactobacillus,
Pediococcus, and Tetragenococcus)

4




TEST PROCEDURE

Preparation

f

Before starting, prewarm MicroPlates and IF to room temperature and review the entire protocol,
including precautions.

Step 1. Culture Organism on Biolog Recommended Agar Media

f

Isolate a pure culture on Biolog recommended agar media (BUG+B or Chocolate Agar) and
incubate at 33° C. Some species may require special culture conditions, for example either lower
or higher temperature (26° - 37° C.) and elevated CO2 (6.5% - 10%).

Use of alternative media should be validated . For laboratories that need to use agar media
without blood, we recommend using BUG Agar. However, some species will grow extremely
slowly or not at all if blood is omitted, for example the genera listed for Protocols C1 and C2 in
Table 1. R2A Agar and Tryptic Soy Agar without or with blood (TSA, TSA+B) can be substituted,
but they will not culture as wide a range of bacteria as BUG+B. Furthermore, their recipes and
performance characteristics from different vendors may vary.

The cells must be freshly grown  since many strains lose viability and metabolic vigor in
stationary phase. The recommended incubation period for most organisms is 4-24 hours. Spore-
forming gram-positive bacteria (Bacillus and related genera) should be grown for less than 16
hours to help minimize sporulation.

If insufficient growth is obtained  to inoculate the panel, restreak heavily (as a lawn) onto one or
more agar plates. Incubate for 4-48 hours. This should give enough growth to inoculate the panel.

Step 2. Prepare Inoculum

f

Check the calibration of the turbidimeter periodically. Use an appropriate turbidity standard
(85% T or 65% T) and follow instructions in the turbidimeter manual to verify that the turbidimeter is
calibrated and operating properly.

Blank the turbidimeter  with a clean tube (wiped clean of dirt and fingerprints) containing
uninoculated IF. Because the tubes used are not optically uniform, they should be blanked
individually. Set the 100% transmittance adjustment knob so that the meter reads 100%.

Prepare the inoculum at the desired turbidity. The target cell density should be in the range

of 90-98%T for Protocols A, B, and C1 . Protocol C2 requires a higher cell density of 62-

68%T for species that are sensitive to oxygen. Use a cotton-tipped Inoculatorz swab  to pick up
a 3 mm diameter area of cell growth from the surface of the agar plate. As shown in Figure 2.a.,
grasp the swab at its tip and, holding the swab vertically, touch it to the cell growth. Figure 2.b.,

c., and d. show examples of fast, medium, and slow growing bacteria, and the yellow circle
indicates where to touch the end of the cotton swab. For fast growing bacteria, touch a single
colony, for medium growing bacteria, touch a cluster of colonies, and for slow growing bacteria
touch the first area of confluent growth. Release the bacteria into the IF by rubbing the swab tip
against the bottom of the tube containing IF as shown in Figure 2.e. Crush any cell clumps
against the tube wall or remove them from the IF by catching them on the swab. Stir the IF with the
swab to obtain a uniform cell suspension and read it in the turbidimeter, as shown in Figure 2.f. If
the cell density is too low, add more cells. If the cell density is too high, add more IF.

For extremely clumpy bacteria  that cannot be dispersed directly, use the following procedure.
First prepare a dense suspension in 2 ml of IF as follows. Use a sterile wooden Streakerz stick

to remove a clump of cell mass from the agar surface without gouging the agar. If the bacteria are
extremely dry and embedded in the agar, use the edge of a sterile glass microscope slide to
gently scrape a mass of cells onto the glass slide, again, without gouging the agar. The cells can
then be scraped off the glass slide with a sterile Streakerz stick. Then use the Streakerz stick to
deposit the cell mass onto the inner wall of a dry tube . Use the Streakerz stick to crush, break up,
and spread the clumps of cells against and along the inner wall of the tube. Then add 2 ml of IF,
and gradually slide the dispersed cells into the IF. The resulting cell suspension will be a mixture
of suspended cells and residual clumps. Stand the tube in a rack for about 5 minutes and allow
the clumps to settle to the bottom. Use a small pipet and transfer the suspended cells at the top
into a fresh tube of IF to achieve the target cell density.



Step 3. Inoculate MicroPlate

f
f

f

f

Pour the cell suspension into the multichannel pipet reservoir.

Fasten 8 sterile tips securely onto the 8-Channel Repeating Pipettor and fill the tips by drawing up
the cell suspension from the reservoir.

Fill all wells with precisely 100 yl  as shown in Figure 2.g. Be careful not to carry over chemicals
or splash from one well into another. The inoculating fluid will form a soft gel shortly after
inoculation.

Cover the MicroPlate with its lid and eject the pipettor tips.

Step 4. Incubate MicroPlate

f Place the MicroPlate into the OmniLog incubator/reader as shown in Figure 2.h. , or into an
incubator, for 3 to 36 hours. Incubate at 33° C., or use incubation conditions that were found to be
optimal for the bacterium in Step 1.
RESULTS

Reading and Interpretation of Results

f
f

Read MicroPlates using Biolog's Microbial Identification Systems software (e.g.OmniLog® Data
Collection). Refer to the User Guide for instructions.

Biolog!s Microbial Identification Systems Software performs all reading and interpretation of
results.

The color densities in wells of the carbon source utilization assays  in columns 1-9 are
referenced against the negative control well, A-1 . All wells visually resembling the A-1 well
should be scored as “negative” (-) and all wells with a noticeable purple color (greater than well A-
1) should be scored as “positive” (+). Wells with extremely faint color, or with small purple flecks or
clumps are best scored as “borderline” (\). Most species give dark, clearly discernible “positive”
reactions. However, it is normal for the “positive” reactions of certain genera to be light or faint
purple.

The color densities in wells of the chemical sensitivity assays  in columns 10-12 are referenced
against the positive control well, A-10 . All wells showing significant sensitivity to the inhibitory
chemical, with less than half the color of the A-10 well are considered “negative” (-) for growth. All
other wells showing normal or near normal purple color (similar to well A-10) are considered
“positive” (+). If there is uncertainty about the interpretation, it is best to score the well as
“borderline” (\).

"False positive# color is defined as purple color forming in the negative control well (A-1) and in
other “negative” wells. This is seen with only a few species such as from the genera Aeromonas,
Vibrio, and Bacillus . If such a result occurs, the cells are simply retested with Protocol B and IF-
B.

See Biolog!s Microbial Identification Systems software User Guide for further assistance

in interpreting identification results.

Precautions
To obtain accurate and reproducible results, the recommendations below must be followed

f
f

Read the “Instructions for Use” prior to using the GEN Il MicroPlate and follow the procedures.
Pure cultures must be used to obtain identifications. The system is not designed to identify
individual bacterial strains from within mixed cultures. The most common problem in identification
is that microbiologists are not aware that they have a mixed culture. Streaking for isolated colonies
may not be sufficient because isolated colonies can arise from a clump of cells as well as a single
cell. Bacteria have sticky surfaces and they tightly adhere to other bacteria. This is particularly a
problem with mucoid bacteria, fresh environmental isolates, and staphylococci. First,
examine cultures with care using a dissecting microscope or some colony magnifying lens, to make
sure that only one colony morphology is present in the culture. If no species identification is
obtained, you may still have a mixed culture. Restreak the cells onto a multi-chromogenic agar
medium and let the original agar plate and the chromogenic agar plate sit at room temperature for 3
or 4 days. Examine both plates carefully, looking for the outgrowth of “bumps” or non-uniform
growth in the areas of confluent growth. On the chromogenic agar plate, look for more than one
color. If necessary, reisolate the colony types that are present and perform the identification assay
a second time.



Culture media and repeated subculturing  may affect the results. Strains may produce different
phenotypic patterns depending upon how they are cultured prior to inoculation.

Sterile components and aseptic techniques must be used in set-up procedures. Contamination will
affect results.

Disposable glassware should be used to handle all cell suspensions and solutions. Glassware
that has been washed may contain trace amounts of soap or detergent that will affect results.
Prewarm the IF and the MicroPlates to room temperature before use. Some species (e.g.,
Neisseria sp.) are very sensitive to cold shocks.

Check the calibration of  your turbidimeter carefully and always prepare your inoculum within

the specified density range.

Biolog!s chemistry contains components that are sensitive to temperature and light. Store the
inoculating fluids in the dark with refrigeration. Brown or yellow wells in the GEN Il MicroPlate
indicate deterioration of the chemistry.

f Always keep in mind that you are testing the metabolic properties of live cells . Some species can
lose their metabolic vigor when subjected to stresses (e.g., temperature, pH, and osmolarity) for
even a few minutes. To get the best performance possible from these MicroPlates, be aware that
the cells are alive and take care in how you handle them.
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Trouble Shooting
If all wells in columns 1-9 are positive, make sure that:

f You are using a microorganism that is appropriate for the GEN Il MicroPlate. If the bacterium is a
strongly reducing or capsulated species causing false positive color in the A-1 well, repeat the test
using Protocol B and IF-B.

You are not carrying over any nutrients from the agar growth medium into the inoculating fluid.
Your inoculum is free of all clumps.

Your inoculum density is not excessive — check the calibration of your turbidimeter.

The A-1 well is not under-filled. It is used as a reference well by Biolog’s Microbial Identification
Systems software.

—h —h —~h —h

If all wells in columns 1-9 are negative, make sure that:

You are using a microorganism that is appropriate for the GEN Ill MicroPlate. Oligotrophic species
or extremely slow growing or oxygen sensitive bacteria, for example, may give all negative wells.
Your cells are freshly grown and you have used the recommended agar culture medium.

Your incubation temperature and atmosphere are correct for the organism that is being tested.
The inoculating fluid was stored correctly and was prewarmed prior to use.

You are handling the cells with all disposable hardware (soap residues are toxic).

Your inoculum density is sufficient — check the calibration of your turbidimeter.

The A-1 well is not over-filled. It is used as a reference well by Biolog’s Microbial Identification
Systems software.

THTHR TR TR TR TR ~~

Performance Characteristics

The GEN Il MicroPlate performance characteristics have been determined by establishing a database using
a large collection of microorganisms from diverse sources. The database is designed to give identifications
of all species in the database, in accordance with current standards of classical identification methods and
current taxonomic nomenclature. To obtain accurate and reproducible results, all procedures and
recommendations in these Instructions for Use must be followed precisely.

Limitations

The GEN IlI MicroPlate is designed to identify pure cultures of Gram-negative and Gram-positive bacteria.
The panel will only identify members of the species in the current database. Other species will usually be
reported out with the message “no identification.” Atypical strains may also yield a low similarity index and
therefore will be reported out as “no identification.” This product is not for human in vitro diagnostic

use. Some bacterial species are reportable to government and public health agencies in certain
circumstances. For any isolate that is identified as Salmonella or Shigella or E. coli O157:H7, we
recommend confirmation by serology. Neisseria gonorrhoeae identifications should also be confirmed.
Appropriate caution and confirmation should be used for isolates suspected of being Dangerous
Pathogens .



Quality Control

Biolog MicroPlates are tested and meet internal quality control standards before being released for sale.
However, some laboratories may desire or may be required to perform independent quality control checks
on each manufacturing lot.

To test the performance of the GEN Ill MicroPlate use the 2 Gram-negative and 2 Gram-positive strains
specified below using Protocol A. These are available from Biolog as a set (Biolog Catalog N0.8050).

1. Escherichia coli ATCC 11775
2. Paenibacillus polymyxa ATCC 842

3. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
4. Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637

Inoculate each bacterium following the TEST PROCEDURE as specified. When lyophilized or frozen
cultures are used, they should be subcultured at least twice  before being tested.

Read the panels after appropriate incubation. The resulting identification should correctly correspond to
the identity of the quality control strain.

If the identification does not match, review the test procedures and check the purity of your culture. Repeat
the test.

Technical Assistance

For help or to report problems with this product contact Biolog Technical Service either by phone (510-
785-2564) by fax (510-782-4639) or by email (tech@biolog.com) during business hours (7:30 A.M. to 5 P.M.
Pacific Standard Time), or contact the Biolog Distribution Partner in your area.

General information, Certificates of Analysis and MSDS can now be found at www.biolog.com.
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1. Objet et domaine dOapplication

Les mZthodes colorimZtriques et fluorimZtriques prZsentZes ici permettent de dZtermine
quantifier et comparer huit activitZs enzymatiques secrZtZes par des racines dOarbi
ectomycorhizZes : sept par fluorescence (glucuronidase, xylosidase, cellobiohydrolase
chitinase, beta-glucosidase, phosphatase acide et leucine-aminopeptidase) et une p
colorimZtrie (laccase). Ces enzymes contribuent ~ la mobilisation des ZIZments nutritifs
sZquestrZs dans la matisre organique du sol en lysant des macromolZcules (cellulose, lignin
chitine, protZines, poly-phZnols).

2. Documents de rZfZrence

Pritsch K, Courty P.E.,Churin J.L. , Cloutier-Hurteau B, Arif Ali M, Damon C, Duchemin
M, Egli S, Ernst J, Fraissinet-Tachet L, Kuhar F, Legname E, Marmeisse R, Mulller A,
Nikolova P, Peter M, Plassard C, Richard F, Schloter M, Selosse M.A, Franc A, Garbaye J
2011. Optimized assay and storage conditions for enzyme activity profiling of
ectomycorrhizaeMycorrhiza

Courty P.E., Pritsch K., Schloter M., Hartmann A. & Garbaye005. Activity profiling of
ectomycorrhiza communities in two forest soils using multiple enzymatic thisw,
phytologist 167, 309-319.

Pritsch K., Raidl S., Marksteiner E., Blaschke H., Agerer R., Schloter M. and Hartmann A.
2004. A rapid and highly sensitive method for measuring enzyme activities in single
mycorrhizal tips using 4-methylumbelliferone-labelled fluorogenic substrates in a microplate
systemJournal of Microbiological Method$8, 233-241.

BuZe, M., Vairelles, D., Garbaye, 2004. Year-round monitoring of diversity and potential
metabolic activity of the ectomycorrhizal community in a bedéhg(s sylvatica forest
subjected to two thinning regimedycorrhiza 15, 235-245.

3. Hygiene et sZcuritZ

Le 2-mZthoxyZthanol est un solvant classZ R60, R61, R10, R20/21/22 cOest " dire quOil alter
la fertilitZ masculine et peut occasionner des effets nZfastes " I0enfant durant la grossesse, il
est Zgalement inflammable et nocif par inhalation, contact avec la peau et par ingestion. Les
effluents doivent stre rZcupZrZs pour retraitement. Toutes les manipulations sont ~ effectuer
Sous une hotte aspirante.

4. Principe de la mZthode

Par fluorescence, les substrats des enzymes ZtudiZes sont couplZs avec des fluorochror
(MU C MZthylUmbellifZrone E et AMC C AminoMZthylCoumarine E). En solution, par

exposition ~ une longueur dOonde prZcise (longueur dOonde dOexcitation: 355 nm), «
fluorochromes ont la propriZtZ de rZZmettre ~ une autre longueur dOonde (longueur dOor
dOZmission : 460 nm). COest la mesure de la quantitZ de photons rZZmise qui permet
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conna’tre la quantitZ de fluorochromes libres dans le milieu et ainsi de conna’tre la quantitZ c
substrat hydrolysZ par les enzymes. Lorsque la liaison entre le fluorochrome et le substre
reste intacte, on ne mesure que IQautofluorescence naturelle du couple substrat-fluorochron
Par contre, si la liaison entre le substrat et le fluorochrome est rompue, on mesure la quanti
de fluorochrome en solution, qui est proportionnelle ~ la quantitZ dOenzyme secrZtZe.

En colorimZtrie (dZtermination de IOactivitZ laccase), IDABTS (diammorkazirdBis-3-
Zthylbenzothiazoline-6-sulfonate), substrat de I0enzyme ZtudiZe change de couleur lorsquOi
est oxydZ ; on mesure IQintensitZ de la couleur verte proportionnelle " la quantitZ dOenzyme
secrZtZe dans le milieu.

5. matZriels nZcessaires

MatZriel

Fournisseur RZfZrences

Lecteur de plague (photomZtrie) BioRad | Mark
Lecteur de plague (fluorescence + UV) Perkin-Elmer Victor3
Logiciel WinRhizo WINRHiZO

Regent Instruments 2009a.hc
Plaques de filtration AcroPrep? 96 puits PALL Life Sciences Division
350 ul Bp 9034 78102 St Germain en PN 7267
30-40 um PP/PE Blend Laye cedex 01 30 61 38 00
Chambre de collection avec bloc de PALL Life Sciences
sZparation pour plagues de 380 www.pall.com/lab PN 5015

renaud.valsse@europe.pall.com

Plaques de mlcr_otltratlon transparentes Sarstedt 82 1581
fond plat (96 puits)
Plaques de microtitration noires ~ fond plat Perkin-Elmer Optiplate®-  96F

(96 puits)

6. RZactifs (chimiques et biologiques) et solutions meres

I RZactifs chimiques

Produits Fournisseurs Exigences RZfZrences

HCI concentrZ 36% Labosi Stocker dans A4705151
|Oarmoire ~ acides
Acide malZique disodium 99% Sigma Aldrich M-9009-100g
Trizma base Sigma Aldrich T-1503
Acide citrique Sigma Aldrich C-83 155
Acide borique Merck 1.00165.1000
Substrats fluorescents
MU-!- D-glucuronide hydrate Stocker " B 20 jC |M-9130-100 mg
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DZtermination des activitZs

fluoromZtrie

MU-!- D-xylopyranoside
MU-!- D-cellobioside

MU-!- D-glucopyranoside

MU-N-acetyl!- D-glucosaminide

MU-phosphate

L-leucine-7-AMC hydrochloride

|Oabri de la

Stocker " B 20 jC | M-7008-100 mg
Sigma Aldrich |Stocker ™4 C~ M-6018-100 mg

lumiere

Stocker "B 20 jC |M-3633-100 mg
Stocker "B 20 jC |M-2133-100 mg
Stocker " B 20 jC | M-8883-250 mg
Stocker " B 20 jC |L-2145-100 mg

ABTS Sigma Aldrich | Stocker " 4 jC~ Flukal1565-1EA/5(

2-MethoxyZthanol Sigma Aldrich | Stocker dans Fluka 64719-1 L
|Garmoire ~ Solvant

Fluorochrome pour sol. mere MUSigma Aldrich | Stocker ™ 4 iC M 1381

Fluorochrome pour sol. mere | Sigma Aldrich | Stocker ™ 4 iC A 9891

AMC

| Solutions tampon(" conserver au rZfrigZrateur ~ 4 jC)

Tampon universel
Pour 1000 ml

Acide malZiqueEE

Tampon Tris EEE
Acide citrique EE..

Acide borique EE..

1169
12,19
140¢g
6,30

Hydroxyde de sodium 1 M 488 ml
Eau distillZe EEE. QSP 1000 m

Tampons dQincubation
Pour 1000 ml :

Prendre 100 ml de tampon universel et :

Ajuster ~ PH 4,5 pour le tampon destinZ "~ IOanalyse des substrats liZs ~ MU avec HCI
Ajuster " PH 6,5 pour le tampon destinZ ~ |Oanalyse des substrats liZs ~ AMC avec HCI

ComplZter ~ un litre avec de IOeau distillZe
StZriliser ~ 120 jC pendant 20 mn

Solutions de rine.agé PH 4,5 et 6,5 :

Pour 300 ml :
Tampon dOincubation appropriZ : 200 ml
Eau distillZe : 100 ml
Ajuster au PH dZsirZ.
RZdacteur VZrificateurs Approbateur
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Tampon stop

Pour 100 mi
Tampon Tris 1M : 12,19
Eau distillZe : 100 ml

! Solutions meres de substratg” conserver au congZIategr "-20iCet les
envelopper dOun papier dOaluminium afin de les protZger de la lumiere)

Substrats fluorescentdls sont dissous dans 10 ml de 2-mZtoxyZthanol de manisre ~ obtenir
une concentration finale de 5 mM.

M 5 mM dans 10 ml|
MU-8-glucuronide hydrate 352,3 17,63 mg
MU-8 p-xylopyranoside 308,3 15,42 mg
MU-8-D-cellobioside 500,5 25,03 mg => |limite de concentration (pas

al sonicateur si besoin)

MU-8-D-glucopyranoside 338,3 16,92 mg
MU-N-acetyl-8b-glucosaminide 379,36 18,97 mg
MU-phosphate 256,2 12,81 mg
L-leucine 7-AMC 324.,8 16,24 mg

I Solutions de travail de substraf(” conserver au congZlateur ~ - 20 iC et
les envelopper dOun papier dOaluminium afin de les protZger de la lumiere)

Concentration de [ Concentra‘;io ~
Substrats fluorescents _solution ded?tfg\lll;tillon sol\a?ilgrznri-?g I(?nl) y fe{%rﬂfe??rr?l?l
dOincubation (UM) (LM) J
MU-"- D-glucuronide hydrate 500 1500 3 7
MU-"- D-xylopyranoside 500 1500 3 7
MU-"- D-cellobioside 400 1200 2,4 7,6
MU-"- D-glucopyranoside 500 1500 3 7
MU-N-acetyl*- D- 500 1500 3 7
glucosaminide
MU-phosphate 800 2400 4,8 5,2
L-leucine-AMC 400 1200 2,4 7,6

ABTS (M =514,62) : Il est dissous " raison de 34,3 mg dans 100 ml de solution de rineage ~
pH 4,5 de maniere ~ obtenir une concentration finale de 667 UM . Il peut stre stockZ ~ 4 iC
pendant quatre semaines ;
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I Solutions mere de calibration (" conserver au congZlateur ~ - 20 C)

Les fluorochromes sont dissous dans 10 ml de 2-mZthoxyZthanol de maniere ~ obtenir une
concentration finale de 10 mM.

MU 17,62 mg

AMC 17,52 mg

I Solutions de calibration
Chaque sZrie de mesure doit comprendre des points de calibration. Les solutions d
calibration sontliluZes dans de I0eau dZminZralisemaniere ~ obtenir une concentration
de10 pM. Ce qui permettra de prZparer des solutions de calibration diluZes de concentration
variables.

Concentration de la] Volume (pl) de la solution| Volume dOeau (p QuantitZ de
solution de mere de calibration ”~ 10 puV, " rajouter fluorochromes
calibration diluZe " prZlever pmol contenus
(UM) dans 10Qul
0 0 100 0
1 10 90 100
2 20 80 200
3 30 70 300
4 40 60 400
5 50 50 500

Avant la lecture sur le fluorimetre, les points de cette gamme sont dZposZs dans une micro-
plaque noire aux concentrations suivantes :

100 pl de point de gamme, 100

150 pl de tampon stop. 150

7. Contraintes de la mZthode
On mesure les activitZs enzymatiques secrZtZes sur les memes apex ectomycorhiziens.

8. Contenu du mode opZratoire
Les racines sont lavZes " IOeau sans dZtZriorer les mycorhizes. Sous loupe binoculaire, 7 a|
ectomycorhiziens du morphotype ZtudiZ sensiblement de meme taille, sont prZlevZs e
dZposZs individuellement dans les puits des plaques de filtration contenant 150 pl de solutio
de rineage. Le huitisme puits ne contient pas de mycorhize (tZmoin nZgatif).
PrZlever autant de sZries de 7 mycorhizes quQil y a de morphotypes "~ analyser.
PrZparer 3 cuves pour pipettes ~ canaux multiples contenant respectivement pour une plaque
16 ml de solution de rineage, 7 ml de tampon dOincubation PH 4,5 pour les substrats MU ou
PH 6,5 pour le substrat AMC et un autre contenant 16 ml de tampon stop.
Extraire la solution de rineage ~ IOaide du systeme de filtration, Zponger le fond de la plaque
filtrante sur un papier absorbant et y dZposer 100 pl du mZlange de solution dOincubatic
contenant le premier substrat. Recouvrir la plaque dOun papier IQaluminium et la dZposer :
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une table dOagitation tempZrZe ~ 22 iC "~ une vitesse de 180 RPM. La durZe dOincubati
optimale pour chacune des enzymes testZe est indiquZe dans le tableau final. Pende
IQincubation, prZparer la plaque de lecture en y dZposaplt d&@mpon stop. A la fin de
IQincubation, ~ IQaide du dispositif de filtration, transfZrer la solution incubZe dans la plaque ¢
micro-titration noire contenant le tampon stop, Zponger le dessous de la plaque filtrante puis
dZposer 150 pl de solution de rineage et remettre sous agitation pendant 5 minutes ~ 22;C
Pendant ce temps dZposer la plaque de lecture dans le lecteur Victor pour les tests
fluorescence ou le lecteur Bio-Rad pour le test ABTS. A la fin du rineage, Zvacuer la solution
de rineage par filtration dans une microplaque prZvue " cet effet et retirer la plaque filtrante,
IOZponger sur du papier absorbant et y dZposer le mZlange de solution correspondant
substrat suivantE

Dans le cas des tests en fluorescence, dans le menu Wallac, sZlectionner les pui
correspondants aux cellules ~ analyser puis activer IQanalyse. Les rZsultats sont donnZs
temps rZel.

Les microplaques sont remplies pour les diffZrentes t%.ches de la maniere suivante :

Plaque d(~)i~ncubation pour les substrats fluorescents (plaque de microtitration noire)
Tampon dOincubation (PH 6 ou 4,5) : 66 pl soit pour 1 plaque : 7 ml
Solution de travall : 33 ul C 3,5ml

Plaque d@incubation pour le substrat en colorimZtrie (plaque transparente)
Solution dOABTS (667 uM) 120 pl  soit pour une plagues : 13 ml

Plaque de lecture pour les substrats fluorescents (plaque de microtitration noire)
Tampon stop _ 150 pl
MZlange solution incubZe 100 pl

Plaque de lecture pour les substrats en colorimZtrie (plaque transparente)
MZlange solution incubZe 120 pl

Tableau des temps dOincubation

Ordre des tests Substrats fluorescents PHTemps dOincubation
(min)
Glucuronidase MU-®-glucuronide hydrate 4,5 30
Xylosidase MU-8-D-xylopyranoside 4,5 30
Cellobiohydrolase MU-&-cellobioside 4,5 30
I-Glucosidase MU-8-D-glucopyranoside 4,5 15
Chitinase MU-N-acetyl-8D-glucosaminide 4,5 15
Phosphatase acide MU-phosphate 4,5 30
Leucine aminopeptidase L-leucine-AMC 6,5 70
laccase ABTS 4,5 60
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Des que les analyses fluorimZtriques et colorimZtrique sont terminZes, les apex sont transfZr;
directement au fond des puits dOune microplaque transparente ~ fond plat contenant 200
dOeau dZminZralisZe afin dOstre passZes " IOanalyseur dOimages Winrhizo 2009 a,b,¢
dZfinira la surface projetZe de chaque Zchantillon. Les surfaces projetZes prZsentent u
corrZlation linZaire avec la masse des ectomycorhizes supposZes cylindriques (BuZe et

2004).

Expression des rZsultats

lls sont exprimZs en quantitZ de substrat (pmol) par unitZ de temps (min) et de surface
projetZe (mrf) de chaque type dOectomycorhize (pmol/ mirfymm
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ActivitZs enzymatiques " partir de solutions de sol.

Protocole compatible avec celui des mesures sur apex ECM (meme tampon et meme solution de subst

5 plots avec 4 rZpZtitions par bloc : 20 Zchantillons.
5g de sol (tamisZ ~ 2 mm) par Zchantillon. 5
RZaliser des solutions de sol : 5 g + 45 ml dOeau distillZe. Agiter la nuit ~ 4;C.

Prendre les solutions (agitZes fortemestispensionsie sol) et prZlever 1ml et diluer encore au 1/10
pour obtenir unsuspensionde sol ~ 1/100.

En microplaques, dZposer B@le suspension par puit pour les 6 tests Methyl UMbelliferone (MUB)

pH 4,5 (+ 4 blancs) = 24 puits (x 6 tests). Attention, IOhomogZnZitZ de la suspension est toujours la m
entre les tests (les particules de sol se redZposent rapidement). Ajouter ensuite 100!l de tampon Tris
maleate (pH 4,5) dans chacun des 24 puits.

En microplaque, dZposer 8@le suspension par puit pour le test MUB (leucine) ~ pH 6,5 (+ 4 blancs) =
24 puits. Ajouter ensuite 10@le tampon Tris maleate (pH 6,5) dans chacun des 24 puits.

En microplaque, dZposer 1D8e suspension de sol pour le test laccase.

Ajouter au dernier moment les solutions de substrats (meme concentration que pour les tests ECM) :
- 50!l pour les tests MUB 5
-100! dOABTS (2X) solubilisZ dans le tampon pH 4,5.

(Incubation : la dilution finale pour les tests MUB est 1/400 et 1/200 pour laccase).

Incubation :

Chitinase, Glucosidase, Phosphatase : 15 minutes.
Cellobio, Glucuronidase, Xylosidase : 30 minutes.
Laccase : 60 minutes.

Pour le test laccase, apres 60 min dOincubation, centrifuger les plaques 3 min ~ 5000g et rZcupZrer 10
du surnageant pour la lecture de DO " 415 nm.
Dilution finale (lecture) : 1/200

Pour les tests MUB, apres incubation, prZlever!tl®@s solutions incubZes et les dZposer dans une
nouvelle plague contenant 20(par puit) de solution STOP. Centrifuger les plaques 3 min ”~ 50009 et
rZcupZrer 1aDdu surnageant pour la lecture de la fluorescence (plaque noire).

Dilution finale (lecture) : 1/800



ANNEXE 3 COMPOSITION DEBIEUX



MILIEU LBm

Pour1L:

10g Tryptone

59 Yeast Extract

1lg NaCl ( 5g en LB classique)
159 Agar (si milieu gZlosZ)

QSP " 1 L avec de IOeau mQ.
Autoclaver.
!

MILIEU BHm (10X)

PourllL:

200 mg KCL

1500 mg  Mg{THO
800 mg NaPiO,2HO
650 mg (N}-5Q
1000 mg KNO

200 mg Cagl

Auster " pH 6,5

QSP " 1 L avec de IOeau mQ

Pour faire du BH normal ajouter 500 mgsd&0d>€Cl

Autoclaver (!! Laisser un barreau magnZtique dans le milieu !!)

MILIEU AB

Pour1L:

25 mL AB Salts 20X

25 mL AB Buffer 20X

49 Source de carbone (ex : mannitol pour faire du ABm)
159 Agar (si milieu gZlosZz)

QSP "1 L avec de I0eau mQ

Autoclaver.

AB Salts 20X :

Pour 1L :

20 g NKCI

69 MgS@Q7HO
39 KCL
0,29 Cagl

0059 FeSCYHO

QSP " 1 L avec de IOeau mQ
Autoclaver (!! Laisser un barreau magnZtique dans le milieu !)

AB Buffer 20X :
Pour1L:

60 g KHPQ
239 NakPQ



Ajuster " pH 7
QSP " 1L avec de IOeau mQ
Autoclaver

MILIEU TCP (adaptZ)

PourllL:

59 NECI

1lg NaCl

19 MgSO

10g glucose

49 CegPQ):

15¢g Agar (Le mieux est de faire des bouteilles de 500 ml)

QSP "1 L avec de IOeau mQ
Autoclaver (!! Laisser un barreau magnZtique dans le milieu !!)

MILIEU CAS

I

Solutionl

34,63 ¢ Pipe Nawffer (Sigma)
03g KHPQ

05¢g NacCl

1lg NECI

0246g  MgSOTHO
00147g CaCRHO

Auster le pH ~ 6,8 avec 36% HCL
QSP " 800 mL avec de I0eau mQ.
Ajouter 15 g dOAgar et autoclaver (!! Laisser un barreau magnZtique dans le milieu !)

Solution 2
49 Glucose

QSP ~ 100 mL avec de IOeau mQ et autoclaver ou fllirer ~ 0,22

Solution3
0,0905g Chromoazurol S (CAS)

QSP "~ 75 mL avec de I0eau mQ

Solution4
0,0024g FedlmM FeebHO= 270,3mg/L)

QSP " 15 mL avec de IOeau mQ (conseil : peser directement dans un mini becher pour stre szr de mettre
poudre en solution)

Solution5
0,1640 HDTMA i

QSP ~ 60 mL avec de [Oeau mQ



MZlanger doucement les solutions 4 et 3 sous agitation
Ajouter la solution 5 au mZlange (4+3) toujours sous agitation
Autoclaver (!! Laisser un barreau magnZtique dans le milieu !!)

Penser " autoclaver une Zprouvette en verre de 100 mL

Apres avoir autoclavZ les solutions 1, 2 et 3+4+5, laisser la tempZrature de la solution 1 dZcro’tre jusqu®”
(quand on peut poser les mains sur la bouteille sans se bruler...).
Ajouter 100 mL de la solution 2 ~ 100 mL du mZlange 3+4+5 (attention ~ bien mZlanger cette dernisre solt

avant de 10ajouter !)
Ajouter le mZlange obtenu " la solution 1 sous agitation. Et maintenant il faut se dZpecher de couler les bo”te
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CARACTERISATION TAXONOMIQUE ET FONCTIONNELLE DES
COMMUNAUTES BACTERIENNES ASSOCIEES A LA SURFACE DES
MINERAUX DANS LES SOLS FORESTIERS PAUVRES EN
NUTRIMENTS : METHODOLOGIE ET CONCEPTS

Cendrella Lepleu?”, StZphane UrdZ, Pascale Frey-KlI€ttMarie-Pierre Turpaufit

INRA/UHP UMR 1136 Olnteractions Arbres Micro-orgamsO, Centre INRA de Nancy, 54280 Champenoux
2INRA UR 1138 OBiogZochimie des Ecosystsmes Fore§ljgEentre INRA de Nancy, 54280 Champenoux
Corresponding author : cendrella.lepleux@nancyfinra.

RZsumZParmi les diffZrents constituants du sol, les minZraux sont une ressource importante impliquZs dans les
cycles biologiques et la nutrition des plantes. Ils constituent en effet la principale source de cations nutritifs
nZcessaires au bon fonctionnement des Zcosystsmes forestiers. Cependant, ces nutriments sont plZng dans les
minZraux et ne sont donc pas directement accessibles aux racines des arbres. Afin de pouvoir libZrer les
nutriments quOils contiennent, les minZraux doivent passer par un processus appelZ 1QaltZration minZrale. Ce
processus est influencZ par divers facteurs : abiotiques, tels que le pH ou la circulation de IOeau, et biotiques tels
que les racines des arbres ou les microorganismes du sol, dont les bactZries. Les mZcanismes ainsi que les
bactZries impliquZes dans ce processus restent encore peu connus. Deux approches sont ici prZsentZes pour
Ztudier les communautZs bactZriennes du sol. Une approche dite non-cultivable, basZe essentiellement sur des
mZthodes bio-informatiques et une approche dite cultivable visant ~ caractZriser fonctionnellement ces
communautZs.

INTRODUCTION

Historiquement, les sols riches en nutriments ont ZtZ utilisZs pour IOagriculture tandis que sur
les sols pauvres, dZlaissZs par IDHomme, se sont dZveloppZes les forets. Ces sols, caractZrisz
par un faible potentiel nutritionnel, ne sont pas amendZs par IOHomme et sont, de plus,
exploitZs pour la ressource bois. Dans ce milieu appauvri, les arbres doivent nZanmoins
trouver les nutriments inorganiques nZcessaires " leur croissance. En dehors des apports liZs
la pluie, aux dZp™ts atmosphZriques et au recyclage de la matiere organique via la dZgradation
des feuilles et des racines mortes, les minZraux du sol constituent la principale source de
nutriments inorganiques nZcessaires au bon fonctionnement des Zcosystemes forestiers.
Cependant, ces nutriments sont piZgZs dans les minZraux et donc ne sont pas directement
accessibles aux racines des arbres. Un processus appelZ |QaltZration minZrale et mettant el
fuvre divers mZcanismes, permet la libZration de ces nutriments inorganiques contenus dans
les minZraux. Les mZcanismes impliquZs dans IQaltZration minZrale sont soit abiotiques, tels
que le pH, IOZrosion ou encore le lessivage, soit biotiques, tels que les racines des arbres ou les
microorganismes du sol (champignons et bactZries). Plusieurs Ztudes ont mis en Zvidence que
|QaltZration minZrale par les microorganismes du sol, et plus particulisrement par les bactZries,
affectaient le cycle des ions ainsi que la nutrition des plantes en libZrant des nutriments
essentiels tels que le fer, le calcium, le phosphore, le magnZsium ou encore le potassium ~
partir des minZraux [1-2].

En plus dOstre la principale source de nutriments inorganiques dans les sols des Zcosystemes
forestiers, les minZraux constituent Zgalement une niche Zcologique dOimportance. Le terme
G niche Zcologique E dZfinit la place occupZe par une communautZ dans un Zcosysteme, ce qui
comprend |IOespace physique mais aussi le r™le fonctionnel que peut jouer cette communautz
sur IOZcosyst-me en question. En ce qui concerne les minZraux, il a ZtZ dZmontrZ que leur
surface Ztait colonisZe par des bactZries spZcifiques diffZrentes du sol environnant [3]. Par
ailleurs, des Ztudes ont montrZ que les communautZs bactZriennes colonisant le granite Ztaient
diffZrentes selon le type dOinclusion minZrale (muscovite, plagioclase, quartz) [4-5] suggZrant
ainsi une influence de la composition du minZral sur ces bactZries. De plus, de rZcentes Ztudes



ont montrZ que la colonisation des minZraux par les bactZries Ztait fortement liZ au type de
minZral. En effet, les communautZs bactZriennes ne sont pas les memes selon quQil sOagisser
de quartz, de phlogopite, de plagioclase ou dOapatite [6]. Une Ztude de 2006, montre
Zgalement que les pins prZsentent une croissance plus rapide en Ztant mis en prZsence dOu
mZlange de quartz et biotite enrichi en bactZries connues pour stre altZrantes [2]. Toutes ces
observations suggerent que les minZraux constituent une niche Zcologlque importante au sein
des Zcosystemes forestiers en sZlectionnant des communautZs bactZriennes spZcifiques qui,
potentiellement, peuvent amZliorer la croissance des arbres via une augmentation des
nutriments disponibles.

Figure 1: Implication des microorganismes dans leleydes nutriments et la croissance des arbres en foret.
AdaptZe de [7]. Ce cycle sOorganise autour de cing grandes composantes : prZlsvements, recyclage, apports
atmospthlques exportation du bois et drainage. Deux dOentre elles (prZI-vements et recyclage) sont fortement
influencZes par les micro-organismes du sol, qui colonisent diffZrentes niches: la rhizosphere, la
mycorhizosphere et la minZralosphere.

Cette niche Zcologique, baptisZe C minZralosphere E, est dZfinie par le volume de sol proche
des minZraux et influencZ par les ZIZments nutritifs quQils liberent de leur surface. La
minZralosphere fait partie, avec la rhizosphere, qui qualifie le volume de sol influencZ par les
racines, et la mycorhizosphere, dZfinie par le volume de sol influencZ par les racines en
association avec des champignons symbiotiques (dits mycorhiziens), des niches Zcologiques
qui contribuent au bon fonctionnement des Zcosyst-mes forestiers (Figure 1). Cependant, la
manralosph-re a jusque la ZtZ peu ZtudiZe, les minZraux du sol Ztant gZnZralement ZcartZs pa
tamisage des Zchantillons de sol.



Le sol constitue un des environnement les plus complexes en ce qui concerne la diversitZ
bactZrienne. En effet on estime quOil y a envirbrdlles par gramme de sol [8]. Il a yAVA

Zabli que la structure taxonomique des communautZs bactZriennes est influencZe par de
nombreux facteurs biotiques et abiotiques tels que le type de plante, dOenvironnement, de
niche Zcologique ou les caractZristiques du sol [9-10]. Par exemple, on observe une diversitZ
plus complexe dans les sols ~ pH neutre que dans les sols ~ pH acide [10]. DOautres Ztudes ont
Zgalement montrZ un fort enrichissement en acidobactZries dans les sols plut™t secs et acide:
tandis que les protZobactZries dominent les sols plut™t humides [11]. En ce qui concerne
IOZtude de la niche Zcologique il a notamment ZtZ montrZ que les communautZs bactZriennes
de la mycorhizosphere Ztaient diffZrentes de celles du sol environnant [12]. Au niveau de la
minZralosphere, des Ztudes rZcentes ont montrZ que les communautZs bactZriennes variaient
en fonction du type de minZral ZtudiZ, suggZrant ainsi un impact de la nature chimique du
minZral [13-14]. Il semblerait Zgalement quQil y ait une corrZlation entre la composition du
minZral, son altZration et les communautZs bactZriennes. En effet, il a rZcemment ZtZ montrZ
une forte corrZlation entre le taux dOaltZration du minZral et IOabondance de §-protZobactZries
" sa surface [6]. Ces diffZrences de distribution suggerent que ces communautZs ont un r™le
prZcis selon la niche Zcologique quOelles occupent dans I0Zcosysteme o elles se trouvent.

Parallelement ~ ces approches de diversitZ, des Ztudes ont ZtZ menZes afin de dZterminer les
fonctions que pouvaient avoir ces communautZs bactZriennes. Parmi elles, certaines se sont
intZressZes au r™le quOelles pouvaient avoir dans IQaltZration minZrale. Par exemple, Calvaru:
et al. en 2007, ont montrZ que les communautZs bactZriennes associZes " la mycorhizosphsre
sont potentiellement plus efficaces pour solubiliser le phosphore et mobiliser et fer que les
communautZs du sol environnant suggZrant ainsi un impact de la mycorhizosphere [12].
Cependant le potentiel dOaltZration de ces bactZries ne peut stre ZvaluZ que sur des bactZrie:
dites C cultivables E, or peu de bactZries le sont. Il est donc assez difficile dOZvaluer le
potentiel dOaltZration dOune communautZ entiere.

NZanmoins, des Ztudes rZcentes ont mis en Zvidence que des bactZries appartenant aux genre
Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia etCollimonas Ztaient particulierement altZrantes et
capables dOaltZrer des minZraux tels que IOapatlte les silicates ou le basalte [15-17]. Pal
conquuent dZfaut de conna’tre les genes impliquZs dans IQaltZration minZrale, la prZsence
de ces bactZries peut donner une information quant au potentiel dOaltZration des communautZs
bactZriennes ZtudiZes. Ces genres bactZriens ou tout du moins la prZsence de sZquences d
leur gene 16S peuvent donc stre considZrZs comme des bioindicateurs de IQaltZration minZrale
dans IOenvironnement considZrZ. LOZvaluation du potentiel dOaltZration a montrZ que les
bactZries du geniurkholderia Ztaient altZrantes dans 50% des cas tandis que celles du genre
Collimonas IOZtaient toutes. De plus, une Ztude rZcente a montrZ une forte corrZlation entre le
taux dOaltZration de |Oapatite et IOabondance de ces deux genres ~ sa surface [6, 18] suggZra
ainsi IOimplication de ces deux genres bactZriens dans IQaltZration minZrale.

LOObjeCtIf ici est de prZsenter deux approches pour Ztudier les communautZs bactZriennes
associZes " la surface des minZraux dans un sol forestier pauvre en nutriments et ce, au niveau
de leur diversitZ, de leur distribution et de leurs carathristiques fonctionnelles et
mZtaboliques. LOexempIe sOappuiera sur IOanalyse de grains dOapatite calibrZs enterrZs dans
sol forestier. Nous prZsenterons ici une approche polyphasique composZe dOune Ztude dite
non-cultivable basZe sur IOamplification du gene 16S et dOune Ztude dite cultivable visant
Ztudier les caractZristiques fonctionnelles et mZtaboliques des communautZs ZtudiZes.



METHODOLOGIE
1. Site expZrimental et Zchantillonnage

Le site expZrimental de Breuil-Chenue est situZ dans le Morvan (47i180N, 4i,5E, France) "
une altitude de 630m. La foret originelle a ZtZ abattue et remplacZe en 1976 par des
plantations monospZcifiques dOarbres de diffZrentes especes rZparties en parcelles de 0,1 ha
[19].

LOapatite est un minZral appartenant ~ la famille des phosphates, sa composition par kg est de
1.8 g SiQ, 0.5 g AbOs3, 0.8 g FeO3, 546.1 g CaO, 0.4 g MgO, 2.7 g2Xn 0.1 g MnO and

410.3g POs et sa formule est G@0,)3(OH,F,Cl). Dans le cadre de mes travaux, des
particules pure dOapatite ont ZtZ traitZes par ultrason, lavZes, calibrZes (0,5-1mm), pesZes e
introduites dans des petits sachets en nylon (maillém)58&fin de prZvenir la colonisation

par les racines. Deux rZplicats de ces sachets ont ZtZ enterrZs sous cing peuplement dOarbres
hetre (Fagus sylvatich ZpicZa de NorvegeP{cea abies), taillis sous futaies de hetFagus

sylvaticg, sapin de DouglaPéeudotsuga menziegiranco) et pin Laricio de Corseifius

nigra Arn. ssplaricio). Les minZraux ont ZtZ incubZs dans les conditions du sol pendant
quatre ans.

2. Approche Polyphasique

A IOheure actuelle, aucun gene impliquZ dans le processus de |QaltZration minZrale par les
bactZries nOest connu. Dans ce contexte, une approche polyphasique est nZcessaire. Cett
approche fait intervenir des mZthodes dites C non-cultivables E basZe sur le sZqueneage et des
mZthodes dites C cultivables E sOappuyant sur des souches cultivables en laboratoire.

2.1.Approche C non cultivable E

Cette approche est dite C non cultivable E parce quOelle sOappuie sur IDADN ou IOARN extra
de I0environnement ZtudiZz et quOelle fait intervenir des mZthodes bioinformatiques et
biomolZculaires. Dans notre Ztude, IOADN gZnomique des communautZs microbiennes
associZes " la surface des grains dOapatite et du sol environnant, a ZtZ extrait. Le gene
bactZrien marqueur 16S, dZterminant la petite sous- -unitZ ribosomique procaryotique et
permettant une caractZrisation taxonomlque a ZtzZ ampI|f|Z et sZquencZ par une mZthode de
pyrosZquensage. Cette mZthode de sZqueneage de IDADNg est plus rapide que la mZthode de
Sanger et permet de gZnZrer beaucoup plus de sZquences. Un run de pyrosZqueneage 45<
Titanium (derniere technologie de pyrosZqueneage) permet de anZrer environ un million de
sZquences. Une fois ces sZquences obtenues, elles sont analysZes via divers logiciels bio-
informatiques tels que MOTHUR qui va permetire dOanalyser en partie la diversitZ et la
distribution dOun Zchantillon [20]. Dans le cadre de |OZtude des communautZs bactZriennes.
divers indices non paramZtriques permettent de juger la richesse et la complexitZ des
communautZs ZtudiZes dans un environnement donnZ : le Chaol, IOACE et IQindice de
Shannon. Le Chaol et IOACE sont des indices de richesse qui permettent dOestimer
IOhomogZnZitZ de la communautZ ZtudiZe et IOindice de Shannon est un indice de diversit:
permettant dOen estimer la complexitZ. Ces indices sont ~ mettre en parallele dOautres donnZes
prZsentZes sous la forme de courbes de rarZfaction. Ces courbes rendent compte du nombre
dOOTUs (Organism Taxonomic Units) observZes en fonction du nombre dOOTUs obtenues.
Une OTU correspond, en Zcologie microbienne, ~ la notion dOespece autrement dit, ~ une
homologie de sZquence de 97%. Lorsque la courbe atteint un plateau cOest que toutes les
especes prZsentes dans un Zchantillon ont ZtZ sZquencZes, y compris les espsces rares. Dans ¢



cas, difficilement rZalisable dans le sol du fait de la forte complexitZ des communautZs
microbiennes telluriques, 10effort de sZqueneage est dit suffisant pour expliquer toute la
diversitZ dOun Zchantillon.

Les sZquences de 16S obtenues peuvent Zgalement stre analysZes via des plateformes
bioinformatiques telles que MG-RAST [21] permettant ainsi leur caractZrisation
taxonomique. Ces logiciels bioinformatiques vont permettre de dZterminer IQabondance
relative des especes obtenues ou leur distribution " travers plusieurs Zchantillons. Dans cette
Ztude, on peut, par exemple, dZterminer quelles sont les OTUs prZsentes uniquement ~ la
surface de IOapatite ou celles qui, au contraire, sont prZsentes " la surface de IQapatite et dan
le sol environnant. De plus, la caractZrisation taxonomique peut Zgalement conduire °
IOidentification de groupes fonctionnels connus gr%.ce auxquels on va potentiellement pouvoir
perlre une partie des capaC|tZs fonctionnelles de la communautZ.

LOapproche C non-cultivable E nous _permet donc dOavoir une approche de la diversitZ des
communautZs bactZriennes ainsi quOune apprZciation de leur affiliation phylogZnZtique, de
leur distribution et de leur complexitZ.

2.2. Approche C cultivable E

Seulement 0,1 ~ 1% des bactZries du sol sont dites C cultivables E, cOest-"-dire quOon peut les
cultiver sur des milieux de cultures appropriZs. Cette faible proportion signifie quOil est
difficile dOZtudier les caractZristiques mZtaboliques et fonctionnelles des diffZrentes bactZries
composant une communautZ bactZrienne en laboratoire. LOapproche biologique est nZanmoins
essentielle car elle permet dOapprZcier les caractZristiques fonctionnelles et mZtaboliques de
souches cultivables. Par ailleurs, I0Ztape de caractZrisation de souches bactZriennes cultivables
permet dOidentifier des groupes fonctionnels et/ou des bioindicateurs ou dOen caractZriser de
nouveaux, qui permettront Zventuellement de prZciser le r'™le que joue les communautZs
bactZriennes dans IOZcosysteme considZrZ. Dans notre Ztude, cOest le caractere altZrant de
gomrrlunautZs bactZriennes associZes " la surface des minZraux qui est particulisrement
ZtudiZ.

Les souches bactZriennes sont dOabord isolZes ~ partir des grains dOapatite sur un milie
nutritif gZlosZ (TSA 10% (Tryptic Soil Agar). Ces souches sont ensuite utilisZes pour estimer

le potentiel dOaltZration et les caractZristiques mZtaboliques et fonctionnelles des
communautZs bactZriennes ZtudiZes.

Afin de dZterminer le potentiel dOaltZration de ces souches, un test dQaltZration en microplaque
est utilisZ (Figure 2). Ce test consiste ~ mettre en contact les bactZries " cribler avec un
minZral, la biotite, et ce, dans une solution nutritive dZpourvue de fer. La seule source de fer
dans le systeme est donc localisZe dans le minZral. Dans les conditions de IOexpZrience, cet
ZIZment chimique est utilisZ comme traceur de IQaltZration Ztant donnZ que le minZral est
altZrZ de fason stichiomZtrique. Apres 48h dQincubation, les microplaques sont rZvZIZes avec
des indicateurs colorZs spZcifiques permettant de mesurer les quantitZs de fer et de protons
libZrZs et dOestimer ainsi le potentiel dOaltZration des bactZries testZes.



!
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Figure 2: Test dOaltZration en microplaque. Le bpihidaolgreen est utilisZ comme indicateur colorZ pour
rZvZler la quantitZ de protons libZrZs tandis que le ferrospectral est utilisZe pour le Fer.

Au niveau de la cara_thrisation mZtabolique, des microplaques commerciales, telles que les
microplaques BIOLOG, permettent de tester les souches avec 71 sources de carbone ainsi
que leur sensibilitZ ~ 23 solutions chimiques (antibiotiques, NaCl, pH, etc.). LOensemble de
ces tests renseigne sur les capacitZs mZtaboliques et physiologiques des communautZs
ZtudiZes : les diffZrentes sources de carbone consommZes, leur rZsistance ou non aux
antibiotiques testZs, etc.

En parallele de ces diffZrents tests, le gZnotypage des souches isolZes permet de les identifier
et dOZtablir une relation entre leur appartenance taxonomique et leurs caractZristiques
mZtaboliques et fonctionnelles. Cette mZthode passe par IQamplification du gene 16S " IOaide
dbOamorces spZcifiques, et son sZquensage pour chacune des souches gZnotypZes. Une fois le
sZquences obtenues, une comparaison avec des sZquences connues, sur une base de donn
informatique telle que NCBI (National Center for Biotechnologies Information) par exemple,
permet de les identifier. COest cette Ztape dOidentification qui va permettre de trouver des
bactZries bioindicatrices ou appartenant ~ des groupes fonctionnels et ainsi de prZciser le r'Mle
et les fonctions potentielles de la communautZ ZtudiZe dans IOenvironnement considZrZ. La
mise en relation de ces diffZrents rZsultats permet aussi dOidentifier des souches bactZriennes
modeles sur lesquelles des travaux plus approfondis (gZnZtique, sZqueneage de gZnome)
peuvent stre rZalisZs.

LOapproche cultivable nous permet donc dOavoir des informations sur les capacitZs
mZtaboliques et fonctionnelles des bactZries testZes pouvant Zventuellement conduire ~ la
dZcouverte de bactZries modeles qui pourront tre utilisZes pour dZterminer les genes
impliquZs dans IQaltZration minZrale. Cette approche permet Zgalement dOZtablir une relatior
taxonomie/fonction pour chacune des souches isolZes ce qui est essentiel pour comprendre le
r'™Mle de ces communautZs dans IOenvironnement ZtudiZ.

CONCLUSION
Le sol est un des environnements les plus complexe, il est difficile dOen Ztudier les

communautZs bactZriennes de maniere exhaustive. NZanmoins, la complZmentaritZ des
approches cultivable et non-cultivable permet dOapprZhender au maximum les communautZs



bactZriennes du sol. Avec ces deux approches il est en effet possible dOapprZcier les fonctions
potentielles, les caractZristiques mZtaboliques, la distribution et la taxonomie de ces
communautZs bactZriennes, permettant ainsi de mieux comprendre leur r™le (Figure 3). De
plus, ~ ces mZthodes peut sOajouter une approche non biologique visant a Ztudier 1QaltZration
globale des minZraux considZrZs et les caractZristiques du sol (pH, teneur en eau, etc).

Figure 3: SchZma rZcapitulatif des approches C wsalkiles E et C non cultivables E.!
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Introduction:

Among the different soil constituents, mineral particles which resulted from rock erosion have been poorly investigated by microbiologists. However, minerals are important because they are the m:
nutrientor the long-lasting functioning of the forest ecosystem. Nevertheless, most of the nutrients are trapped in these minerals and so are not directly accessible to the tree roots. In the soil, nut
biotic and abiotic processes in which microorganisms (bacteria and fungi) play a major role: the minerehlw2ad®riigé¢Uaateria which are involved in this process are not well known, but recent studi
have shown in forest soil that bacteria belonging to Betaprotebacteria aBdrkadiidet@mgCollimonagenera harboured efficient mineral weathering potential (Uroz et al., 2007). In this study, we us
pyrosequencing 454 Titanium tags spanning the V5 and V6 hyper-variable regions of the 16S rRNA gene sequence to analyze the composition of the bacterial communities colonizing apatite surfa
soil in an acidic forest soil. We also began a cultivation-dependent approach to characterize the functional and physiological characteristics of the mineral associated bacteria.

Methods Results: Cultivation indendant approach
Pure mineral particles of apatite were treated ultrasonically, washed, calibrated (mesh size
0.5-1mm), weighed and introduced in little nylon bags (mieshsizeebfing root
colonizatioriThis bags were ground under five tree species (Beech, Douglas fir, Coppice with
standards, Norway spruce and Corsican pine) in the organo-mineral horizon during 4 years.
Bacterial collections from apatite surface under different tree species
Functional screening of each bacterial isolate for their mineral weathering potential using a
microplate assay
Taxonomical identification (16S rDNA) of the bacterial isolates
Extraction of meta-genomic DNA from the apatite surface and the surrounding bulk soil under the
diferent tree species.

Amplification of the 16S rDNA (V5-V6 region) using the 454 Titanium pyrosequencing adaptators
Bioinformatic analyses of the data (Mothur and R software, MG-RAST)

1. Non parametric indices and rarefaction curve

Non-parametric  indices  were
calculated using the MOTHUR
software. The rarefaction curves
were created using the R software
(97% threshold).

"Il 454 Titanium RUN generated
ca. 230 000 16SrDNA sequences
Experimental site ra"ﬁ“‘g f"l’ll“ 25? t0 350 bllj
N ) o ) ~ ~ i ; h |
The Breuil-Chenue experimental site is located in the Morvan (47;180N, 4;50E, France), on a o (A el L) Eo

3 ~ munity is characterised by a
plateau with an altitude of 630 m. highest diversity than the one

This site is characterizeady and nutrient poor soil. colonizing apatite surface

“IBacterial diversity on apatite

Results: Cultivation dependant approach surface is similar under the five

tree species except for Corsican

1. Screening of bacterial collections pine
Mineral weathering assay 2. Phylogenetics analyses
Major phyla
Relative abundance of most
Bacterial collection ‘In_ our experimental ‘condi1ions, present phy_la (80% threshold)
from mineral surface biotite dissolution is stochiometric. ;ﬂ(:sqllated with the platform MG-
5 The amount of protons is measured

using the Bromocresol green dye
The amount of iron is measured /
using the Ferrospectral dye

"I'The bulk soil is dominated by
I -proteobacteria and un-
classified bacteria

"IThe apatite surface s

/ / / dominated by ‘proteobacteria

The ten most present genera

Mineral weathering ability

Theten most abundant genera and
their relative abundance (threshold
"95%) was calculated with the

platform MG-RAST

"IThe most abundant genus
present on the apatite surface is
Burkholderia

"IThe most abundant genus in

"I Most of the mineral associated bacteria have the ability to weather mineral it il spl] S RGBT

"I Contrasted distribution of the bacterial isolates according to the tree species

"I More mineral weathering bacterial strains were isolated from Corsican pine, coppice with standards and The ten most present species
Douglas fir than under Beech

"l Bacterial isolates harbouring the most efficient mineral weathering potential come from Douglas and

5 " The ten most abundant OTUs
Corsican pine

(threshold96%) generated using
MOTHUR and BLAST (NCBI)

2. Taxonomic and physiological characteristics of the bacterial collection
Preliminar results:

“IBurkholderia is the genus
dominating the apatite surface
(except under Coppice with
standards where it is the
Collimonas genus

21 strains identified : 8 Paenibacillus, 5 Bacillus, 5 Viridibacillus, 1 Burkholderia, 1 Cohnella, 1 Streptomyces
Particular physiological characteristics according to BIOLOG GENEIII microplate assays : most of the strains do not use
alot of substrates as carbon sourceE

Inprogress E

Conclusions

The bulk soil is a reservoir of bacterial diversity

The apatite surfaces are mainly colonised by bacteria belonging to genera known for their mineraBwidattueandbditylimonas

Most of the bacteria present on apatite surface are capable of weathering minerals

Our results suggest a tree species impact on the distribution of the bacterial communities on the mineral surfaces and their mineral weatherability
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Introduction:
11 In forest ecosystems, soil minerals are the main reservoir of inorganic nutrients

1 The mineral weathering is the mechanisms who released the inorganics nutrients trapped in these minerals (Uroz et al., 2011).

11 §-proteobacteria belonging to @emkBolderand Collimonharboured efficient mine

1In this study we comhieechemical andultivation independent amépendent approaches to analyse the taxonomic and

communities which are currently poorly known.

ral weathering potential (Uroz et al, 2007).

functional diversity of the mineral ag

sociated be

Methods

Apatite

This mineral belongs
phosphate familly and
structural formula is
Ca(PQ){(OH,F.Cl).

Experimental site

The Breuil-Chenue experimental site
is located in the Morvan (France)
This site is characterizgdcid and
nutrient-poor soil.

to
its

CULTIVATION INDEPENDENT APPROACH

1. Diversity analyses

Rarefaction curves

! 454 Titanium run generated ca. 230 000 16S rDI

CULTIVATION DEPENDENT APPROACH

1. Functionnal characterizati

Mean amount iron released by 100 bacterial strain

Mineral weathering assa . !
9 Y isolated from the apatite surface.

>

sequences ranging from 250 to 350pb. The rarefas
curves were created using the R software (9
threshold).
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S

Bars associated with the
same letter are not significantly different
according to a one factor (tree species)
ANOVAp(value < 0.0@)st.

Mineralosphere bacterial commuiitibssoil bacterial communities ]

2. Phylogenetic analyses

The ten most abundant genera

The ten most abund|
genera and their rela
abundance (thresholt
95%) was calculated u:
MOTHUR  software
NCBI (BLAST).
(*Herbaspirillum,
Janthinobacterium, Collimo

1 Most of isolated strains are able to weatheweiatitering community
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Introduction:
11 In temperate forest ecosystems developed on acidicrsimiézals are the main reservoir of inorganic nutrients for the long-lasting functioning of the ecosystem.
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2. Phylogenetic analyses
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Bars associated with the same letter are not significantly different
according to a one factor (tree species) AND4G() test.

2. Taxonomic characterizatiop

Mean amount of iron released in function of the genus

1l These inorganic nutrients are released from soil mineralm#redwegtathering processes involving abiotic (pH, temperature) and biotic factors (soils microorganisms)| (Uroz et al.
1 Bacterial communities colonizing the mineral=suiferal¢sphere niche) are poorly known. NevertiBdtsgroteobacterigolated from the rhizosphere and belonging to the
Burkholderia and Collimonas genera harboured efficient mineral weathering potentials (Uroz et al., 2007).
11 In this study we combiymathemical andultivation-independeand-dependent approaches to analyse the taxonomic and functional diversity of the bacterial commupities coloni
mineralosphere.
Methods i\ Apatite : Experimental site
i This mineral belongs to | The Breuil-Chenue experimental site
| phosphate family and its ! is located in the Morvan (France)
i structural formula is | This site is characteribgdacidic
i Ca(PQOH,FCI). : and nutrient-poor soil.
CULTIVATION INDEPENDENT APPROACH CULTIVATION DEPENDENT APPROACH
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(p=0.0069).
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AltZration bactZrienne des minZraux dans les Zcosyst-mes forestiers pauvres en nutriments: Analyse
des communautZs bactZriennes et identification des mZcanismes impliquZs.

RZsumZ :

Dans les Zcosystemes forestiers pauvres en nutriments, les minZraux du sol constituent la prit
source de nutriments inorganiques nZcessaires ~ leur bon fonctionnement. NZanmoins ces nuti
ne sont pas directement accessibles aux racines des arbres. COest IOaction conjointe de
abiotiques, comme le pH ou la circulation de IOeau, et biotiques comme les racines
microorganismes du sol dont les bactZries, qui vont conduire " IQaltZration de ces minZraux. A
nos connaissances sur les communautZs bactZriennes impliquZes dans le processus dOaltZrati
distribution dans des sols forestiers restent limitZes, notamment ~ des habitats tels que la rhizo
et la mycorhizosphere. Les objectifs de cette these Ztaient de caractZriser les commune
bactZriennes colonisant les minZraux du sol, leur aptitude " altZrer les minZraux et enfin dOider
genes bactZriens impliquZs.

La combinaison dOapproches cultivable, non cultivable et de biogZochimie sur des minZraux
pendant 4 ans dans un sol forestier, a dZmontrZ que leur surface Ztait colonisZe par des comm
bactZriennes spZC|f|ques capables dOaltZrer les minZraux et prZsentant des capaC|tZs mZte
limitZes, sugngant que ce support pourrait stre considZrZ comme un habitat : la minZralosph:
relation minZral/bactZries a ZtZitestifeia un amendement minZral sur une plantation et a mis en
Zvidence |Oimpact de la disponibilitZ en nutriments sur la structuration des communautZs bact
capables dOaltZrer les minZraux. LOZtude gZnZtique rZalisZe sur la souche modsle PML1(12
IGimplication de plusieurs mZcanismes dans la fonction altZration.

Mots-clefs: AltZration (gZoIogle) GZochimie (environnement), BactZries, Ecosystemes forestiers
des ZIZments minZraux, GZnie anthmueteobactena BurkholdeNéinZralosphere,
MZtagZnomique, Approche fonctionnelle, BiodisponibilitZ des nutriments.

Mineral weathering bacterial communities in nutrient-poor forest soil : anlaysis of the bacterial
communities and genes involved

Abstract :

In nutrient-poor forest ecosystems, minerals are the main source of inorganic nutrients fc
long-lasting functioning of the forests. However, these nutrients are not directly accessible to tl
roots. It is the joined action of abiotic factors, such as pH and water circulation, and biotic facto
as tree roots and soil microorganisms, and notably bacteria, which leads to the solubilisation o
minerals. To date, our knowledge of the bacterial communities involved in the mineral weat
process and their distribution in forest soils is very limited and remains restricted to habitats sucl
rhizosphere and mycorrhizosphere. The goals of this PhD thesis were to characterise the n
associated bacterial communities, their ability to weather minerals and finally to identify the b:
genes involved in the mineral weathering process.

The combination of geochemical, cultivation-dependent and -independent approaches appl
minerals grounded in a forest soil during 4 years, revealed that the mineral associated ba
communities were specific, able to weather minerals and had restricted metabolic abilities.
results suggest that minerals could be considered as a true ecological habitat: the mineralosphe
mineral/bacteria relationship was iesitdhrough a mineral amendment applied on a small-scale
plantation, which has highlighted that the nutrient availability impacted the functional structure
mineral weathering bacterial communities. At least, random mutagenesis applied on a model 1
weathering bacterial strain revealed that its mineral weathering ability resulted from several mc
mechanisms.

Key words: Weathering (geology), geochemistry (environment), bacteria, Forest ecosystem, Inc
nutrients cycle, Genetleproteobacteria, Burkholdeévlayeralosphere, Metagenomics, Functional
approach, Nutrient bioavailability.
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