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Résumé

Dans les régions tempérées, les minéraux et les roches représentent la source principale de
cations nutritifs des sols des écosystémes a faibles intrants telles que les foréts. Dans de tels
environnements pauvres en nutriments et non-amendés, ’acces et le recyclage des cations
nutritifs sont des processus clés pour la croissance et la productivité des arbres. Cependant, ces
cations nutritifs ne sont pas directement accessibles aux racines des arbres car piégés dans la
matiére organique ou dans les minéraux et roches des sols. En conséquence, le processus
d’altération des minéraux joue un rdle essentiel car il contribue a restaurer la fertilité des sols
et a fournir des nutriments inorganiques nécessaires a la croissance des arbres. L’altération des
minéraux peut étre due a des processus abiotiques (température, pH, érosion...) ou des
processus biotiques (plantes, champignons, bactéries). Parmi les acteurs biotiques, les bactéries
sont capables d’altérer les minéraux par différents mécanismes comme la production de protons
(acidolyse) ou la production de molécules chélatrices (complexolyse). Néanmoins, les genes et
protéines impliquées dans 1’altération des minéraux par les bactéries sont mal connus. Dans le
cadre de cette thése, la souche bactérienne Collimonas pratensis PMB3(1) a été utilisée comme
modele pour identifier les génes de I’altération. Cette souche a été isolée de la mycorhizospheére
du chéne et est tout particulierement efficace pour altérer les minéraux. Dans cette thése
I’analyse du génome de la souche PMB3(1) a mis en évidence 1’absence de certains genes
décrits dans ’altération (comme les glucose déshydrogénases PQQ dépendantes) et a souligné
la nécessité de développer deux approches complémentaires : avec et sans a priori. (i) La
démarche sans a priori a été développée via la création d’une banque de mutants aléatoires. Le
criblage de cette banque de mutants sur des biotests mimant I’altération des minéraux a permis
de sélectionner 3 mutants impactés dans leur capacité a altérer les minéraux. La caractérisation
de ces mutants a révélé des mutations dans différents génes impliqués dans la synthése d’une
glucose/méthanol/choline oxydoréductase (GMC). La comparaison de composés chimiques
présents dans le surnageant de la souche sauvage et des mutants a révele que cette GMC était
responsable de la métabolisation du glucose en gluconate et de la production de protons,
conduisant a une acidification du milieu et a une altération des minéraux par acidolyse. (ii) La
démarche avec a priori a été réalisée par la création d’un mutant ciblé au niveau du géne mbaA
codant pour un NRPS (Non-Ribosomal Peptide Synthetase) responsable de la synthése de
sidérophore. L’utilisation conjointe de méthodes de chromatographie (HPLC) et de
spectrométrie de masse (LC-ESI-MS et MS/MS) a permis de caractériser chimiquement ce
sidérophore, qui a été identifié comme étant une malléobactine X. La comparaison de la souche



sauvage et du mutant mbaA a révélé que la production de la malléobactine est impliquée dans
I’altération des minéraux par complexolyse et ce dans un milieu avec un fort pouvoir tampon.
Les tests d’altération réalisés avec différents types de minéraux en présence de deux sources de
carbone (glucose ou mannitol) et deux milieux ayant un pouvoir tampon différent ont révelé
que la souche PMB3(1) était efficace pour altérer tous les mineraux testés et que les deux agents
altérants (GMC et malléobactine) avaient un effet similaire quel que soit le type de minéral. De
plus, la source de carbone et le tampon du milieu avaient une forte influence sur I’efficacité des
agents altérants. Enfin, des résultats préliminaires ont été obtenus sur la régulation des genes et
protéines en fonction de la disponibilité en nutriments inorganiques et de la présence du minéral
par des techniques de transcriptomique et protéomique. Pour conclure, cette thése a permis de
(1) découvrir de nouveaux genes liés a I’altération des minéraux par les bactéries, (ii) mettre en
évidence I’influence des facteurs environnementaux dans I’efficacité des mécanismes

d’altération utilisés par les bactéries.

Mots clés: altération des minéraux, génétique, Collimonas, glucose/méthanol/choline

oxydoréductase, sidérophore, malléobactine



Abstract

In temperate regions, minerals and rocks represent one of the main sources of nutritive cations
in the soil of low-input ecosystems such as forests. In such nutrient-poor and non-amended
environments, the access and the recycling of nutritive cations are key processes for tree growth
and productivity. However, these nutritive cations are almost inaccessible to the tree roots as
they are entrapped into the organic matter or into the soil minerals and rocks. Consequently, the
mineral weathering process is essential as it allows the restauration of soil fertility and provides
the inorganic nutrients for tree growth. The mineral weathering can be due to abiotic
(temperature, pH, erosion...) or biotic (plants, fungi, bacteria...) processes. Among biotic
processes, bacteria are able to weather minerals by different mechanisms such as the production
of protons (acidolysis) or the production of chelating molecules (complexolysis). However,
genes and proteins involved in mineral weathering by bacteria are not elucidated yet. As part
of this thesis, a bacterial Collimonas pratensis strain PMB3(1) was used as a model to identify
genes involved in mineral weathering. This strain was isolated from oak mycorrhizosphere and
is efficient to weather minerals. In this thesis, the analysis of the genome of the strain PMB3(1)
evidenced the absence of certain genes described in mineral weathering (such as PQQ-
dependent glucose dehydrogenases) and highlighted the need to develop two complementary
approaches: with and without a priori. (i) The without a priori approach, has been developed
with the building of a mutant library with the insertion of a plasposon pOT-182. The screening
of this mutant library on biotests miming mineral weathering allowed the selection of three
mutants impacted in their mineral weathering ability. The characterisation of these mutants
revealed mutations in different genes involved in a glucose/methanol/choline oxidoreductase
(GMC) synthesis. Comparisons between wild type and mutants chemical compounds in the
culture supernatants showed that this GMC was able to converts glucose to gluconate and
produce protons leading to the acidification of the medium and minerals acidolysis. (ii) The
with a priori approach was the building of a mbaA mutant coding for a NRPS (non-ribosomal
peptide synthetase) responsible of siderophore biosynthesis. The combined use of
chromatography (HPLC) and mass spectrometry (LC-ESI-MS and MS/MS) methods allowed
to chemically characterize the siderophore as a malleobactin X. Comparisons between wild ype
and mbaA mutant strains revealed that the production of malleobactin was involved in mineral
weathering by complexolysis in a strong buffered medium. Weathering tests performed with
different mineral types in presence of two carbon sources (glucose or mannitol) and two media
with different buffering capacities showed that the strain PMB3(1) was efficient to weather all



tested minerals and that weathering molecules (GMC and malleobactin) had a similar effect
whatever the mineral type. Furthermore, the carbon source and the buffering capacity had a
strong influence on weathering molecules efficiency. Finally, preliminary results have been
obtained on the regulation of genes and proteins according to inorganic nutrients availability
and the presence of minerals by transcriptomic and proteomic technics. To conclude, this thesis
(i) allowed the discovery of new genes involved in mineral weathering by bacteria, (ii)
evidenced the influence of environmental factors in efficiency of molecular mechanisms

involved in mineral weathering and used by bacteria.

Key words: mineral weathering, genetic, Collimonas, glucose/methanol/choline
oxidoreductase, siderophore, malleobactin



Glucose déshydrogénase : activée
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INTRODUCTION

1. Contexte
1.1.  Laforét et son écosysteme, définition et bénéfices
1.1.1. Laforét

La forét est définie comme étant un territoire occupant une superficie d’au moins 50 ares avec
des arbres pouvant atteindre une hauteur supérieure & 5 m, un couvert boisé de plus de 10 % et
une largeur moyenne d’au moins 20 m (Organisation pour I'alimentation et I'agriculture (FAO,
2015)). Les foréts représentent 16.9 millions d’hectares soit environ 31 % du territoire francais
métropolitain (Institut National de I’Information Géographique et Foresti¢re (IGN, 2020). Les
foréts de feuillus en France métropolitaine, sont majoritaires (67 % de la superficie forestiere)
et elles sont constituées de diverses essences dont majoritairement le chéne et le hétre (IGN,
2020). Les foréts peuvent étre privées (75 %) ou publiques (25 %) et bénéficient d’une gestion

plus ou moins intensive.

1.1.2. Les services écosystémiques®

Les écosystemes forestiers sont définis comme 1’ensemble des organismes vivants (biocénose)
et non-vivants (biotope) formant un systeme stable dans lequel des échanges ont lieu (Delpoux,
1972). lls rendent des services écologiques, économiques et sociaux.

D’un point de vue environnemental, les foréts sont en général, des milieux peu anthropisés qui
favorisent la biodiversité. Elles ont un réle filtrant qui améliore la qualité des sols et des eaux.
Par exemple, les arbres absorbent certains produits toxiques comme le nitrate (la forét peut
absorber jusqu’a 80% des nitrates dans les eaux de ruissellement (ONF)). En captant de grands
volumes d’eau les arbres évitent 1’érosion des sols et limitent les crues et glissements de terrain.
De plus, la photosynthése réalisée par les végétaux produit, a partir de CO2 atmosphérique, du
dioxygéne O- et de la biomasse qui entraine la séquestration du carbone atmosphérique dans la
plante et dans le sol. Ce phénoméne permet d’atténuer les émissions de carbone dues aux
activités humaines. En effet, les foréts francaises séquestrent 15 % du total des émissions
nationales de gaz a effet de serre (Office National des Foréts (ONF)).

Les services économiques rendus par la forét sont importants en termes de production de
matériaux de construction et de source d’énergic. En moyenne en France métropolitaine,

3.1 m¥/ha/an de bois sont prélevés dans les foréts (IGN, 2020). A I’heure actuelle, la filiére

! Les étres humains tirent des bénéfices du fonctionnement de 1’écosystéme forestier




Tableau 0.1 : Les éléments nutritifs, leur réle pour la plante et leur provenance traduit de (Jones and Jacobsen, 2005)

Nutriments Réle physiologique pour la plante Provenance

Carbone C Constituant des carbohydrates Air
Photosynthése

Hydrogéne H Equilibre osmotique Eau
Réactions biochimiques
Constituant des carbohydrates

Oxygene @] Constituant des carbohydrates Air/Eau
Respiration

Azote N Constituants des protéines, de la chlorophylle et des acides nucléiques Air/Sol

Phosphore P Constituants des protéines, coenzymes, acides nucléiques Sol
Transfert d'énergie

Potassium K Photosynthése Sol
Transport des carbohydrates
Synthése de protéines

Calcium Ca  Composé de la paroi cellulaire Sol
Structure et la perméabilité des membranes

Magnésium Mg  Activité enzymatique Sol
Composant de la chlorophylle

Souffre S Présent dans certaines protéines Sol

Boron Transport des sucres Sol
Métabolisme des carbohydrates

Chlore Cl Photosynthése Sol

Cuivre Cu  Catalyseur de la respiration Sol
Composé de certaines enzymes

Fer Fe  Synthése de la chlorophylle Sol
Activité enzymatique par transfert d'électron

Manganése Mn  Réactions d'oxydo-réduction Sol
Photosynthése

Molybdéne Mo  Fixation de I'azote Sol
Transformation du nitrate en ammonium

Nickel Ni Fonctionnement de certaines enzymes (uréase) Sol
Germination

Zinc Zn  Régulation d'activités métaboligues Sol
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bois représente un chiffre d’affaires annuel de 60 milliards d’euros en France (ONF). Matériau
écologique, le bois est la premiére source d’énergie renouvelable en Europe (ONF).
Enfin, la forét a un role récréatif, c’est un lieu de culture et de loisirs ou ont lieu la pratique de

certains sports (course a pied, VTT, équitation...) mais aussi de I’écotourisme.

Dans le contexte de changements climatiques ou la population et [ 'urbanisation sont
croissantes et ou la demande en ces services est de plus en plus importante, les foréts sont
soumises a une forte pression. Développer notre compréhension du fonctionnement de

[’écosysteme forestier permet d’envisager une gestion responsable et durable? de celui-ci.

1.2.  Les particularités de I’écosystéme forestier
1.2.1. Les arbres et leurs besoins nutritifs

Toutes les plantes ont plus ou moins les mémes besoins nutritifs (soleil, eau, nutriments).
Cependant, contrairement aux plantes annuelles, les arbres se singularisent par leur durée de
vie. L’écosysteme forestier doit donc soutenir la croissance des arbres sur parfois plusieurs
siécles (jusqu’a 200 ans pour le hétre et 500 ans pour le chéne). Leur croissance est dépendante
des nutriments que I’arbre est capable d’acquérir ou de synthétiser. Ces nutriments sont la base
des processus physiologiques et des structures biologiques des arbres (Tableau 0.1 (Cole and
Gessel, 1992)). Par exemple, le réle du potassium dans la résistance aux stress biotiques et
abiotiques a été demontré (Wang et al., 2013). A I’heure actuelle, pour les especes d’arbres
majoritaires des foréts tempérées, des carences en P sont observées (Jonard et al., 2015).

Le carbone (C) issu de la photosynthése® est le constituant majeur de la matiére organique®. Les

autres nutriments importants sont 1’azote (N), le phosphore (P) et les cations nutritifs : le

2 La gestion durable des foréts a été définie lors de la conférence ministérielle a Helsinki en 1993 comme suit :
« la gestion et I'utilisation des foréts et des terrains boisés d’une maniére et a une intensité telles qu’elles
maintiennent leur diversité biologique, leur productivité leur capacité de régénération, leur vitalité et leur capacité
a satisfaire, aujourd’hui et pour le futur les fonctions écologiques, économiques et sociales pertinentes aux niveaux
local national et mondial, telles qu’elles ne causent pas de préjudices a d’autres écosystémes » (Barthod and
Touzet, 1994).
3 La photosynthése est un processus enzymatique qui se déroule dans la chlorophylle suivant la réaction :

6 CO; + 6 H20 + photon = CgH1206 + 6 O3
4 La matiére organique peut provenir des plantes, des animaux et des microorganismes. Elle peut étre vivante ou
morte et & des stades de décompositions et transformations plus ou moins avancés (Swift, 1996). D’un point de
vue chimique, la matiére organique est composée principalement de carbone, d’hydrogéne, d’oxygene et d’azote
mais elle contient également d’autres éléments comme le phosphate, le potassium et le calcium...
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Figure 0.1 : Représentation schématique de la zone critique incluant le régolithe et le profil d’altération (Lin, 2010)

Les minéraux et roches forment un gradient depuis la roche mére a la surface du sol appelé régolithe. Les minéraux les plus
grossiers sont au contact de la roche meére du fait de sa fragmentation, a I’inverse les minéraux les plus fins se retrouvent a la
surface. Cette distribution dépend du type de sol et de son épaisseur.

La zone critique est un concept encore plus large allant du sommet de I’arbre (canopée) au fond de I’aquifére.

Figure 0.2 : Les différents horizons d’un sol

L’horizon O est composé de la litiere et de I’humus, il compose la matiere organique pas ou peu dégradee (débris végétaux...) les
premieres étapes de la decomposition de la matiére organique se déroulent dans cette couche.

L’horizon A est la couche organo-minérale du sol, elle contient de la matiére organique en cours de décomposition et de la matiére
minérale, des complexes argilo-humiques sont formeés. Les processus d’humification et de minéralisation ont lieu dans cet horizon.
Les nutriments issus de la minéralisation se fixent sur le complexe argilo-humique (formant la CEC) ou sont entrainés dans les
horizons plus profonds par les eaux de pluies (lessivage).

L’horizon B est appelé horizon minéral, il est pauvre en matiere organique et enrichi en matiére minérale (oxyhydroxydes de fer,
carbonates, silicates), les minéraux présents sont issus de la néoformation (précipitation des éléments chimique en solution) ou des
minéraux primaires provenant des horizons inférieurs.
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potassium (K), le calcium (Ca), le magnésium (Mg)... Ces nutriments sont puisés dans la
solution de sol par les racines (Tableau 0.1 (Jones and Jacobsen, 2005)). Cependant ces
nutriments doivent étre bioaccessibles ¢’est-a-dire sous forme d’ions dans la solution de sol.
L’accessibilité des nutriments dépend donc de la capacité du sol a stocker et libérer les ions en
solution. En fonction des caractéristiques édaphiques® du sol, sa capacité a fournir les éléments

nutritifs nécessaires au développement des arbres varie.

1.2.2. Le sol des foréts tempérées
1.2.2.1. Lesol

La zone critique de la Terre s’étend de la canopée aux aquiféres®, cette région hétérogéne de la
Terre englobe différentes zones dont le sol (Lin, 2010) (Figure 0.1). Verticalement, le volume
du sol s’étend de la surface de la terre jusqu’a la roche altérée (GIS Sol, 2011). Le sol est la
couche superficielle des surfaces continentales, formé sur des dizaines de millénaires par
I’altération de la roche mére puis par I’accumulation de matiére organique provenant de la flore
principalement et de la faune (Bruand, 2009). Le sol est organisé en plusieurs couches aux
propriétés différentes appelées horizons (Figure 0.2). Le sol est composé de différents
constituants dont la proportion varie en fonction du type de sol. On distingue :

- le solide composé de matiére organique et minérale en proportions variables

- le liquide constitué de la solution de sol ou les éléments minéraux sont en solution sous

forme d’ions

- le gazeux situé dans les pores du sol.

1.2.2.2. Singularités des sols forestiers

De nos jours, les sols forestiers européens se singularisent des sols agricoles pour des raisons
historiques d’usage. En effet, I’Homme s’est installé sur les terres les plus fertiles’, les mieux
drainées et situées sur les reliefs les moins accidentés laissant a 1’état de forét les sols aux
propriétés physico-chimiques et hydriques défavorables aux activités agricoles (Ranger, 2001).

Des vestiges gallo-romains datés entre 10 et 180 aprés JC ont été retrouvés dans la forét des

% Les caractéristiques édaphiques d’un sol sont les caractéristiques physiques et chimiques du sol incluant
également la texture, la structure, la porosité, la teneur en eau, I'acidité et la teneur en nutriments du sol.

6 Un aquifere est un sol ou une roche réservoir originellement poreuse ou fissurée, contenant une nappe d'eau
souterraine et suffisamment perméable pour que I'eau puisse y circuler librement.

7 La fertilité est I’aptitude des sols a apporter les éléments essentiels a la croissance des végétaux.
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La baisse ou I’augmentation du pH (surtout dans les extrémes) met en solution de nombreux ions, notamment

des métaux qui peuvent s’avérer toxiques pour les plantes.
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Vosges en Alsace démontrant que la forét s’est développée sur des zones exploitées par
I’homme pour I’agriculture et 1’établissement de villages ou zones d’habitation (Site
d’Oedenburg, (Girardclos and Petit, 2011)). En France, la surface forestiére de 8.9 millions d'ha
au début du 19°™ siécle a augmenté pour atteindre 16.9 millions d'ha en 2019 (IGN, 2020). Il
existe donc a I’heure actuelle des foréts construites sur des anciens sols agricoles (Koerner et
al., 1999).

En général, les sols forestiers dans les régions tempérées sont plus acides et plus pauvres en
éléments nutritifs que les sols agricoles. Par exemple, 12% des sols agricoles sont acides
(pH < 5,5) contre 62 % des sols forestiers (Badeau and Dambrine, 1999). Cette acidité n’est pas
anodine car elle peut entrainer une perte de fertilité (voir ci-aprés) ou une toxicité a I’aluminium
(Ranger, 2001).

1.2.2.3. Caractéristiques chimiques

Capacité d’échange cationique

Les argiles et les matiéres organiques du sol (complexe argilo-humique) sont généralement
chargés négativement et constituent les supports pour les cations dits « échangeables »
(Chapman, 1965). La capacité d’échange cationique (CEC : somme des cations échangeables
exprimée en cmol*/kg) représente le potentiel d’un sol a retenir ces cations : Ca?*, Mg?*, K*,
Na*, H*, AI®*... Ces cations sont dits soit acides, soit basiques. L’acidité d’échange (AE) est la
somme des cations acides (i.e., H* et AI**) échangeables dans un sol (Thomas, 1982). Dans les
sols acides, la proportion de la CEC occupée par I’acidité d’échange est élevée.

Les cations sont dits échangeables car des échanges permanents se réalisent entre les sites
d’échange (CEC) et la solution de sol. De ce fait, le contenu chimique de la solution de sol est
directement en lien avec la quantité de cations échangeables. lls sont d’ailleurs facilement
accessibles pour les plantes.

On distingue la CEC (imagée comme la grandeur de la « boite CEC ») de la concentration ou
taux d’un élément échangeable (imagé comme le contenu de la « boite CEC »). Par exemple,
le taux de saturation est la somme des cations basiques échangeables rapporté a la CEC du sol.
La mesure de la CEC et du taux de saturation sont un bon indicateur de la fertilité chimique
d’un sol. Plus la CEC est ¢élevée, et le rapport AE/CEC faible, plus la fertilité d’un sol est

importante.
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Figure 0.4 : Distribution du pH et de la CEC des sols de France ainsi que le taux de boisement (source : GIS Sol ; IGN)
La comparaison du taux de boisement (C) avec le pH (A) et la CEC (B) des sols en France permet d’observer que les foréts sont

principalement développées sur des sols acides ou basiques (dans le cas des Alpes) avec une CEC faible (sauf pour les Alpes).
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Le pH et ses effets sur le sol
Le pH du sol est le logarithme de I’activité des protons (H")8. Le pH affecte de nombreux
processus chimiques dans le sol et notamment la disponibilité en nutriments. En effet, il agit
sur la proportion des cations échangeables acides et sur la grandeur de la CEC.
Dans les sols acides, ’acidité d’échange (AE) est élevée, c’est-a-dire que les protons et
I’aluminium occupent une place importante de la CEC au détriment des autres cations dits
basiques (K*, Ca?*, Mg?*...) (Bonneau, 1989). A pH acide, ce sont des éléments chimiques tels
que I’aluminium (AI%*) et le fer (Fe**) qui sont libérés dans la solution du sol. Notamment, 1’ion
AI®* peut conduire & une toxicité. Au contraire, les cations basiques (Ca%*, Mg?*...) sont plutot
libérés a des pH neutres voire basiques (Figure 0.3) (Gobat et al., 1998).
De plus, les charges d’un sol (CEC) sont de deux types : les charges fixes (liées a des
substitutions® dans les argiles et non sensibles au pH de la solution) et les charges variables
(charges de surface des matieres organiques et des minéraux dépendantes du pH de la solution).
A pH acide, les charges variables diminuent. Ceci se traduit par des CEC de sol acide souvent
bien plus faible que dans les sols neutres.
En France, les sols forestiers sont majoritairement acides (Figure 0.4A) et présentent une CEC
faible entre 0 et 15 cmol*/kg (Figure 0.4B). Par exemple, ils comportent des teneurs en ions
échangeables trés faibles pour le magnésium, le potassium (entre 0.02 et 0.5 cmol*/kg), et le
calcium (< 0.1 cmol*/kg) (GIS Sol, 2011).

1.2.2.4. Caractéristiques physiques du sol et conséquences sur

[’arbre

L’épaisseur du sol
Les arbres ne sont pas tous développés sur des sols équivalents en termes d’épaisseur. Cette
épaisseur qui correspond a la distance entre la roche mére et la surface, definit la zone de sol
directement accessible aux racines des arbres. Elle est déterminée par différents phénomeénes
de pédogénese tels que 1’altération de la roche, le dép6t de matiéres (matiére organique ou dép6t
atmosphérique) ou 1’érosion (Phillips, 2010). Cette eépaisseur joue deux réles importants pour

les arbres : un réle d’ancrage et un réle nutritif (en eau et nutriments).

8 -log[H*]

® Remplacement d’un cation par un autre, pour les argiles, le plus souvent au niveau de I’espace interfoliaire. Si
cet échange se fait entre deux ions qui n’ont pas le méme nombre de charges, un déséquilibre apparait qui est
compensé par la fixation a la surface d’ions « compensateurs » a I’origine de la capacité d’échange du minéral

(Meunier, 2005).




S-W 1.5km

Rendzic Leptosol Eutric Cambisol Dystric Cambisol
b o0 %ca,/cEC w0 0 50 100
0

g

Depth incm

200

D Acidic sediment or DC developed from this sediment FE of EC developed from acidic sediment and limestone

FE of RL developped from limestone weathering Clays layer formed from limestone dissolution

@] Limestone pebbles Limestone —e-  Ca,/CEC percentage

Figure 0.6 : Géologie de la forét expérimentale de hétre de Montiers (Turpault et al. 2019)

(a) La toposéquence naturelle de 1.5 km de long va d’un sol superficiel a un sol profond. (b) Les différents profils de sol
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En effet, le sol est un support physique pour 1’établissement des végétaux. Sans le
développement du systeme racinaire, les arbres ne pourraient se maintenir a la verticale. Un sol
superficiel limite donc le développement des racines car directement en contact avec la roche
mere. L’illustration de ce probléme s’observe facilement sur les arbres développés sur des
coteaux ou en montagne (Figure 0.5). A I’inverse un sol profond permet un bon ancrage des

racines qui vont s’infiltrer a travers les différents horizons (Nicolitch et al., 2017).

Les propriétés du sol varient en fonction de sa profondeur. L horizon de surface est plutét riche
en matieres organiques et a une CEC éleveée tandis que les horizons plus profonds sont plus
pauvres en matieres organiques avec une CEC plus faible. A I’inverse les pH les plus faibles
sont observés en surface. La somme des stocks des cations échangeables de chaque horizon
détermine le réservoir total du sol en cations échangeables. Par conséquent, 1’épaisseur du sol
est un facteur important a consideérer vis-a-vis de la fertiliteé.

De maniere notable, cette épaisseur peut grandement varier, méme a des échelles locales. Le
site expérimental de Montiers en est un tres bon exemple (Figure 0.6) (Turpault et al., 2019).
Cette forét de hétres est caractérisée par une toposéquence naturelle de 2 km de long allant d’un
sol profond (plusieurs metres) avec une faible disponibilité en nutriments et un pH acide, a un
sol superficiel (environ 20 cm) avec une disponibilité élevée en nutriments et un pH neutre.
Néanmoins si on considere quantitativement I’ensemble du profil de sol, le sol superficiel du
fait de sa faible épaisseur ne peut fournir qu’une faible quantité de nutriments aux arbres
comparativement aux sols profonds. II est donc important de prendre en compte 1’épaisseur du

sol pour déterminer son contenu nutritif.

La texture
La texture du sol (terre fine < 2 mm) est déterminée par la composition granulométrique
(distribution en taille des éléments solides du sol) des minéraux et roches qui le composent. On
considere trois grandes classes : le sable (2 - 0.05 mm), le limon (0.05 - 0.002 mm) et les argiles
(<0.002 mm) (Bruand, 2009). En fonction de la quantité de chacun, la texture du sol est évaluée
a I’aide du triangle des textures (figure 0.7). La texture joue un rdle important dans le
développement et la nutrition des plantes car elle influence la capacité a retenir I’eau et les
nutriments. Par exemple, le sable est poreux et a une faible surface de contact, de ce fait il a une

faible capacité a retenir 1’eau et les nutriments contrairement aux argiles qui ont une surface de
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Figure 0.8 : L’écosystéme forestier et la provenance des nutriments

L’arbre synthétise sa propre matiere organique (MO) via la photosynthése (jaune). La matiére organique est ensuite recyclée (vert)
. le feuillage (perte en automne) et les débris végétaux (bois, racine mortes...) sont décomposés par la mésofaune et la microflore
et fournit les nutriments au sol (minéralisation) qui seront réabsorbés par les racines. Les dépOts atmosphériques (violet)
fournissent un apport externe de nutriments. L’altération des roches et minéraux (rouge) du sol biotique ou abiotique relargue des
nutriments inorganiques (K, Mg, Ca, P). Lorsque la solution de sol est saturée en éléments chimiques des reprécipitations peuvent
avoir lieu, c’est la néoformation de minéraux secondaires.

L’écosysteme forestier subit des pertes de nutriments suite a I’exploitation des foréts (gris) par I’Homme (prélévement de bois,
essartage, soutrage...). De plus, les ions solubles dans la solution de sol peuvent étre emportés par les eaux, c’est le lessivage
(bleu).

ZOOM représentation de la mycorhizosphere : Les champignons (jaune) forment des mycorhizes avec les racines des arbres
(noir). Les hyphes prospectent le sol environnant & la recherche de nutriments qu’ils fournissent ensuite & la plante (N et P
principalement) en échange de carbone. Les racines et les champignons produisent des exsudats, ils sont utilisés par les bactéries
environnantes. Les bactéries et les champignons alterent les minéraux et roches par action physique ou chimique (éclair rouge)

relarguant ainsi des nutriments qui deviennent accessibles pour les plantes.
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contact plus élevée et sont plus réactifs (présence de charges négatives) (Gobat et al., 1998;

Jones and Jacobsen, 2005).

La structure
La structure du sol est un mode d’assemblage de ses constituants solides formant ou non des
agrégats (Gobat et al., 1998). Elle dépend de la texture, du taux d’humidité et de la matiére
organique. En fonction de la structure du sol, la rétention d’eau est plus ou moins importante,

elle influe aussi sur I’enracinement des plantes (Tardieu and Manichon, 1987).

La porosite
La porosité du sol est le volume des vides occupés par I’eau ou I’air (ou d’autres gaz). Elle
permet de fournir I’oxygene nécessaire aux organismes aérobies (conditions oxiques) dans le

sol. La porosité influence également la circulation de I’eau.

1.3.  Laprovenance des nutriments

Les nutriments utilisés par les plantes pour assurer leur croissance proviennent du
fonctionnement interne de 1’écosystéme forestier (recyclage des éléments ; stockage facilement
accessible sur la capacité d’échange cationique...) ou bien d’apports extérieurs (dépOts
atmosphériques, altération des minéraux...) (Figure 0.8). L’équilibre nutritif de 1’écosystéme
forestier est menacé par la réduction d’entrées ou des dysfonctionnements internes entrainant
des pertes/baisses de nutriments liés a des phénomenes naturels (sécheresse, pluies acides...)
ou bien anthropiques (récolte intensive, tassement du sol...), surtout dans les foréts exploitées
(Ranger and Turpault, 1999).

1.3.1. Lesapports internes : la décomposition de la matiére organique

Les nutriments absorbés par les arbres proviennent principalement du recyclage de la matiere
organique. Cette matiére organique est issue des plantes (racine, litiere, bois mort) et de la
mésofaune®® et microflore!*. Elle est constituée a 99 % de C, H, O, N, P, S, Ca, Mg, ClI, Na et

est organisée sous différentes formes de composes tels que les glucides, lignines, lipides et

10 Mésofaune : constituée de la macrofaune et de la microfaune.
11 Microflore : champignons, algues et bactéries.
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Figure 0.9 : Le recyclage de la matiere organique

La matiére organique (MO) composée majoritairement de lignine, glucides, lipides et composés azotés est fournit par les arbres

(feuilles, débris végétaux, racines mortes...) au sol. La décomposition de la MO est réalisée par la mésofaune et les

microorganismes du sol par action physique (fragmentation) ou chimique (enzymes digestives, sécrétion de molécules...). La MO

subit différentes étapes successives de décomposition jusqu’a :

(i) La formation de humus. Le humus peut se fixer aux argiles du sol formant le complexe argilo-humique, de maniére générale
ce sont les matieres organique (MO) et minérale (MM) qui présentent des charges négatives a leur surface et constituent la
CEC du sol.

(i) La libération des éléments chimiques en solution (minéralisation), ils sont alors accessibles pour les arbres et
microorganismes qui les consomment. Lorsque la solution de sol est saturée, certains éléments chimiques peuvent précipiter
(néoformation) formant des minéraux secondaires. Les cations produits par la minéralisation peuvent également se fixer sur

le complexe argilo-humique déterminant la CEC d’un sol.
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composés azotés qui varient en fonction de leur origine (Gobat et al., 1998). Le contenu de la
maticre organique d’origine végétale est restitué dans les sols suite a la perte du feuillage et des
débris végétaux constituant la litiere aérienne mais aussi au niveau souterrain (racines mortes
Ou exsudats racinaires).

Cette matiere organique subit des phases successives de fragmentation et de décomposition
réalisées par la macrofaune'?, la microfaune!?® et la microflore (Figure 0.9) (Ovington, 1962).
Ces différents organismes se succedent dans ce processus de decomposition aboutissant a : (i)
la formation de I’humus®4, (ii) la migration de la matiére organique dans le sol qui se lie aux
argiles pour former le complexe argilo-humique (Cornejo and Hermosin, 1996) et (iii) la
minéralisation définie comme la décomposition de la matiére organique jusqu’a la libération
des éléments chimiques qui la composent. Les éléments chimiques tels que N, P, Ca, Mg, K...
se retrouvent dans la solution de sol et peuvent étre puisés par les organismes environnants dont
les végétaux bouclant alors le recyclage de la matiére organique. Néanmoins, la décomposition
de la matiére organique est plus ou moins rapide en fonction du type de composé dégradé. Par
exemple, la cellulose et I’hémicellulose sont dégradées rapidement et transformées en sucres
simples tels que le glucose et le fructose. Ces derniers sont consommeés par les microorganismes
du sol (champignons et bactéries). A I'inverse, les composés tels que la lignine sont plus
difficiles a dégrader, seuls certains champignons (champignon a pourriture blanche) sont
capables de la décomposer entierement (Reid, 1995).

1.3.2. Les apports extérieurs

1.3.2.1. Les dépdts atmosphériques

L’écosystéme forestier, tout comme les autres écosystémes, regoit une part non négligeable de
nutriments sous forme de poussiéres, particules plus petites ou dissoutes. Ils sont transportés
par le vent, les pluies, le brouillard et plus localement les aérosols. Les sources d’émission sont
multiples, mais on pourra noter les embruns marins et I’érosion terrestre parmi les sources
naturelles et les feux de cheminée, les combustions industrielles, les labours parmi les sources
anthropiques. Quantitativement les dépbts atmosphériques peuvent contribuer jusqu'a 30% des

apports totaux de nutriments de 1’écosystéme, augmentant considérablement les bilans

2 Macrofaune : animaux de taille supérieure a 0.2 mm vivant dans les sols (ex : vers de terre, fourmis, arachnides,
enchytréides, termites, crustacés...).

13 Microfaune : animaux dont la taille est inférieure a 0.2 mm (ex : protozoaires, tardigrades, rotiféres).

14 Humus : matiere organique a différents stades de décomposition qui se trouve au niveau de la couche
holorganique du sol
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nutritionnels des foréts (Lequy et al., 2012). Récemment, il a été démontré que la forét
amazonienne recevait des nutriments via les dépots atmosphériques provenant de différentes
régions du globe (les Andes, I’Afrique du Nord (désert du Sahara) ou I’Afrique du Sud)
(Nogueira et al., 2021).

1.3.2.2. L’altération des minéraux

L’altération des minéraux est définie comme un processus menant a la dissolution, la
fragmentation ou a la transformation d’un minéral. Elle permet de libérer en solution les
éléments chimiques et notamment les cations nutritifs (K, Mg, Ca...) et le phosphore (P)
emprisonnés dans la structure cristalline des minéraux. Les nutriments ainsi libérés sont alors
biodisponibles pour les organismes vivants tels que les arbres. Cependant la qualité et la
quantit¢ de nutriments apportés par 1’altération des minéraux sont dépendantes de la
composition chimique des minéraux ainsi que leur nombre.

Les différents processus impliqués dans I’altération ainsi que les différents types de minéraux

seront abordés dans la deuxieme partie de cette introduction (82).

La quantité et la fréquence des dépbts atmosphériques sont liées aux conditions climatiques,
ces apports sont donc fortement variables d’une année sur [’autre. Par conséquent, la fertilité
a long terme des sols forestiers dépend principalement du recyclage des éléments contenus
dans la matiére organique et de la capacité des minéraux a alimenter le sol en nutriments
biodisponibles (Fichter et al., 1998).

1.3.3. Les pertes de nutriments inorganiques et perturbations

1.3.3.1. Le lessivage

Le lessivage est la mise en solution de composés hydrosolubles. Lors des pluies, ces composeés
sont drainés par les eaux de pluie jusque dans les couches les plus profondes du sol (aquiferes)
et/ou jusque dans les cours d’eau (pour un terrain en pente) (Blanco et al., 2005; Augusto et al.,
2000b). Ce phénomene représente une perte d’¢léments nutritifs pour 1’écosysteme. Ces pertes
de nutriments sont aggravées par les pluies acides survenues principalement a cause de

I’émission de gaz polluants industriels (Levy, 1995). En plus d’un apport d’cau qui draine le

- 10 -
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sol, I’acidité de ces pluies entrainent une perte de cations nutritifs (Bonneau, 1985, 1989). Cela
a été démontré sur la forét expérimentale de Hubbard Brook aux Etats-Unis ou des pluies acides
ont eu lieu en 1900 et 1973 (suite a 1’émission de gaz polluants dus aux activités humaines
(Program (U.S.), 1993)). En conséquence, en 1982 la quantité de calcium Ca?* perdue par
drainage des eaux avait augmenté diminuant les réserves nécessaires au maintien de la

croissance des arbres (Tomlinson, 2003).

1.3.3.2. L’implication de ’Homme

Historique de I’exploitation des foréts en Europe
De tout temps, les foréts ont été exploitées pour la production de combustible, le bois de
construction, la cueillette, le paturage et le développement de nouvelles parcelles exploitables
pour I’agriculture. Les premieres traces de I’exploitation des foréts européennes remontent a
I’époque pré-romaine (Perlin, 2005). La déforestation et 1’exploitation intensive de la forét a
conduit en 1850 a la réduction de la superficie forestiere la plus importante jamais atteinte en
Europe (McGrath et al., 2015).
A partir du 18°™ siécle, les premiéres écoles forestiéres ont vu le jour en Allemagne, Autriche
et France, signant le début d’une gestion de I’exploitation forestieére (Farrell et al., 2000). Au
cours du 18 et 19°™ siécle, de nouvelles pratiques de gestion des ressources forestiéres ont été
développées telles que la récolte des litieres pour fertiliser les sols agricoles (Tessier, 1910;
Ranger and Nys, 2003; Augusto et al., 2000a). La période d’aprés-guerre a vu I’apparition de
la mécanisation de 1’agriculture et de la sylviculture. L’utilisation de lourdes machines en forét
a entrainé une augmentation du prélévement de bois mais aussi un tassement du sol, modifiant
ses propriétés et ayant des conséquences sur les communautés microbiennes et la physiologie
des plantes présentes (acquisition d’eau et photosynthése réduites) (M. Hartmann et al., 2014;
Mariotti et al., 2020).
Ces différentes étapes de 1’histoire ont permis de mettre en évidence qu’un prélévement non
raisonné de la biomasse végétale entraine une perte non négligeable de nutriments pour
1’écosystéme, conduisant & une diminution de la fertilité du sol et & long terme, une diminution
de la croissance des arbres et donc de la production forestiére (Ranger et al., 1995; Olsson et
al., 1996; Bréthes, 2012; Ponder et al., 2012).
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Les foréts : des environnements en genéral pas ou peu amendés
L’impact de I’exploitation forestiére par I’'Homme est d’autant plus important du fait que les
sols forestiers ne sont généralement pas ou peu amendés. Les foréts sont donc considérées
comme des écosystemes a faibles intrants. L’acces aux éléments nutritifs et le recyclage y sont
des processus essentiels. Certains sites expérimentaux (Ardennes, Vosges, Normandie) ont fait
I’objet d’amendement calco-magnésien ce qui a eu pour effet d’améliorer la qualité des sols et
ainsi la nutrition des arbres sur le long terme (Bréthes, 2012). D’autres foréts en Suéde et en
Finlande sont fertilisées (apport d’azote). Néanmoins, les pratiques de fertilisation et

d’amendement des foréts restent anecdotiques par rapport au nombre de foréts exploitées.

Les arbres dépendent d’'un apport en nutriment sur plusieurs siecles pour assurer leur
développement et leur santé. Le fonctionnement de [’écosysteme forestier est en équilibre
constant entre pertes et apports de nutriments. Cependant, [’'intervention de I’Homme
(exploitation forestiére...) tend a perturber cet équilibre (homéostasie). Les apports internes
et externes permettront-ils de maintenir le fonctionnement de ces écosystémes ?

Dans ce contexte, ['altération des minéraux est une source non négligeable de nutriments

pour maintenir la croissance des arbres.

2. Les minéraux et leur altération

2.1.  Roches et minéraux : description et caractéristiques

La roche mére correspond a la couche superficielle de la crodte terrestre située en dessous de
la couche de sol (Figure 0.1 et 0.2). Elle est composée de différentes roches dont 1’assemblage
dépend de sa formation (magmatique, métamorphique ou sédimentaire). On pourra citer pour
exemple le granite (magmatique), le schiste (métamorphique) ou le calcaire (sédimentaire). La
roche est en général constituée de différents minéraux qui se sont agrégés de maniére plus ou
moins ordonnée, ce qui en fait un matériel hétérogéne. Par exemple, le granite contient en
général différents types de minéraux tels que le quartz, le feldspath potassique, le plagioclase,
des micas (biotite, muscovite) et 1’apatite. Les minéraux ont une composition chimique
spécifique. Un minéral est également défini par sa structure solide, son organisation et sa

formation. Deux grandes catégories de minéraux dans les sols se distinguent :
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Figure 0.10 : Classification des minéraux et quelques exemples

Les minéraux sont classés en 9 catégories. L’hématite de composition théorique Fe,O, fait partie des oxy-hydroxydes (classe 1V),
ce sont des minéraux secondaires facilement altérables. L’apatite (formule théorique : Caz(PO,);(OH,CI,F)) est classée dans les
phosphates, arséniates vanadates (classe VII). Enfin, les silicates sont les minéraux les plus répandus de la cro(te terrestre (90%).
Ils sont caractérisés par la présence de silice qui s’organise en tétraédre avec 4 molécules d’oxygénes dans leur structure. Parmi les
néosilicates, on peut citer I’olivine (Mg,Fe),(SiO,) et le grenat (Fe;Al,(SiO,), (il existe plusieurs variétés différentes d’olivine et
de grenat). Les phyllosilicates comme leur nom I’indique (phyllo en grec : feuille) sont organisés en plusieurs couches de
tétraédres et octaedres appelés feuillets. Les feuillets étant chargés négativement, il permet d’adsorber des cations entre chaque
couche. L’organisation de ces couches déterminent différents groupes de phyllosilicates, parmi eux on peut citer la biotite de
composition théorique K(Mg,Fe);(OH,F),(Si;AlO,).
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- Les minéraux hérités de la roche-mere ou minéraux primaires, dépendent directement
du type de roche mere sur lequel le sol est développé.

- Les minéraux néoformés ou minéraux secondaires sont formés dans les sols par
précipitation d’éléments chimiques arrivés a saturation (néoformation). Les minéraux
secondaires sont majoritairement des phyllosilicates, des oxy-hydroxydes plus ou moins

cristallisés, des carbonates et des sulfates.

2.1.1. Classification et focus sur cinq minéraux d’intérét

Les minéraux peuvent étre classés en fonction de leur propriétés structurales et chimiques
(classification de Strunz ou Dana (Dana, 1855; Strunz and Nickel, 2001)). De maniere générale
on distingue 9 classes de minéraux (Figure 0.10). La classe IV représente les oxydes et
hydroxides et contient I’hématite. La classe VII des arséniates phosphate et vanadates comprend
I’apatite. Et enfin les silicates représentés par la classe VIII sont la classe de minéraux la plus

riche et comprend entre autres la biotite, 1’olivine et le grenat.

2.1.1.1. Les oxydes et hydroxydes : focus sur I’hématite

Dans les sols, les oxydes et hydroxydes sont généralement des minéraux secondaires issus de
la précipitation d’éléments chimiques en solution (néoformation) (Dixon et al., 1989). Parmi
cette classe de minéraux, on retrouve les oxydes de fer. Ils se forment lors de 1’altération de
roches contenant du fer (comme la roche magmatique), le fer arrivé a saturation dans la solution
reprécipite sous forme d’oxydes de fer tels que la goethite, ’hématite ou la 1épidocrocite en
solution ou a la surface des minéraux primaires. Les roches magmatiques (i.e., granite, trachyte
et rhyolite) peuvent donc contenir des grains d’hématite. L hématite est un minéral répandu
dans une grande variété de sols. Elle a également un effet de pigmentation et colore les sols en

rouge. La composition chimique théorique de I’hématite est Fe2Oa.
2.1.1.2. Les minéraux phosphatés : focus sur I’apatite
Les minéraux phosphatés sont présents dans une large variété d’environnements (roches

sédimentaires, roches magmatiques, sols...) (Dixon et al., 1989). Ils ont une importance

particuliére pour la nutrition des plantes car ils représentent une des principales sources de
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phosphate inorganique dans les sols. Parmi ces minéraux phosphatés, on distingue le groupe
des apatites lui-méme divisé en différentes catégories d’apatite (hydroxyapatite, fluorapatite,
dahllite, francollite...). Les apatites sont retrouvées dans des inclusions de minéraux primaires
de roches magmatiques. Seulement certaines formes d’apatite sont largement répandues dans
I’environnement comme la fluorapatite ou 1’hydroxyapatite. Par exemple, la fluorapatite
provient des roches magmatiques et I’hydroxyapatite est issue de I’altération des roches
calcaires. Ces deux formes d’apatite sont également utilisées comme fertilisants. La

composition chimique théorique de 1’apatite est Cas[POas]3(OH,F).

2.1.1.3. Lessilicates : focus sur I’olivine, le grenat et la biotite

Les silicates sont les minéraux primaires les plus abondants de la crodte terrestre (plus de 90 %)
(Garrels and Mackenzie, 1971). Notamment le quartz est le représentant des silicates le plus
abondant. Les silicates sont caractérises par la présence de silice et d’oxygéne qui forment des
tétraédres (T) SiO4 ou octaedre (O) SiOg (Dixon et al., 1989). Les charges négatives portées par
I’oxygénes sont neutralisées par la fixation de divers cations (K*, Mg?*, Ca%*, AP*..)).

L’organisation des tétraedres de silice détermine les differentes catégories de silicates. On
distingue alors les nésosilicates ou les tétraédres sont sous forme d'anions (SiO4)* des
phyllosilicates ou les tétracdres s’assemblent entre eux pour former différentes couches de
silices. L’olivine et le grenat font partie des nésosilicates tandis que la biotite fait partie des

phyllosilicates.

L’olivine
L’olivine est un minéral répandu dans certaines roches magmatiques et peut se retrouver dans
les sols et les sediments (Dixon et al., 1989). Il existe plusieurs types d’olivine qui différent en
fonction de leur composition chimique (i.e., forstérite, fayalite...). Par exemple, la forstérite
(Mg@2SiOg4 ; utilisé pour les experimentations du CHAPITRE 4) et la fayalite (Fe2SiO4) sont les
pbdles magnésien et ferreux des olivines. Ces minéraux fortement solubles dans les sols en font

une excellente source de nutriments pour les organismes vivants.

Le grenat
Le grenat est un des composants majoritaires des roches métamorphiques (Dixon et al., 1989).

Il existe différents types de grenat en fonction de leur composition (i.e., almandin, pyrope,
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Figure 0.11 : Structure de la biotite inspiré de Aslin et al., 2019
La biotite de composition théorique K(Mg,Fe);(OH,F),(Si;AlO,,) est un phyllosilicate organisé en différentes couches de Si, Mg,
Al, Fe (feuillet). Chaque feuillet de silice suit I’ordre suivant : tétraédre, octaedre, tétraedre (TOT). Les feuillets étant chargés

négativement, ils adsorbent a leur surface des cations (K*) au niveau de I’interfoliaire.
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sciagite...). Par exemple, I’almandin est composé d’aluminium et de fer (AlsFe2(SiO4)3 ; i a été

utilisé pour les expérimentations du CHAPITRE 4).

La biotite
Les phyllosilicates sont des silicates, formés de différentes couches (tétraédrique/tétraedre
essentiellement de Si; octaédrique/octaédre essentiellement de Al, Fe, Mg) constituant un
feuillet (Dixon et al., 1989). Les feuillets sont fréquemment chargés négativement, cette charge
négative est compensée par 1’adsorption de cations dans ’interfoliaire (Figure 0.11) (Aslin et
al., 2019). L’organisation des couches tétraédrique et octaédrique dans le feuillet détermine les
différentes classes de phyllosilicates et parmi elles les micas ont un feuillet composé d’une
couche d’octaedre encadre par 2 couches de tétraédre (TOT) avec une charge élevee (1 par
maille) compensée par du potassium dans I’interfoliaire. Les micas font partis de la composition
du granite et des roches acides. Parmi les micas, la biotite est largement répandue dans les sols,
elle peut étre retrouvée dans la composition des roches magmatiques et métamorphiques. Sa
composition théorique (K(Mg,Fe)3(OH,F)2(SizAlO10)) indique qu’elle présente une source de
cations nutritifs tels que le potassium ou le magnésium importants pour la croissance des

plantes.

2.2.  L’altération des minéraux : différents processus impliqués

Le processus d’altération des minéraux correspond a des mécanismes physiques et chimiques
menant a la libération ou a la précipitation d’éléments chimiques. On distingue la division, la

dissolution, la transformation et la néoformation.

2.2.1. L’altération physique
2.2.1.1. Ladivision

Il s’agit d’un processus de fragmentation physique des roches ou minéraux correspondant a une
diminution de la taille des blocs ou des grains. La division peut étre due a des mécanismes
abiotiques tels que 1’érosion (action mécanique du vent ou de I’eau (Hilley et al., 2010)), des
variations de températures (Bahr et al., 1986; Hall et al., 2008) ou des phases de gel et de degel
(i.e., cryoclastie). L’eau, s’infiltrant dans les fissures des roches, se solidifie lors de périodes de

gel. L’augmentation du volume d’eau lors de sa solidification fragmente les roches, lors du
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Figure 0.12 : Les processus d’altération des minéraux

L’alteration des minéraux peut étre liée & des processus physiques (vert) ou chimique (orange). L’altération chimique regroupe

plusieurs type d’altération : (i) la dissolution qui est la libération d’éléments chimiques en solution & partir du minéral. Dans les

sols, I’accumulation d’éléments chimiques via la dissolution des minéraux peut par la suite mener a des reprécipitations de certains

éléments pour former des minéraux secondaires, c’est la néoformation (ii). (iii) la transformation est également un type

d’altération chimique menant & une modification structurale des minéraux.
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dégel, I’eau s’infiltre alors un peu plus dans les fissures formées et ainsi de suite (Charre and
Lautridou, 1975; Matsuoka and Murton, 2008). D’autre part, des acteurs biotiques sont
impliqués dans la division des roches notamment via la pression exercée par les racines ou les
hyphes des champignons qui scindent les minéraux (Jongmans et al., 1997; Mottershead et al.,
2003; Bonneville et al., 2009).

Ce processus en augmentant la surface des minéraux exposes a la solution du sol augmente leur

altérabilité chimique.

2.2.2. L’altération chimique

Ce type d’altération est due a des agents/processus chimiques et se traduit par différentes

réactions : la dissolution, la néoformation et la transformation.

2.2.2.1. Ladissolution

La dissolution est une réaction qui conduit a la libération des éléments chimiques dans la
solution et a la destruction partielle (voire totale) de I’intégrité du minéral (exemple imagé du
sucre fondant dans un café). La dissolution d’un minéral peut étre (Figure 0.12) :

- Congruente : les constituants du minéral passent simultanément en solution. Leur
rapport steechiométrique en solution est identique a celui du minéral initial.

- Incongruente : les éléments chimiques contenus dans les minéraux se dissolvent de
manicere non steechiométrique. La dissolution incongruente peut étre liée (i) a la
précipitation d’ions en solution arrivés a saturation (néoformation) ou (ii) a une
dissolution sélective de certains constituants de par leur accessibilité ou leur solubilité.

Une dissolution sélective peut mener a la modification du minéral (transformation).

2.2.2.2. La néoformation

La néoformation est la précipitation d’un nouveau minéral (solide) a partir des ions en solution

arrivés a saturation (exemple du sel cristallisant dans les marais salants).
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Figure 0.13 : Action des acides organiques sur I’altération de la phlogopite (Robert and Berthelin, 1986)

Cette figure représente le taux de relargage d’éléments par la phlogopite en présence de différents acides organiques a 60 °C. On
peut catégoriser les acides organiques en fonction de leur action sur le minéral. Les acides oxalique, citrique, tartrique et
salicylique ont une action a la fois complexante et acidifiante, les acides quinique, lactique, malonique, formique, malique,
fumarique, acétique, hydroxy-benzoique et vanillique ont une action similaire aux acides inorganiques (acide chloridrique et acide

sulfurique) qui agissent par acidolyse. Enfin les acides succinique, aspartique et butyrique agissent par hydrolyse.
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2.2.2.3. La transformation

La transformation est une réaction qui, suite a 1’échange de composants chimiques (ions,
¢lectrons...) entre le minéral et la solution (dissolution ou précipitation partielle ; réaction
d’oxydo-réduction) entraine une modification structurelle majeure conduisant a une autre
dénomination minéralogique. La transformation peut conduire a une libération ou une
consommation d’ions en solution. Par exemple, la transformation de mica en vermiculite libére
du potassium en solution (Besson et al., 1966; Vicente et al., 1977) alors que la transformation
de vermiculite en vermiculite hydroxy-aluminineuse consomme de 1’aluminium (Dixon et al.,
1989).

2.2.3. Les mécanismes chimiques de 1’altération

C’est au niveau des surfaces d’échanges entre le minéral et I’environnement extérieur (solution)
qu’a lieu I’altération chimique. La surface du minéral intégre la surface externe mais aussi les
pores et fissures du minéral. L’altération chimique est en général proportionnelle a la surface
du minéral sauf en systeme fermé si elle est limitée par la diffusion.

On distingue trois grands mecanismes chimiques de ’altération : I’acidolyse, la complexolyse

et les mécanismes d’oxydo-réduction.

2.2.3.1. L’acidolyse

L’acidolyse est la dissolution due a une acidification du milieu environnant. Elle est liée a
I’action de protons H* qui réagissent avec les minéraux menant a leur dissolution. Si ces protons
proviennent de la dissociation de 1’eau H20 en ions H* et OH", on parle alors d’hydrolyse. Les
acides organiques ou inorganiques jouent également un réle dans 1’acidolyse (Figure 0.13
(Robert and Berthelin, 1986)).

Tous les minéraux sont sensibles a 1’acidolyse avec plus ou moins d’intensité (Brammall and
Leech, 1937).
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Figure 0.14 : Altérabilités des minéraux en fonction du pH (Brantley, 2008)

Ce graphique représente les taux de dissolution exprimé en mol/m2/s en fonction du pH de plusieurs types de minéraux. Les
minéraux les plus altérables sont situés en haut du graphique tandis que les minéraux les moins altérables sont situés en bas du
graphique. Grace a cette représentation visuelle, ’altérabilité est comparée entre chaque type de minéraux. Ainsi, on peut

souligner que I’apatite et la forestérite (type d’olivine) sont plus altérables que la biotite.
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2.2.3.2. La complexolyse

La complexolyse est une dissolution du minéral suite a la chélation de ses éléments chimiques.
Elle peut se faire de maniere directe sur le minéral ou de facon indirecte en chélatant les
éléments déja en solution provoquant un déséquilibre de la solution et conduisant a une
dissolution passive du minéral. Les agents complexants responsables de la complexolyse sont
toutes les molécules ayant un pouvoir chélateur (sidérophores, polysaccharides...). De plus,
certains acides, en plus de leur pouvoir acidifiant ont un pouvoir complexant, on parle alors
d’acido-complexolyse. Par exemple, les acides polycarboxyliques (acide oxalique, acide
citrique, acide tartrique, acide salicylique, acide acétique ; Figure 0.13) ont un réle chélatant
démontré sous action acidifiante (Robert and Berthelin, 1986).

2.2.3.3. L’oxydo-réduction

L’oxydation ou la réduction d’éléments chimiques (€léments métalliques, par exemple : Fe,
Mn...) présents dans la composition de certains minéraux conduit & un changement de la
stabilité du mineral qui influence sa dissolution. En effet, en fonction de I’état d’oxydation des
composes chimiques contenus dans le minéral leur dissolution est plus ou moins efficace (van
der Weijden and van der Weijden, 1995). Par exemple, la réduction du Fe(lll) des smectites
modifie la surface spécifique et augmente la susceptibilité de ce minéral vis-a-vis des

phénomenes de dissolution et de transformation (Stucki and Kostka, 2006).

2.2.4. Les minéraux ont une altérabilité variable

Les analyses chimiques et les tests d’altération en conditions controlées ont révélé que les
minéraux présentent des propriétés physicochimiques (i.e., composition, organisation, taille)
qui vont les rendre plus ou moins réactifs aux conditions environnementales. On parle de leur
altérabilité, qui se définit comme le niveau d’altération dans des conditions données. A titre
d’exemple, on différentie, par rapport a une attaque acide les amphiboles et pyroxénes qui sont
plus altérables que les feldspaths, eux-mémes plus altérables que le quartz (figure 0.14;
(Brantley, 2008; White and Buss, 2014). Les minéraux de petite taille présenteront une
altération plus rapide et une réactivité plus importante, expliquée par une surface spécifique

supérieure a celle de minéraux plus gros.
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L’altérabilité d’un minéral peut étre évaluée par sa vitesse de dissolution (Vm) représentée par

I’équation suivante (Madé, 1991) :
Vi = Ky X Sy Xa? x (1— Qm/Km)

Vi : vitesse de dissolution du minéral (m) (mol/an).

Km : constante de dissolution intrinséque du minéral (mol/m?/an).

Sm : surface de contact entre le minéral et la solution (m?/kg). Cette surface dépend de la taille
et porosité du minéral et est donc un facteur intrinséque.

a;' @ activité de I’agent altérant en solution (espéce aqueuse ; j ; ex : H', OH"...) en prenant en
compte la dépendance de la vitesse de dissolution du mineéral par rapport & 1’agent altérant (n).

Cette activité dépend de 1’agent altérant il est donc considéré comme un facteur extrinséque.
1-Qm/K . indice de saturation des éléments chimiques libérés a partir du minéral. Cet indice
m

dépend de la composition chimique de la solution ¢’est donc un paramétre extrinseque.
Qm : produit d’activité ionique du minéral (sans unité), il dépend du minéral c’est donc un

facteur intrinseque.

L’altération des minéraux dépend donc des facteurs intrinseques aux minéraux (i.e., leurs
propriétés physico-chimiques) et des facteurs extrinseques (i.e., pH, solution de sol,

température...).

2.3. L’altération des minéraux, un phénomeéne répandu aux conséquences
diverses

2.3.1. Contextes divers de I’altération des minéraux

L’altération des minéraux est un phénomeéne commun rencontré dans des contextes varieés tels
que la santé humaine, le patrimoine culturel, le batiment ou I’environnement... Par exemple,
les dents sont des biominéraux composés d’hydroxyapatite (Cas(POa4)3(OH)), leur altération par
les microorganismes présents dans la cavité buccale mene a la formation de caries. Au niveau
du patrimoine culturel, les roches utilisées pour la construction de monuments historiques
(églises, statues...) ou les vitraux peuvent étre altérés et donc dégradés au cours du temps
(Hirsch et al., 1995; Saiz-Jimenez, 1999; Ferrand et al., 2015). En ce qui concerne le batiment,
la serpentinite autrement appelé amiante a longtemps été utilisée comme matériau de

construction. Ce minéral de la famille des phyllosilicates présente des fibres en forme d’aiguille,
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son inhalation est toxique et peut entrainer des cancers du poumon. L’altération de la

serpentinite entraine des variations d’état et réduit sa toxicité (David and Geoffroy, 2020).

2.3.2. Les conséquences de I’altération des minéraux sur I’environnement

D’un point de vue environnemental, I’altération des minéraux et roches fagonne les paysages
(érosion...), améliore la qualité de I’air et participe a I’atténuation des changements climatiques
en consommant du CO> (Berner, 2003). Par exemple, lI'altération des silicates de calcium et de
magnésium influencent les concentrations de CO2 dans I'atmosphére sur une centaine d’années,

ce qui a un impact sur le cycle mondial du carbone (Brantley, 2008).

Au niveau des sols, I’altération physique et chimique de la roche-mére permet la pédogénése?®.
Le sol présente des caractéristiques qui découlent directement de la nature de la roche-mere. De
plus, la fragmentation de la roche et des minéraux détermine la texture du sol (proportion de
sable, limon et argile). L’altération des minéraux augmente également la fertilité des sols grace

a la libération de leur contenu chimigue en solution.

2.3.2.1. Focus sur la dissolution des minéraux dans les sols

La dissolution des minéraux mene a la libération d’éléments chimiques en solution, qui peuvent
étre des cations nutritifs (K, Mg, Ca...) et du phosphore, ou au contraire des éléments toxiques
(As, Al, Pb...). Laltération des minéraux peut donc avoir différents effets sur le sol et la
biosphére.

Effet toxique
Certains minéraux peuvent contenir des éléments chimiques toxiques pour le vivant tels que
I’aluminium (AIl(IIT)), I’arsenic (As(IIl) et As(V)), le mercure (Hg(ll)), le cadmium (Cd(ll)),
I’argent (Ag(I)), le plomb Pb(Il), I’antimoine (Sb(IIl)), le bismuth (Bi(Ill)) (Collier and
Greenwood, 1977; Silver, 1983). Par exemple, I’aluminium est présent dans la composition de
différents minéraux comme la gibbsite (GIS Sol, 2011), la montmorillonite et la vermiculite
(Sawhney, 1958; Skyllberg, 1999). Leur altération résulte en la libération d’ion aluminium dans

la solution de sol. De la méme maniére, 1’arsenic est présent dans une large variété de minéraux

15 Processus menant & la formation, transformation et différenciation des sols.
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dont I’apatite (Song et al., 2006). L’altération de ces minéraux entraine la libération d’arsenic
(Mailloux et al., 2009) menant a la contamination des sols (jusqu’a 100 mg/kg ou plus d’arsenic
ce qui est plus du double des concentrations retrouvées dans un sol non-contaminé) (Lepp,
1981).

Effet bénéfique des nutriments (macro-, micro-éléments et autres éléments
bénéfiques)
A I’inverse, la libération d’éléments chimiques (cations nutritifs, phosphore) suite a 1’altération
des minéraux peut étre favorable a la nutrition et la croissance des plantes. Ces éléments
chimiques peuvent étre divisés en différentes catégories : les macroéléments (P, K, Mg ,Ca...),
les microéléments (Fe, Mn...) et d’autres ¢léments bénéfiques (Si...).

Quelgues exemples de macroéléments :

Certains minéraux contiennent des quantités non-négligeables de macroéléments (i.e., P, K,
Mg, Ca...). On peut citer I’apatite qui est un bon pourvoyeur en P et Ca et la biotite en K et Mg.
Ces éléments sont utilisés dans la synthése de nombreuses protéines et carbohydrates
constituant la biomasse végétale (Clarkson and Hanson, 1980). Par exemple, le calcium est un
élément utilisé dans la composition de la paroi cellulaire et augmente la stabilité membranaire
des végétaux (Hepler and Wayne, 1985). En ce qui concerne les bactéries, le calcium participe
a la stabilitt membranaire, la motilité et les processus de transport et de différenciation
(sporulation) (Dominguez, 2004).

Quelgues exemples de microéléments :

Les minéraux peuvent contenir des quantités importantes de métaux tels que le fer ou le
manganese, comme certains silicates (biotite, olivine, grenat...) ou les oxyde-hydroxydes
(hématite, goethite...). Ces ions métalliques fournissent les électrons nécessaires aux réactions
d’oxydo-réduction pour les organismes vivants comme les plantes ou les microorganismes. Ces
réactions sont impliquées dans la photosynthese, la respiration, les défenses contre les
pathogenes, ou la lutte contre les ROS (Reactive Oxygen Species) (Alejandro et al., 2020). De
maniere globale, ces éléments améliorent la croissance des plantes : les plants de laitue, épinard,
blé et avoine ont une meilleure croissance en présence de manganese comparée aux plants en

absence de manganese (McHargue, 1926).
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Figure 0.15 : Altération des minéraux par les vers de terre

Les minéraux sont ingérés par les vers de terre, il subissent une altération physique via les contractions musculaires du vers
(Edwards et Bohlen, 1996 ; Suzuki et al., 2003), et une altération chimique par les communautés microbiennes liées a I’intestin et
I’action des enzymes digestives (Carpenter et al., 2007 ; Liu et al., 2011).

*Ce schéma n’est pas a I’échelle (taille des minéraux/enzymes/bactéries par rapport au vers de terre) et représente les différents

processus d’altération des minéraux par les vers de terre qui agissent simultanément.
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D’autres éléments bénéfiques :

Le silicium, présent dans la composition des silicates est absorbé par les plantes. Il est localisé
au niveau membranaire et est utilisé par les plantes entre autres pour diminuer les stress

biotiques et abiotiques qu’elles subissent (Currie and Perry, 2007).

2.4.  Implication des acteurs biotiques dans 1’altération des minéraux

Dans les ecosystemes a faibles intrants comme les déserts ou les foréts, les minéraux et roches
représentent non seulement une des principales sources de nutriments inorganiques, mais aussi
un habitat potentiel pour certains microorganismes. Les organismes et microorganismes vivants
dans ces environnements ont donc développé des singularités fonctionnelles et parfois la
capacité a altérer les minéraux. Méme si leur role direct n’est pas toujours établi, on pourra
noter que les plantes, les insectes, les vers de terre, les champignons, les lichens et les bactéries
ont été décrits comme ayant un réle dans 1’altération des minéraux a différentes échelles et avec

différentes efficacités.

2.4.1. Implication des insectes et vers de terre

La macrofaune du sol a longtemps été sous-estimée mais son réle dans I’altération des minéraux
a été démontré notamment pour les larves de scarabée, les vers de terre ou les termites. La
macrofaune peut agir de maniére physique, c’est le cas des larves de scarabée Protaetia lugubris
insperata qui fractionnent les minéraux avec leurs mandibules (Suzuki et al., 2003) ou le ver
de terre Eisenia foetida qui divise les minéraux par contraction des muscles de 1’intestin
(Edwards and Bohlen, 1996; Suzuki et al., 2003). La macrofaune peut aussi altérer de fagon
chimique les minéraux. Le ver de terre Eisenia veneta altére chimiquement les minéraux de
petite taille (anorthite, biotite, smectite, kaolinite) par 1’action d’enzymes digestives (action
directe) et des communautés bactériennes associées au tractus intestinal (action indirecte)
(Figure 0.15 (Carpenter et al., 2007; Liu et al., 2011)). Dans son organisme, des phases
oxiques/anoxiques se succédent. Ces changements d’états et les processus et microorganismes
associés jouent probablement un role dans le transit et I’altération des minéraux ingérés. Enfin,
les termites et notamment Odontotermes nr. Pauperans modifient les propriétés des minéraux
(par exemple les argiles en diminuant leurs charges) menant a leur altération (Jouquet et al.,
2002).
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Figure 0.16 : schéma global de I’altération des minéraux par les racines, champignons et bactéries

L’altération des minéraux est due a une action physique (violet) exercée par la pression des hyphes ou des racines qui fragmente

la roche. Elle peut également étre due & une action chimique (bleu). L’altération chimique est le résultats de mécanismes
d’acidolyse (production de protons ;

bleu clair) ou de complexolyse (agents chélatants tels que les sidérophores ou les acides
organiques ; bleu foncé). Les plantes (vert) tout comme les champignons (

) sécrétent des exsudats dans leur environnement
dont les bactéries se nourrissent. Ces exsudats sélectionnent certaines bactéries aux propriétés intéressantes (altération des
minéraux).
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2.4.2. Implication des plantes

Pour déterminer I’implication des plantes dans 1’altération des minéraux, la comparaison de
minéraux incubés dans le sol en présence ou absence de racines a été réalisée (Turpault et al.,
2009). Notamment, des minéraux tels que I’apatite ou la labradorite ont été incubés pendant
4 ans dans un sol sans racines ou au pied d’un hétre, I’utilisation de « mesh bags » a permis de
contréler la présence de racines (en fonction de la taille des mailles du sachet : (i) 300 um : les
racines peuvent pénétrer le sachet permettant un contact direct entre racines et minéraux ; (ii)
20 um : empéche les racines de pénétrer le sachet). Comparativement au sol sans racines, les
minéraux en présence de racines ont une altération accrue. Cette intensification peut s’expliquer
par différents processus physiques ou chimiques (Figure 0.16).

L’action des plantes peut étre directe au travers de la pression mécanique exercée par les racines
(Mottershead et al., 2003). Elle est facilement observable sur des édifices en pierre abandonnés
qui sont rapidement recolonisés et détériorés par les plantes. Au niveau chimique, (i)
I’absorption de cations par les racines dans le sol est accompagnée de la libération de protons
H* entrainant une acidification du sol au voisinage des racines. C’est le cas de I’ammonium
NH4* qui provoque le phénoméne d’extrusion de protons?® (Sas et al., 2001). (ii) La respiration
par les racines ou par les microorganismes rhizosphériques produit du CO- (Hinsinger et al.,
2003). Plus la concentration en CO2 augmente, plus le pH de la solution de sol diminue. En
effet, le CO- réagit avec I’eau pour former de 1’acide carbonique et un proton®’ acidifiant le
milieu environnant (Kelly et al., 1998). Tous ces processus d’acidification ménent a une
acidolyse des minéraux du sol. (iii) Enfin, les plantes peuvent complexer les éléments des
minéraux (directement a partir du solide ou ceux en solution) grace a la sécrétion de chélateurs
tel que I’oxalate (qui a une affinité particuliére pour 1I’aluminium, le fer, le calcium...) (Drever,
1994) ou des phytosidérophores (Reichard et al., 2005).

La comparaison de différentes essences d’arbres plantées sur un méme sol a révélé que toutes
n’ont pas la méme efficacité vis-a-vis de 1’altération des minéraux. Les essences résineuses
comme 1’épicéa commun ou le pin sylvestre, conduisent a une altération des minéraux 3 a 4

fois plus forte que les essences feuillues comme le hétre ou le chéne (Augusto et al., 2000b).

16 Pour maintenir 1’équilibre chimique de la solution, I’assimilation de NH4* se fait de maniére simultanée avec
la sécrétion d’un proton.
7CO, + H,0 =HCO3 + H*




INTRODUCTION

D’autres mécanismes indirects comme la sélection de microorganismes (champignons et
bactéries) au niveau racinaire peuvent entrainer une augmentation de I’altération des minéraux

(voir ci-dessous) (Colin et al., 2017a).

2.4.3. Implication des champignons

La capacité a altérer les minéraux a été reportée pour de nombreuses especes de champignons
provenant des sols en association ou non avec des plantes (Penicilium, Mucor, Scleroderma,
Paxillus, Cenococcum, Piloderma, Thelephora...) (Crawford et al., 2000; Courty et al., 2010;
Brunner et al., 2011). Pour les écosystémes forestiers, I’altération des minéraux a
majoritairement été étudiée chez les champignons symbiotiques (Paris et al., 1996; Jongmans
et al., 1997; Landeweert et al., 2001).

Les champignons sont capables d’altérer de manicre physique les minéraux grace a la pression
exercee par leurs hyphes (Bonneville et al., 2009). Cette action mécanique est concomitante
aux mécanismes chimiques de I’altération (acidolyse et complexolyse) (Figure 0.16). Le
principal mécanisme de I’altération des minéraux par les champignons est la production
d’acides organiques et notamment 1’oxalate (Barker et al., 1997). L’oxalate est un des acides
organiques les plus répandus dans les sols forestiers. Il entraine la dissolution de différents
minéraux comme 1’apatite (Wallander, 2000a), la biotite (Wallander, 2000b), la phlogopite
(Paris et al., 1996) et d’autres (Schmalenberger et al., 2015) gréce a son action acidifiante et
complexante. La majorité des champignons associés aux plantes sont capables de produire de
I’oxalate (Courty et al., 2010). D’autres acides organiques sécrétés par les champignons alterent
les minéraux : acide malique, acide citrique, acide acétique, acide succinique (Wallander and
Wickman, 1999; Wallander, 2000a; Wallander and Hagerberg, 2004; Courty et al., 2010).
D’autre part, les champignons sécrétent des molécules chélatrices telles que des sidérophores.
La plupart des champignons mycorhiziens produisent des sidérophores de type hydroxamate
(ferricrocine, fusigene...) (Hoffland et al., 2004). Par exemple, la solubilisation du fer a partir
de goethite par le champignon ectomycorhizien Suillus granulatus a été attribuée a la
production de sidérophores (Watteau and Bertherlin, 1994). Néanmoins, beaucoup de ces
démonstrations n’ont pas été conduites en conditions axéniques et souvent en interaction avec

une plante hote, ces champignons ayant une croissance lente sur milieu de culture.
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Figure 0.17 : Altération des minéraux par les lichens (Banfield et al. 1999)

Cette figure présente les différents états de la roche colonisée par un lichen. Pour aider a la lecture, le schéma est présenté du bas
vers le haut.

La zone 4 représente la roche non-altérée.

L’altération de la roche et minéraux par des molécules organiques (acides principalement) est représentée dans la zone 3.

La zone 2 est une zone ou les cellules et les molécules produites (dont les EPS) sont en contact direct avec les minéraux altérés.

Les membres photosynthétiques du lichen fixent le carbone et produisent les acides lichéniques dans la zone 1.
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2.4.4. Implication des lichens : des pionniers dans la colonisation des roches

Les lichens sont capables de coloniser des environnements extrémes comme les roches dont ils
sont souvent les premiers colonisateurs et ce sur des temps longs (Haas and Purvis, 2006). Le
lichen est un organisme symbiotique composé d’un mycobionte (Champignons), de
microorganismes photosynthétiques (algues et/ou cyanobactéries) et de bactéries (Banfield et
al., 1999).

L’action du lichen est trés localisée car il a une croissance lente. Les lichens alterent les
minéraux en différentes étapes alternant entre processus physiques et chimiques. Les hyphes
fongiques pénétrent les fissures et pores de la matrice minérale colonisée, et provoquent une
fragmentation physique du substrat rocheux. Le lichen dissout les minéraux également via la
sécrétion d’acides organiques tels que les acides oxalique, citrique, gluconique, lactique (Barker
et al., 1997; Chen et al., 2000). Le lichen Lecanora Atra altere la serpentinite via la production
d’oxalate qui forme des complexes avec le magnésium provenant du minéral (Wilson et al.,
1981). Le lichen produit également des composés polyphénoliques tels que les depsides et les
depsidones appelés aussi acides licheniques (Mosbach, 1973), qui sont capables de former des
complexes avec les cations métalliques présents dans les minéraux. Le role de ces composés a
été mis en évidence sur des silicates tels que la biotite, ou des roches comme le granite et le
basalte (Iskandar and Syers, 1972; Adamo, 2000).

Les roches colonisées par les lichens sont caractérisées par la formation d’un gradient allant de
la surface du thalle a la roche non altérée. La mise en évidence de ce gradient a conduit a
délimiter le lichen en plusieurs zones ayant des roles différents dans 1’altération (Figure 0.17)
(Banfield et al., 1999). La zone 1, située en surface, est constituée des organismes
photosynthétiques. C’est le lieu de génération de 1’énergie nécessaire a la symbiose et de
production des acides licheniques. La zone 2 est caractérisée par un contact direct du lichen
avec le substrat rocheux. Les minéraux et roches déja fragmentés sont recouverts de polymeres
d’argiles issus de I’altération et d’oxy-hydroxydes néoformés. La zone 3 est le lieu ou se
déroulent les réactions d’altération chimique et physique. Les minéraux secondaires précipitent

au niveau de cette zone. Enfin, les minéraux non altérés composent la zone 4.
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2.4.5. Implication des bactéries

Les bactéries sont omniprésentes dans les sols forestiers mais toutes ne sont pas capables
d’altérer les minéraux. La capacité a altérer les minéraux a été reportée pour de nombreux
genres bactériens du sol mais une forte variabilité peut exister au sein de certains genres.

Les bactéries dites altérantes peuvent agir seules ou en association avec d’autres
microorganismes (lichens et champignons) pour dissoudre les minéraux et acquérir leur
nutriments (Uroz et al., 2009a).

Méme si les bactéries ne sont pas capables d’altérer de manicre physique les minéraux, elles
peuvent tout de méme produire des protons et des molécules chélatrices jouant un role dans
I’altération chimique.

La partie suivante détaillera 1’écologie des bactéries altérantes (§3) et enfin, les mécanismes

potentiellement impliqués dans 1’altération des bactéries feront I’objet de la derniére partie (§4).

Nous avons vu que les insectes, les plantes, les champignons et les bactéries altérent les
minéraux. Ces organismes vivent dans le méme environnement (sols forestiers) et sont en
interaction plus ou moins étroite. 1l est donc probable que I’altération biotique des minéraux

dans les sols forestiers soit la résultante de toutes ces interactions.

3. Les bactéries altérantes

La majorité des études se sont focalisées sur les bactéries issues de la (myco)rhizosphere, soit
en étudiant la capacité d’altération sur des souches modeles (Nahas, 1996; Fankem et al., 2006;
Hu et al., 2006; Liu et al., 2006, 2012; Reyes et al., 2006; Crespo, 2011; Zhao et al., 2013; Wu
et al., 2017) soit en étudiant les communautés en alliant des approches de métagénomiques et
tests fonctionnels (Uroz et al., 2007; Calvaruso et al., 2010; Huang et al., 2014; Wang et al.,
2014; Taktek et al., 2015; Nicolitch et al., 2016; Colin et al., 2017a).

En absence d’une compréhension des mécanismes impliqués dans 1’altération et de la
démonstration d’un géne li€ a cette fonction, I’approche cultivable reste la seule démarche pour
¢tudier la fonction d’altération. Cette approche a tout de méme des limites puisqu’elle ne peut

étre réalisée que sur une tres faible proportion de bactéries dans les sols (Uroz and Frey-Klett,
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champignons ectomycorhiziens se développent tout autour des racines formant une sorte d’enveloppe appelé manteau

fongique.
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2011a). De plus, un potentiel fonctionnel mesuré in vitro n’est pas gage d’une réelle fonction
in vivo.

Les communautés bactériennes altérantes sont évaluées par différents tests phénotypiques
comme la solubilisation du phosphate tricalcique (TCP) qui permet d’observer les mécanismes
d’acidolyse, la mobilisation du fer sur le milieu chromazurol S (CAS) qui est plutot lié a la
complexolyse ou des tests in vitro sur des minéraux naturels (par exemple, le test en
microplaque avec biotite). Classiquement, I’évaluation de la dissolution d’un minéral se fait par

mesure des éléments chimiques relargués en solution a partir des minéraux.

3.1.  Les bactéries altérantes et la rhizosphere
3.1.1. La (myco)rhizosphere et ses exsudats

La rhizosphére est la zone du sol soumise a I’influence des racines (Lynch and de Leij, 2012),
tandis que la mycorhizosphere est la zone du sol sous I’influence des racines et des
champignons associés (Timonen and Marschner, 2006). Au fil des millions d’années
d’évolution, les plantes et les champignons ont ¢élaboré des interactions symbiotiques étroites
I’'un fournissant du carbone (plante) I’autre les éléments nutritifs (principalement N et P)
(Barman et al., 2016; Martin et al., 2016). Les champignons symbiotiques associés aux racines
sont dits mycorhiziens. L’interaction se déroule soit a I’'intérieur des cellules végétales
(endomycorhizes) soit les hyphes forment un réseau mycélien autour de la racine appelé
manteau fongique (ectomycorhizes) (Figure 0.18) (Barman et al., 2016). La grande majorité
des plantes développent une interaction mycorhizienne et notamment la quasi-totalité des arbres
en forét (Timonen and Marschner, 2006). De ce fait, le concept de rhizosphere peut étre élargi

au concept de mycorhizosphére du moins dans le contexte des foréts.

L’enrichissement des bactéries du sol au niveau de la mycorhizosphére par rapport au sol
environnant (i.e., le réservoir) est lié a la sécrétion d’exsudats racinaires. Les plantes peuvent
excréter jusqu’a 40 % du carbone issu de la photosynthése au niveau de leurs racines (Lynch
and Whipps, 1990). Les exsudats racinaires représentent donc une source de carbone non
négligeable pour les microorganismes présents. Les exsudats racinaires sont composes de
carbohydrates (glucose, fructose, sucrose, maltose, galactose, rhamnose, ribose, Xxylose,
arabinose, raffinose, oligosaccharide), d’acides aminés, d’acides organiques, de lipides ou

encore de facteurs de croissance et varient en fonction de I’espéce d’arbre, de son age et des




Tableau 0.2 : Exsudats racinaires (Curl and Truelove et al., 1986b)

Types de composés

Exsudats

Plantes les plus étudiées

Sucres

Composés aminés

Acides organiques

Acides gras et stérols

Facteurs de croissance

Nucléotides, flavonones et
enzymes

Glucose, fructose, saccharose, maltose, galactose,
rhamnose, ribose, xylose, arabinose, raffinose,
oligosccharide

Asparagine, alanine, glutamine, acide aspartique,
leucine/isoleucine, sérine, acide butyrique, glycine,
cystine/cystéine, méthionine, phénylalanine, tryosine,
thréonine, lysine, proline, tryptophane, arginine,
homosérine, cystathionine

Tartarique, oxalique, citrique, malique, acétique,
propionique, butyrique, succinique, fumarique,
glycolique, valerique, malonique

Palmitique, stearique, oléique, linoléique, acide
linolénique, cholestérol, campesteérol, stigmastérol,
sitostérol

Biotine, thiamine, niacine, pantothénate, choline, inositol,

pyridoxine, acide benzoique, acide nicotinique

Flavonone, adénine, guanine, uridine/cytidine,
phosphatase, invertase, amylase, protéase,
polygalacturonase

Triticum aestivum, Hordeum vulgare,
Phaseolus vulgaris, Pinus spp.

Triticum aestivum, Zea mays, Avena
sativa, Pisum sativum, Phalaris spp.,
Trifolium spp., Oryza sativa, Gossypium
barbadense, Lycopersicon esculentum,
Pinus spp., Robinia pseudo-acacia,
Boutelova gracilis

Triticum aestivum, Zea mays, Phaseolus
vulgaris, Lycopersicon esculentum,
Brassica spp., Pinus spp., Robinia
pseudo-acacia

Phaseolus vulgaris, Arachis hypogaea

Triticum aestivum, Phalaris spp.,
Phaseolus vulgaris, Pisum sativum,
Trifolium spp., Medicago spp.,
Gossypium barbadense

Triticum aestivum, Zea mays, Pisum
sativum, Trifolium spp.
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conditions environnementales (Tableau 0.2) (Curl and Truelove, 1986). Notamment, le glucose
est une des sources principales de carbone dans les sols forestiers et provient des exsudats
racinaires et de la décomposition de la matiére organique (Grayston et al., 1997; Jolivet et al.,
2006; Medeiros et al., 2006).

Les champignons contribuent également a 1’enrichissement des bactéries mycorhizosphériques
en sécrétant des composés dans 1’environnement proche des hyphes et des racines mycorhizées
(Nazir et al., 2013). Les composés majeurs produits par les champignons sont des
polysaccharides (tréhalose, chitine) et des polyols (mannitol, glycérol) (Frey et al., 1997;
Rangel-Castro et al., 2002; Kala¢, 2013). Les analyses des potentiels métaboliques via les
plaques BIOLOG montrent que la plupart des souches isolées de la mycorhizosphere
métabolisent le tréhalose et le mannitol, ce qui n’est pas le cas de souches provenant du sol

environnant (Frey et al., 1997; Uroz et al., 2007).

3.1.2. Larhizosphére un habitat pour les bactéries altérantes

Des bactéries altérantes ont été isolées dans la rhizosphere de différentes espéces de plantes
allant des cactus (Pachycereus pringlei, Stenocereus thurberi, Opuntia cholla) (Puente et al.,
2004), et plantes du désert (Helianthusannus jaegeri) (Goldstein et al., 1999), aux mangroves
(Vazquez et al., 2000), jusqu’aux arbres (mdrier blanc, morus alba) (Zhang et al., 2016) et
arbres forestiers (chéne, hétre, épicéa, douglas) (Calvaruso et al., 2010; Collignon et al., 2011;
Colinetal., 2017a). Récemment, la sélection de bactéries altérantes au niveau de plantes sans

racines (mousses) accrochées a la roche a été démontrée (Wang et al., 2021).

3.1.3. Enrichissement des bactéries altérantes au niveau de la

(myco)rhizosphere

L’¢laboration de collections de bactéries cultivables provenant de la mycorhizosphére ou du sol
environnant couplée aux tests fonctionnels (i.e., TCP, CAS, test en microplaque) a mis en
évidence un enrichissement des bactéries avec un potentiel d’altération au niveau de la
mycorhizosphere (Frey-Klett et al., 2005; Uroz et al., 2007; Zhang et al., 2016). La fréquence
des bactéries présentant un potentiel d’altération trés efficace (libération de fer a partir de biotite
> 1 mg/l) était plus importante dans le compartiment mycorhizosphérique comparé au sol

environnant (Calvaruso et al., 2010). En ce qui concerne la solubilisation du phosphate
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inorganique sur TCP, 81 % des bactéries cultivables étaient capables de solubiliser le phosphate
dans le compartiment mycorhizosphérique contre 43 % dans le sol environnant (Frey-Klett et
al., 2005).

Cet enrichissement fluctue en fonction de I’espéce d’arbre (Calvaruso et al., 2010; Collignon
et al., 2011; Colin et al., 2017a). La fréquence des bactéries mycorhizosphériques efficaces
dans I’altération des minéraux était plus importante sous le hétre et le chéne par rapport a
I’épicéa. De plus, contrairement au chéne et au hétre, aucune différence significative n’a été
observée entre le sol environnant et le compartiment mycorhizosphérique en ce qui concerne la
proportion des bactéries altérantes sous 1’épicéa (Calvaruso et al., 2010).

En général les coniféres (dont 1’épicéa) acidifient de maniére plus importante leur rhizosphére
comparé aux feuillus (d0 a une absorption préférentielle de NH4*) (Marschner et al., 1991).
Cette acidification pourrait entrainer une altération des minéraux du sol. Ainsi, les coniferes
seraient capables d’altérer de maniére plus efficace comparé aux feuillus (Calvaruso et al.,
2009), par conséquent la sélection de bactéries altérantes au niveau de leur rhizosphére ne serait

pas aussi importante.

Il est fort probable que la sélection de bactéries altérantes par les arbres se fasse en fonction de
leurs besoins nutritifs. Cela est notamment visible par I’influence des saisons sur la capacité

d’altération des bactéries (83.2.1.1).

3.2.  Les facteurs qui influencent I’enrichissement des bactéries altérantes
L’altération des minéraux par les bactéries est influencée par différents facteurs. Les propriétés
physico-chimiques des minéraux constituent les facteurs intrinséques tandis que les facteurs

extrinséques sont les conditions environnementales (Brantley, 2008).

3.2.1. Facteurs extrinséques

3.2.1.1. La saisonnalité

De maniere générale, les saisons entrainent des modifications des communautés bactériennes

du sol que ce soit en termes de biomasse ou de fonction (Blume et al., 2002).
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La saisonnalité influence [I’enrichissement des bactéries altérantes au niveau de la
mycorhizospheére (par rapport au sol environnant) (Collignon et al., 2011; Balland-Bolou-Bi
and Poszwa, 2012). Balland et al. ont montré que la fréquence de bactéries altérantes était plus
importante en juillet (été) par rapport a novembre (automne) et avril (printemps), cependant
cette étude n’a pas pris en compte les différences entre le sol environnant et la rhizosphére
(Balland-Bolou-Bi and Poszwa, 2012). Collignon et al. ont montrés que 1’enrichissement de
bactéries altérantes au niveau de la mycorhizosphére par rapport au sol environnant était
significativement plus important en février (hiver) et mai (printemps) par rapport a novembre
(automne) et aolt (été) (Collignon et al., 2011).

Il est difficile d’en tirer de grandes conclusions générales, néanmoins, on peut noter que
I’enrichissement des bactéries altérantes au niveau de la rhizosphére se fait plut6t de la fin de
I’hiver jusqu’a la fin de 1’été. C’est également durant cette période que 1’activité
photosynthétique des arbres est la plus élevée augmentant ainsi la sécrétion d’exsudats

racinaires (Esperschiitz, Buegger, et al., 2009; Esperschiitz, Gattinger, et al., 2009).

3.2.1.2. Ladisponibilité en nutriments inorganiques

La disponibilité en éléments nutritifs varie en fonction du type de sol. Les sols les plus pauvres,
c’est-a-dire présentant une CEC faible et/ou un pH acide présentent une fréquence plus
importante de bactéries efficaces pour altérer les minéraux comparés aux sols plus riches (CEC
forte et/ou pH neutre) (Uroz et al., 2014; Nicolitch et al., 2016).

Pour un méme sol, la disponibilité en nutriments varie en fonction de sa profondeur. Il s’avere
que la proportion de bactéries efficaces pour altérer les minéraux est plus importante dans les
horizons de sols présentant une faible disponibilité en nutriments (Huang et al., 2014; Wang et
al., 2014; Nicolitch et al., 2017). Les bactéries capables de mobiliser les nutriments
inorganiques comme les bactéries altérantes semblent avantagées dans de tels environnements.
Cette conclusion est soutenue par d’autres études qui ont analysé 1’effet de I’amendement des
sols sur les communautés bactériennes et particulierement les bactéries altérantes. Une étude
en microcosme a démontré qu’un apport en K ou Mg entrainait une diminution de la proportion
de bactéries efficaces pour altérer les minéraux. Cet effet a été observé dés les 15 premiers jours
de la fertilisation (Nicolitch et al., 2019). En ce qui concerne les études in situ, la diminution
de la fréquence des bactéries altérantes a été observée dans les sols aprés un apport de phosphore
(Mander et al., 2012; Widdig et al., 2019) ou apres un amendement en dolomite (CaMg(CO3),)
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par rapport au sol non amendé (Lepleux et al., 2013). Cette derniére observation a été réalisée
3 ans apres I’amendement démontrant son impact a court terme (Lepleux et al., 2013).

A T’inverse, d’apres des expériences in situ, I’effet de I’amendement en calcium et phosphore
(Uroz et al., 2011b) ou calcium et magnésium (Balland-Bolou-Bi and Poszwa, 2012) a long
terme permet une augmentation de la fréquence des bactéries efficaces pour altérer les minéraux
par rapport a un sol non-amendé. Les auteurs ont émis I’hypothése que I’amendement favorise
la croissance des plantes, les plantes vont donc augmenter le puisement de tous les nutriments

du sol conduisant probablement a des carences secondaires (Uroz et al., 2011b).

3.2.2. Facteurs intrinseques

Les études sur des communautés bactériennes en présence de différents types de minéraux ont
permis de montrer que les minéraux avaient un effet sur ces communautés.

Plus précisément, des travaux in situ portent sur une incubation de trois types de minéraux de
composition chimique différente (i.e., apatite, obsidienne, calcite) pendant 2.5 années dans le
sol sous différentes essences d’arbres (i.e., hétre, taillis, pin) (Colin et al., 2017a). Le potentiel
d’altération des communautés bactériennes cultivables a été mesuré via la solubilisation du
phosphate sur TCP, la mobilisation du fer sur CAS et la solubilisation de calcite. Pour toutes
les essences, la proportion de bactéries altérantes était plus faible en présence de calcite (le
minéral le plus altérable) comparé aux autres minéraux (i.e., obsidienne, apatite). Sous le hétre
et le pin, la proportion de bactéries altérantes était la plus importante en présence d’obsidienne
(le minéral le moins altérable) comparé aux autres minéraux.

Dans le méme sens, une étude en microcosme a étudié I’effet de trois types de minéraux (i.e.,
biotite, apatite, obsidienne) et de deux milieux de culture sur les communautés bactériennes
(Kelly et al., 2016). Un méme consortium bactérien provenant d’un sol mycorhizosphérique a
été incubé en présence de différents mineraux et milieux. Aprés 8 jours d’incubation, de forts
changements au niveau des communautés bactériennes ont été observés notamment un
enrichissement des gamma- et/ou beta-protéobactéries. La proportion des bactéries efficaces
pour altérer les minéraux (solubilisation du phosphate) était plus importante en présence
d’obsidienne par rapport a la biotite.

Ces reésultats démontrent que la composition chimique et les propriétés intrinseques des
minéraux impactent les communautés bactériennes présentes et leurs fonctions. Les minéraux

influencent les communautés bactériennes via le relargage d’éléments chimiques toxiques ou




Tableau 0.3 : Liste non-exhaustive de souches bactériennes dont ’altération des minéraux a été évaluée

) - ) pH Dissolution du Temps e
Souche altérante Mineraux testés final minéral incubation Provenance Référence
Pseudomonas Ca3(P0a)2 5.00 99.80 mgPi/l 7 jours Rhizosphere ~ Fankem et
fluorescens BOR8  AIPO4-H20 4.02 37.88 mgPi/l du palmiera  al., 2006
FePOas-2H20 4.32 44.65 mgPi/l huile
(Cameroun)
Pseudomonas Ca3(PO4)2 5.40 59.46 mgPi/l 8 jours Rhizosphére  Fankem et
fluorescens DR9 AlIPO4-H20 5.11 92.15 mgPi/l du palmiera  al., 2006
FePQOs-2H20 4,92 47.59 mgPi/l huile
(Cameroun)
Pseudomonas Ca3(PO4)2 4.87 58.56 mgPi/l 9 jours Rhizosphére ~ Fankem et
fluorescens EDJ4  AIPO4-H20 4.69 56.94 mgPi/l du palmiera  al., 2006
FePQOs-2H20 5.02 51.01 mgPi/l huile
(Cameroun)
Bacillus Phosphorite from Guiyang (GY) 5.5 120 mg/l Pet K Montagne de  Huetal.,
mucilaginosus Phosphorite from Jiangxi (JX) 110 mg/l Pet K Tianmu 2006
Montmorillonite 150 mg/l Pet K (Chine)
Kaolinite 130 mg/l Pet K
K-feldspar 150 mg/l Pet K
Bacillus Feldspar 5.7 0 mg/l K 5 jours n.d. Liu et al.
mucilaginosus Mica 44,5 mg/l K 2006
Paenibacillus sp. Roche potassique n.d. 1.56 mg/kg Fe 7 jours Rhizosphére  Liuetal.
0.19 mg/kg Al du mais 2012
55.97 mg/kg K (Chine)
35.75 mg/kg Ca
rhizobium sp. Q32  Feldspath 5.9 6.6 % Si/45.3% K 20 jours Trachyte Zhao et al.
Biotite 12.0% Si/ 66.7% K potassique 2013
(Chine)
Bacillus Carbonatite 4.85 6.9 % Ca 30 jours Mine de rcone Wu et al.
megatherium NL-7 2.6 % Mg carbonatée 2017
(Chine)
Azotobacter sp. Hydroxyapatite n.d. 4.9 ratio halo/colo 7 jours Mine de roche Reyes et
phosphatée al. 2006
(Vénézuéla)
Gluconacetobacter Hydroxyapatite 2.5 98 % P 150 h Rhizosphéere  Crespo et
diazotrophicus canne asucre al. 2011

(Brésil)
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nutritifs dans leur environnement proche. Ils ont également la capacité de tamponner le milieu
en captant les protons lors de leur dissolution, c’est le cas par exemple de la calcite (formation
de carbonate) (Colin et al.,, 2017a). La zone d’influence des minéraux est appelée

minéralosphere (Uroz et al., 2015).

3.3.  Les facteurs qui influencent I’efficacité des bactéries altérantes

3.3.1. Facteur extrinséque : la source de carbone et d’azote

La source de carbone disponible pour les bactéries influence leur capacité a altérer les minéraux.
La capacité a libérer du phosphate a partir d’une roche phosphatée par des souches de Serratia
et de Pseudomonas varie en fonction de la source de carbone testée (i.e., glucose, galactose,
xylose, mannose, maltose, cellobiose, arabinose). En présence de glucose, S. marcescens libére
1.5 fois (i.e., 1212 umol) plus de phosphore comparé au galactose (i.e., 836 pmol). Aucune
altération n’est observée en présence d’arabinose pour les deux souches modeles (Hameeda et
al., 2006). De la méme maniére les souches de Collimonas et Burkholderia libérent
significativement plus de fer a partir de biotite en présence de glucose (jusqu’a 2.88 mg/l) par
rapport au mannitol et tréhalose (jusqu’a 1.26 et 0.84 mg/l respectivement) sachant qu’aucune
altération n’est mesurée en présence de gluconate (Uroz et al., 2009b). De maniere générale,
la capacité d’altération de la majorité des souches testées est significativement plus importante
en présence de glucose par rapport a d’autres sources de carbone (Nautiyal et al., 2000;
Hameeda et al., 2006; Reyes et al., 2006; Uroz et al., 2007, 2009b; Patel et al., 2008; Suleman
et al., 2018). Dans des conditions plus proches de 1’environnement (expérience sur sol en pot)
I’apport de glucose dans le sol augmente significativement la solubilisation du phosphate a
partir d’apatite par les communautés bactériennes présentes (Brucker et al., 2020).

De la méme maniére, la source d’azote influence la capacité d’altération des bactéries. D’apres
des expériences in vitro sur souches modéles, I’apport d’azote sous forme d’ammonium (NH4")
entraine une augmentation de 1’efficacité a dissoudre 1’hydroxyapatite par rapport a un apport
sous forme de nitrate (NO3") (Abd-Alla, 1994; Reyes et al., 2006). Ces résultats sont & nuancer
car ils sont souche-dépendants, en effet, Nautiyal et al. n’ont pas observés de différences
significatives dans la solubilisation du phosphate en fonction du type d’azote (i.e., (NH4)2SOg,
(NH4)2NO3, KNO3, CaNOs, NaNO3) pour leur 4 souches testées (Nautiyal et al., 2000).

Les sources de carbone et d’azote influencent 1’altération des minéraux par les bactéries soit en

améliorant leur croissance soit en favorisant certains mécanismes. En effet, les bactéries ont




Tableau 0.3 (suite)

Souche . ) pH Dissolution du Temps s
altérante Minéraux testes final - incubation Provenance Référence
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 4.8 45.37 (ugPOA “/ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
subtilis roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 48 0 (ugPOA “/ml) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 4.8 0 (ugPOA /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 5.2 598.76 (ugPO4 /ml)
Pseudomonas roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 3.5 674.22 (ugPOA /ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
cepacia roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 3.0 133.21 (ugPOA /ml) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 3.2 331.88 (ugPOA /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 5.6 1205.97 (ugPOA /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 4.8 63.93 (ugPOA “/ml) 9jours sol du Brésil Nahas et
licheniformis roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 4.6 7.07 (ngO4 Iml) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 4.3 0 (ugPOA /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 5.0 524.50 (ugPOA /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 4.8 109.13 (ngOA /ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
licheniformis roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 4.7 3.04 (ngO4 Iml) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 5.1 3.77 (ngO4 /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 5.1 655.60 (ngOA /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 4.8 84.10 (ngOA “/ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
licheniformis roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 5.0 0 (ugPOA /mI) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 5.0 9.19 (ngO4 /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 4.9 502.86 (ngOA /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 4.8 56.23 (ngOA “/ml) 9jours sol du Brésil Nahas et
subtilis roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 5.0 0 (ugPOA /mI) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 4.8 6.01 (ngO4 /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 4.9 649.00 (ngOA /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Breésil) 4.6 818.63 (ngO4 /ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
macerans roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 4.7 8.82 (ngO4 “Iml) al. 1996
Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil) 4.6 7.32 (ngO4 /mI)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20) 4.9 555.89 (ngO4 /ml)
Bacillus roches phosphatées sédimentaires Araxa (Brésil) 4.9 36.40 (ugPO4 /ml) 9 jours sol du Brésil Nahas et
megaterium  roches phosphatées sédimentaires Gafsa (Tunisie) 6.2 0 (ugPO4 “/ml) al. 1996

Roche phosphatée miniére Patos de Minas (Brésil)
Calcium phosphate dibasique (CaHPO4, 2H20)

6.2
4.8

0(ugPO4 /mI)
500.95 (ugPO4 /ml)
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souvent une source préférentielle de carbone et d’azote. Le glucose est 1i¢ a un métabolisme
acidifiant tandis que I’ammonium favorise la production de proton via le mécanisme
d’extrusion de proton (Wu et al., 2008). Le glucose et ’ammonium sont donc des substrats

pouvant potentiellement mener a une acidolyse des minéraux.

3.3.2. Facteur intrinseque : le type de minéral

Pour comparer I’efficacité¢ d’altération des minéraux par une méme souche bactérienne en
fonction de différents types de minéraux, il est indispensable de calculer le taux de dissolution.
En effet, le taux de dissolution permet de rapporter la quantité d’éléments chimiques libérés a
la teneur dans le minéral. Cette mesure permet donc de comparer la dissolution de minéraux
qui peuvent ne pas avoir la méme composition chimique (ils doivent néanmoins avoir la méme
surface d’échange, i.e., calibration de la taille). Cependant, la plupart des études traitant
d’altération des minéraux par les bactéries s’intéressent a quelques éléments chimiques et le
taux de dissolution n’est pas toujours calculé (Tableau 0.3).

11 est parfois possible d’apres les données fournies dans la littérature de calculer a posteriori le
taux de dissolution. Par exemple, la souche de Rhizobium sp. Q32 relargue 1.3 mmol/l de K en
présence de biotite ou de feldspath mais cela correspond a un taux de dissolution 1.5 fois plus
élevé pour la biotite comparé au feldspath (Tableau 0.3 ; (Zhao et al., 2013)). Dans ce cas, la

souche de Rhizobium altere plus efficacement la biotite que le feldspath.

3.3.3. Quels sont les genres et especes bactériennes efficaces pour altérer les

minéraux ?

La création de collections de bactéries cultivables a partir de sols ainsi que des méthodes de
séquencage et criblage fonctionnel ont permis de lier genres et fonction. Ces études de
communautés ont d’abord souligné que toutes les bactéries n’étaient pas efficaces pour altérer
les minéraux dans les conditions testées. Elles ont également fait ressortir différents genres
bactériens particulierement efficaces pour altérer les minéraux dont Arthrobacter,
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia, Collimonas, Janthinobacterium,
Kitasatospora, Leifsonia, Polaromonas, Streptomyces (Uroz et al., 2007; Calvaruso et al.,
2010; Frey et al., 2010; Huang et al., 2014). Le Tableau 0.4 répertorie de maniére non

exhaustive les genres bactériens capables d’altérer les minéraux dans les sols (Uroz et al., 2007;




Tableau 0.4 : Les genres bactériens altérants identifiés via des études sur des communautés bactériennes provenant de

différents environnements

Genre bactérien altérant Nombrg Minéraux testés Provenance Référence
retrouvé

Pseudomonas 15 Tricalcium phosphate Rhizosphére de noyer (Chine) Yu etal. 2011
Bacillus 9 Tricalcium phosphate Rhizosphére de noyer (Chine) Yu etal. 2011
Stenotrophomonas 3 Tricalcium phosphate Rhizosphére de noyer (Chine) Yu etal. 2011
Acinetobacter 2 Tricalcium phosphate Rhizosphere de noyer (Chine) Yuetal. 2011
Bacillus 206 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Pseudomonas 44 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Pantoea 32 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Acinetobacter 16 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Enterobacter 16 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Paenibacillus 12 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Ensifer 9 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Curtobacterium 8 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Sphingomonas 7 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Exiguobacterium 4 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Rhizobium 4 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Serratia 4 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Microbacterium 3 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Massilia 2 Biotite Sol de Yanting (Chine) Huang et al. 2014
Arthrobacter 91 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Pseudomonas 74 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Bacillus 64 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Pantoea 15 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Curtobacterium 6 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Paenibacillus 6 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Rhizobium 5 Biotite Sol de Changshu (Chine) Huang et al. 2014
Bacillus 29 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Burkholderia 14 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Pseudomonas 9 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Arthrobacter 7 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Paenibacillus 3 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Curtobacterium 2 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Rhizobium 2 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Rhodococcus 2 Feldspath Sol de la montagne de Yuexi (Chine) Wang et al. 2014
Klebsiella 17 Fledspath potassique Rhizospheére de plants de tabac (Chine) Zhang et al. 2014
Enterobacter 5 Fledspath potassique Rhizosphere de plants de tabac (Chine) Zhang et al. 2014
Arthrobacter 17 Fledspath potassique Rhizosphére de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Bacillus 7 Fledspath potassique Rhizosphere de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Stenotrophomonas 7 Fledspath potassique Rhizosphére de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Acinetobacter 3 Fledspath potassique Rhizosphére de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Burkholderia 3 Fledspath potassique Rhizosphére de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Brevibacillus 2 Fledspath potassique Rhizosphere de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Ensifer 2 Fledspath potassique Rhizosphere de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Pseudomonas 2 Fledspath potassique Rhizosphére de mdrier blanc (Chine) Zhang et al. 2016
Arthrobacter 17 Fledspath potassique Sol non-rhizosphérique (Chine) Zhang et al. 2016
Pseudomonas 9 Fledspath potassique Sol non-rhizosphérique (Chine) Zhang et al. 2016
Ensifer 3 Fledspath potassique Sol non-rhizosphérique (Chine) Zhang et al. 2016
Brevibacillus 2 Fledspath potassique Sol non-rhizosphérique (Chine) Zhang et al. 2016
Cupriavidus 2 Fledspath potassique Sol non-rhizosphérique (Chine) Zhang et al. 2016
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Calvaruso et al., 2010; Frey et al., 2010; Yu et al., 2011; Mander et al., 2012; Lepleux et al.,
2013; Huang et al., 2014; Wang et al., 2014; Zhang and Kong, 2014; Taktek et al., 2015;
Nicolitch et al., 2016, 2019; Zhang et al., 2016; Widdig et al., 2019; Colin et al., 2017a). Dans
les sols pauvres en nutriments et acides des foréts tempérées, deux genres bactériens
mycorhizosphériques particulierement efficaces pour altérer les minéraux ont été mis en
évidence : les genres Burkholderia et Collimonas (Collignon et al., 2011; Zhang et al., 2016).
Cependant, la fonction d’altération des minéraux n’est pas toujours conservée au sein du genre.
De grandes disparités sont observées pour les Arthrobacter, Burkholderia ou les
Janthinobacterium (Calvaruso et al., 2010). A I’inverse, jusqu’a ce jour, I’altération des

minéraux est un trait fonctionnel pour les Collimonas (Uroz et al., 2009b).

3.4. Les bactéries altérantes, des bactéries promotrices de la croissance des

plantes

On pense que certaines bactéries rhizosphériques sont sélectionnées par les plantes via les
exsudats racinaires pour leur capacité a promouvoir la croissance de ces plantes (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria (PGPR)). En échange du carbone fourni, les bactéries ont développé
une grande variété de mécanismes bénéfiques pour les plantes. En effet, les bactéries sont
capables de produire des facteurs de croissance, de lutter contre les agents pathogenes, de
stimuler les mécanismes de défenses de la plante, ou de fournir les nutriments inorganiques
nécessaires a leur croissance (Berg, 2009; Lynch and de Leij, 2012; Gupta et al., 2015). Ainsi,
la capacité des bactéries a altérer les minéraux et rendre leur contenu chimique disponible pour

les plantes peut étre considéré comme une fonction PGPR.

3.4.1. Application des bactéries altérantes

La capacité a dissoudre les minéraux est d’un grand intérét pour la filiére agricole (Teotia et al.,
2016; Ribeiro et al.,, 2020). Les sols agricoles sont souvent carencés en phosphore
(particulierement en Inde (Sanyal et al., 2015)), qui est considéré comme le second élément
nutritif (derriére 1’azote) nécessaire a la croissance des plantes. Pour pallier a cette carence, les
chercheurs se sont tournés vers 1’é¢tude de I'utilisation de bactéries capables de solubiliser le
phosphate inorganique (Pi) (Gyaneshwar et al., 2002; Harvey et al., 2009; Khan et al., 2009;
Sharma et al., 2013). La majorité des études se sont focalisées sur des bactéries isolées du sol




Tableau 0.4 (suite)

Genre bactérien Nombre . . -
. ’ Minéraux testes Provenance Réference
altérant retrouvé

Burkholderia N.D. Biotite Mycorhizosphére du chéne (France) Uroz et al. 2007
Collimonas N.D. Biotite Mycorhizosphere du chéne (France) Uroz et al. 2007
Pseudomonas N.D. Biotite Mycorhizosphére du chéne (France) Uroz et al. 2007
Sphinogmonas N.D. Biotite Mycorhizosphére du chéne (France) Uroz et al. 2007
Collimonas N.D. Biotite Mycorhizosphére du chéne et de I'épicéa (France) Calvaruso et al. 2010
Burkholderia N.D. Biotite Mycorhizosphére du chéne et de I'épicéa (France) Calvaruso et al. 2010
Burkholderia 65 Tricalcium phosphate ~ Rhizosphére du chéne (France) Lepleux et al. 2013

Collimonas 11 Tricalcium phosphate  Rhizosphére du chéne (France) Lepleux et al. 2013
Pseudomonas 5 Tricalcium phosphate  Rhizosphére du chéne (France) Lepleux et al. 2013
Paenibacillus 42 Tricalcium phosphate  Mycorhizosphére du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Streptomyces 41 Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Burkholderia 34 Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Collimonas 16  Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphere du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Arthrobacter 12 Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Kitasatospora 11 Tricalcium phosphate  Mycorhizosphére du hétre (France) Nicolitch et al. 2016
Burkholderia 75  Tricalcium phosphate  Rhizosphére hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Rhizobium 45 Tricalcium phosphate  Rhizosphére hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Collimonas 30  Tricalcium phosphate ~ Rhizospheére hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Arthrobacter 25  Tricalcium phosphate  Rhizosphére hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Sphingomonas 15  Tricalcium phosphate  Rhizosphere hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Leifsonia 12 Tricalcium phosphate  Rhizosphere hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Pseudomonas 12 Tricalcium phosphate ~ Rhizosphére hétre, taillis, pin (France) Colin et al. 2017
Streptomyces 6 Tricalcium phosphate  Rhizosphére hétre, taillis, pin (France) Colinet al. 2017
Collimonas 41 Tricalcium phosphate  Sol forestier (France) Nicolitch et al. 2019
Burkholderia 20  Tricalcium phosphate  Sol forestier (France) Nicolitch et al. 2019
Arthrobacter N.D. Granite Damma glacier Alpes (Suisses) Frey et al. 2010
Janthinobacterium N.D. Granite Damma glacier Alpes (Suisses) Frey et al. 2010
Leifsonia N.D. Granite Damma glacier Alpes (Suisses) Frey et al. 2010
Polaromonas N.D. Granite Damma glacier Alpes (Suisses) Frey et al. 2010
Enterobacteriaceae ~12  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizosphere de ray-grass (N2Z) Mander et al. 2012
Micrococcaceae ~12  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizospheére de ray-grass (N2Z) Mander et al. 2012
Pseudomonodaceae ~12  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizospheére de ray-grass (N2Z) Mander et al. 2012
Sphingomonadaceae ~10  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizosphére de ray-grass (NZ) Mander et al. 2012
Mcrobacteriaceae ~10  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizosphére de ray-grass (N2Z) Mander et al. 2012
Rhizobiaceae ~5  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizosphére de ray-grass (NZ) Mander et al. 2012
Sphingobacteriaceae ~5  Tricalcium phosphate  Sol ou rhizospheére de ray-grass (N2Z) Mander et al. 2012
Burkholderiaceae ~2 Tricalcium phosphate  Sol ou rhizosphere de ray-grass (NZ) Mander et al. 2012
Bacillus 51  Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére ou hyphosphére (Canada) Taktek et al. 2015
Burkholderia 38  Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére ou hyphosphére (Canada) Taktek et al. 2015
Rahnella 4 Tricalcium phosphate  Mycorhizosphére ou hyphosphere (Canada) Taktek et al. 2015
Ewingella 2 Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphere ou hyphospheére (Canada) Taktek et al. 2015
Pseudomonas 2 Tricalcium phosphate ~ Mycorhizosphére ou hyphosphere (Canada) Taktek et al. 2015
Rhizobium 1 Tricalcium phosphate  Mycorhizosphére ou hyphosphére (Canada) Taktek et al. 2015
Pseudomonas 56  Tricalcium phosphate  Sol prairie (Afrique du Sud, USA, UK) Widdig et al. 2019
Enterobacterales 50  Tricalcium phosphate  Sol prairie (Afrique du Sud, USA, UK) Widdig et al. 2019
Paenibacillus 14 Tricalcium phosphate  Sol prairie (Afrigue du Sud, USA, UK) Widdig et al. 2019
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et efficaces pour dissoudre les minéraux phosphatés. Ces souches bactériennes étaient alors
sélectionnées pour tester leur capacité a augmenter la croissance des plantes. Notamment,
plusieurs genres bactériens ont été testés Bacillus, Burkholderia, Staphylococcus,
Pseudomonas, Pantoea, Paenibacillus, Enterobacter, Serratia... Des études in vitro en tube
stérile (Azaroual et al., 2020), en pot sur sol stérile (Kundu and Gaur, 1980; Ditta et al., 2018;
Borgi et al., 2020; Zineb et al., 2020) ou non-stérile (Kundu and Gaur, 1984; Gupta et al., 2011;
Selvakumar et al., 2013; Walpola and Yoon, 2013; Martins da Costa et al., 2015), ou
directement en champs (Datta et al., 1982; Rajapaksha and Senanayake, 2011; Kaur and Reddy,
2015) ont été réalisés. Ces études ont permis de montrer que certaines souches solubilisatrices
de phosphate permettaient I’augmentation de la croissance, de 1’acquisition de Pi, du rendement
ou de la biomasse de différentes plantes d’intérét agricole comme le blé, le riz, la pomme de
terre, le coton, les lentilles, le mais, le pois chiche, la luzerne, la féve, la tomate... Néanmoins,
il faut tout de méme souligner que les souches testées positives pour solubiliser le phosphate
n’étaient pas toutes capables de promouvoir la croissance des plantes. De plus, nous avons vu
que les bactéries pouvaient promouvoir la croissance des plantes par différents mécanismes et
les études présentées ci-dessus ne démontrent pas réellement I’effet de la fonction d’altération

des minéraux dans la fonction PGPR.

D’autre part, nous avons vu dans cette introduction que les sols forestiers des régions tempérées
étaient pauvres en nutriments inorganiques, dues aux propriétés des sols (acides et rocheux) et
aussi a I’absence d’amendement dans les foréts exploitées. C’est dans ce contexte qu’ont eté
développées des études sur la capacité des bactéries altérantes a promouvoir la croissance des
arbres (Tableau 0.5). Leyval et al. ont, par des tests en pots non-stériles, inoculés des plants de
hétre et de pin avec une souche d’Agrobacterium radiobacter ou un champignon mycorhizien
(Laccaria bicolor) ou en combinant les deux. Les pots contenaient de la phlogopite qui
représentait la seule source de P, Fe, Mg et Al. Les auteurs ont pu montrer que 1’inoculation
seule d’Agrobacterium permettait une augmentation de la masse seche des feuilles, des racines
et du tronc. L’acquisition de potassium, phosphore, aluminium, magnésium et fer était
également augmentée en présence des bactéries par rapport aux plants non-inoculés (Leyval
and Berthelin, 1989; Leyval et al., 1990). Dans le méme sens, Calvaruso et al. ont testé la
capacité de différentes souches de Burkholderia (efficaces pour altérer les minéraux in vitro) a
promouvoir la croissance du pin sylvestre via I’altération de la biotite. Ces expériences en pots

non-stériles ont montré qu’une seule souche sur les trois testées (Caballeronia mineralivorans




Tableau 0.5 : Activité promotrice de la croissance des arbres par certaines souches bactériennes altérantes

Souche bactérienne Arbre Mesures Résultats Référence
Agrobacterium radiobacter Fagus silvatica Masse seche ; Agrobacterium radiobacter Leyval et al.
(hétre) minéralomasse  augmente significativement la 1989
croissance et I’acquisition de
P, Mg, Al, K et Fe des racines et
tiges du hétre comparé a un plant
non-inoculé
Agrobacterium radiobacter Fagus silvatica Masse seche ; La présence des souches Leyval et al.
Agrobacterium sp. (hétre) et Pinus minéralomasse  bactériennes augmente la 1990

Burkholderia glathei PMB1(7)
Burkholderia glathei PML1(4)
Caballeronia mineralivorans
PML1(12)

Caballeronia mineralivorans
PML1(12)
Collimonas pratensis PMB3(1)

Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas fluorescens
Bacillus cereus

Pantoea roadsii HRP2
Paraburkholderia caffeinilytica
JRP13

Pseudomonas grimontii JRP22

sylvestris (pin)

Pinus sylvestris
(pin)

Pinus sylvestris
(pin)

Juglans siggillata

(noyer)

Cunninghamia
lanceolata
(Araucaria de
Chine)

Minéralomasse

Biomasse ;
minéralomasse

Taille des
plantes ; masse
séche ;
acquisition de
nutriments

Taille ;
biomasse ;
diametre ;
acquisition de
nutriments

mobilisation de Mg, Fe et Al par le
hétre et Mg et Fe par le pin (a
partir de 1’altération de la
phlogopite)

Quantité de K et Mg relargué par
I'altération de la biotite et assimilé
par la plante significativement plus
important uniquement en présence
de PML1(12) comparé au contréle
non inoculé

Biomasse racinaire
significativement plus importante
en présence de PMB3(1) coinoculé
avec le champignon
ectomycorhizien S. Citrinum
comparé au plant non-inoculé

Les deux souches de Pseudomonas
améliorent la croissance des plants
de fagon significative comparé au
plant non-inoculé

Toutes les souches entrainent une
augmentation significative de la
taille des plants ainsi que
I'acquisition de nutriments (N, P,
K, Mg, Fe)

Calvaruso et
al. 2006

Koele et al.
2009

Yu et al.
2011

Chen et al.
2021
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PML1(12)) permettait un apport significativement plus important de magnésium et potassium
a partir de biotite a la plante (Calvaruso et al., 2006). Enfin, Koele et al. ont tenté d’évaluer
I’activité PGPR sur le pin sylvestre de deux souches bactériennes Caballeronia mineralivorans
PML1(12) et Collimonas pratensis PMB3(1) associées ou non a deux souches fongiques
mycorhiziennes (Laccaria bicolor et Scleroderma citrinum). La biotite représentait la seule
source de magnésium et potassium de 1’expérience. Les traitements inoculés avec les souches
bactériennes n’ont pas permis d’observer dans cette étude de différences significatives dans
I’acquisition de potassium et magnésium par la plante comparativement aux plants non-
inoculés. Cependant, la biomasse séche était significativement plus importante lorsque le pin
était inoculé avec le champignon S. citrinum et PMB3(1). Les auteurs suggerent que les souches
bactériennes ne se seraient pas maintenues dans le systeme a flux continu et particulierement la

souche PMB3(1) en absence de champignons.

3.4.2. Les limites

La difficulté des études présentées ci-dessus est de savoir si I’effet promoteur de croissance est
réellement dd a la solubilisation issue des minéraux ou a d’autres capacités de biocontrdles que
peuvent avoir certaines bactéries. Finalement, en prenant en compte cet aspect, il n’existe
pas a ’heure actuelle d’études évaluant la capacité PGP via la dissolution des minéraux
par une souche bactérienne altérante comparé a une souche bactérienne non-altérante ou

un mutant.

Ces expérimentations in vitro, en serre ou en champs ont révélé des effets variables de
I’utilisation de bactéries altérantes pour promouvoir la croissance des plantes. Le premier
facteur d’échec de cette pratique est la capacité des bacteries inoculées a se maintenir dans leur
nouvel environnement. Les souches sélectionnées doivent donc étre adaptées aux conditions
environnementales (propriétés du sol, espece de plante...), étre capables de coloniser la
rhizosphére et de survivre aux interactions avec les communautés de microorganismes
indigénes (Gyaneshwar et al., 2002). De ce fait, il est indispensable de choisir les bactéries PGP

les mieux adaptées.
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Figure 0.19 : Principaux mécanismes moléculaires de I’altération des minéraux décrits dans la littérature

Cette figure a pour but de présenter les différents mécanismes moléculaires ainsi que les génes et protéines avérés ou suspectés
d’étre impliqués dans I’altération des minéraux par les bactéries.

L’acidolyse est le processus majeur de I’altération des minéraux par les bactéries et est lié & la production de protons. Trois
mécanismes ont été décrits comme produisant des protons par les bactéries dans un contexte d’altération : (i) le métabolisme du
glucose et plus précisément la voie d’oxydation directe du glucose (rouge) qui implique une glucose déshydrogénase PQQ-
dépendante (gdh-PQQ). Cette enzyme membranaire convertit le glucose en gluconate et produit une proton dans le périplasme. les
protons produits acidifient le milieu menant a une acidolyse. La mutation des génes de synthése de pyrroloquinoléine quinone
(PQQ) (pagABCE) (gris) impacte la capacité d’altération. (ii) 1’assimilation d’éléments chargés positivement comme le NH,*
entraine la production d’un proton dans le milieu extérieur grace a I’extrusion de protons. (iii) dans des conditions particuliéres
(concentration en CO, et Ca?* faibles), I’activité de la carbonate anhydrase (rose) peut produire un proton dans le milieu extérieur
a partir de CO, et H,0.

D’autres processus sont développés par les bactéries pour altérer les minéraux comme I’acido-complexolyse par la production
d’acides organiques tels que le gluconate, le 2-keto gluconate, 1’acétate, le citrate, 1’oxalate, le tartrate. Ces acides organiques sont
produits par différentes voies métaboliques. La complexolyse est probablement liée a la production de sidérophore (bleu) et aux
EPS présents a la surface des cellules bactériennes.

Enfin, les mécanismes d’oxydoréduction peuvent jouer un rdle dans I’altération des minéraux. I’implication des phénazines
(violet) a notamment été démontrée. La mutation d’un géne de synthése de flagelle (fliF) (vert clair) a un impacte sur 1’altération
des minéraux néanmoins son mécanisme d’action n’a pas encore été élucidé, il serait probablement lié au chimiotactisme. Les
génes ou protéines dont le rble a été décrit dans 1’altération des minéraux sont notés en gras.
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3.4.3. Les avantages de I’utilisation des bactéries altérantes et minéraux

pour I’amendement des sols

L’emploi de minéraux et roches en agriculture fait le sujet d’études visant a remplacer les
fertilisants traditionnels au profit de poudres de roches inoculées avec des bactéries altérantes
(Teotia et al., 2016; Schueler et al., 2021). L’avantage de cette méthode est d’augmenter la
durabilité de la fertilisation comparativement aux fertilisants traditionnels (Fayiga and Nwoke,
2016). L’altération des minéraux contribue également a la diminution du réchauffement
climatique en séquestrant le carbone (formation de CaCOz dans le cas d’amendements
calcaires). Enfin, elle permet de diminuer I’importation de fertilisants favorisant 1’économie

locale (Ribeiro et al., 2020).

4. Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’altération

A ce jour, différents mécanismes moléculaires impliqués dans 1’altération des minéraux ont été
mis en évidence ou sont suspectés. De plus, les démonstrations réalisées ne prennent en compte
que relativement peu de genres bactériens. Les bactéries pourraient donc altérer les minéraux
via différents mécanismes opérant a distance et/ou avec un contact entre la cellule et le minéral.
Les plus connus sont I’acidolyse (effet de D’acidification), la complexolyse (effet de la
chélation) et 1’oxydo-réduction (changement d’état 1i¢ a un gain ou une perte d’électrons)
(Robert and Berthelin, 1986). Une méme souche bactérienne pourrait potentiellement mettre en
place plusieurs de ces mécanismes et ce en fonction des conditions environnementales.

La figure 0.19 présente les différents mécanismes moléculaires demontrés ou suspectés dans

I’altération des minéraux et qui sont détaillés dans cette section.

4.1.  Acidolyse et métabolisme

L’acidolyse est considérée comme le mécanisme principal de 1’altération des minéraux (Robert
and Berthelin, 1986; Uroz et al., 2007). Cette acidolyse est liée a la capacité des bactéries a
produire des molécules acidifiantes telles que des acides organiques et inorganiques, et des
protons.

Selon la source de carbone, I’acidification d’une souche bactérienne n’a pas la méme intensité.

Par exemple, la souche de Serratia marcescens acidifie le milieu passant d’un pH 8 a 3.2 en
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présence de glucose, a pH 3.9 avec du galactose et a pH 4.6 avec du xylose (Hameeda et al.,
2006). La souche de Collimonas pratensis PMB3(1) acidifie le milieu passant d’un pH de 6.5
a 3.1 en présence de glucose, a pH 4.4 avec du mannitol, a pH 5.1 avec du tréhalose (Uroz et
al., 2009b). De facon intéressante, en présence de glucose les bactéries acidifient de maniere
plus importante comparativement aux autres sources de carbone. Cela est probablement di a
une plus grande quantité de protons produits en présence de glucose ainsi que des acides
organiques différents en fonction des voies métaboliques. De nombreux processus
physiologiques conduisent a cette production, mais le lien avec la capacité a altérer les minéraux
reste a démontrer.

Le glucose est une des sources principales de carbone dans le sol, de plus, les bactéries sont
plus efficaces pour altérer les minéraux en présence de glucose par rapport a d’autres source de
carbone (83.3.1), la section suivante se focalisera donc sur les différentes voies métaboliques

du glucose.

4.1.1. Les voies métaboliques du glucose

Le criblage de nombreuses souches a révélé gue toutes les bactéries consommatrices de glucose
et capables de croitre ne sont pas altérantes (exemple de la souche de Burkholderia PN3(3)
(Uroz et al., 2009b)). Cela amene plusieurs questions : Quel est le lien entre le glucose et
I’altération des minéraux ? Pourquoi les bactéries qui utilisent le glucose ne sont pas
obligatoirement altérantes ? La réponse a ces questions se trouve peut-étre au niveau des voies

métaboliques utilisées par les différentes bactéries pour métaboliser le glucose.

Il existe différentes voies métaboliques du glucose : la voie Embden-Meyerhof-Parnas (EMP,
glycolyse), la voie d’Entner Doudoroff. (ED), la voie des pentoses phosphates (PP) ou la voie
d’oxydation directe du glucose (OD) (Jurtshuk, 1996). Toutes ces voies metaboliques ne sont
pas retrouvées chez toutes les bactéries. En effet, certaines voies sont préférentiellement
retrouvées dans certains genres ou especes (Fuhrer et al., 2005). Ces différentes voies ne sont
néanmoins pas équivalentes en termes d’enzymes impliquées, d’énergie produite (ATP,
pyruvate) et de production de biomasse. A titre d’exemple, la voie ED nécessite 3 a 5 fois moins
d’enzyme que la voie EMP (Flamholz et al., 2013), mais produit moins d’énergie. La voie OD
du glucose produit encore moins d’énergie que la voie EMP mais conduit a une production

massive de protons et acides organiques. Ces voies ne sont pas complétement indépendantes et
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peuvent s’ interconnecter selon les conditions (Peekhaus and Conway, 1998; Fuhrer et al., 2005;
Silva et al., 2017) (Figure 0.19). Mais a I’heure actuelle, les déterminants génétiques de
I’utilisation d’une voie plutét qu’une autre ne sont pas encore ¢lucidés. Enfin, la localisation
cellulaire de ces voies n’est pas la méme, puisque I’EMP, ’ED et le PP sont cytoplasmiques

alors que la voie d’oxydation directe du glucose (OD) est périplasmique.

4.1.2. Lavoie d’oxydation directe du glucose

La voie OD du glucose conduit a la production d’acide gluconique (et dérivés) et de protons au
niveau du périplasme. L’essentiel des produits (gluconate (GA) ; 2-keto-gluconate (2KGA) et
protons (H")) de cette oxydation est libéré dans le milieu extérieur, contribuant a une forte
acidification de ’environnement proche. La voie OD du glucose est la seule voie qui a été
expérimentalement liée a la capacité d’altération des minéraux par les bactéries. La création de
mutants a réveélé le réle clé d’un type de glucose déshydrogénase (GDH). Cette enzyme est
impliquée dans la conversion du glucose en gluconate, réaction qui produit des protons
(Goldstein, 1995; Ilimer and Schinner, 1995; Sashidhar and Podile, 2010). La mutation du géne
codant la GDH conduit a une incapacité a altérer les minéraux pour Gluconacetobacter ou
Azotobacter (Intorne et al., 2009; Crespo, 2011; Wang et al., 2020). Le lien entre I’activité de
la GDH et I’altération des minéraux a été démontré pour divers genre bactériens : Enterobacter
(Gyaneshwar et al., 1999; Tripura et al., 2007), Pseudomonas (Miller et al., 2010; Wang et al.,
2020), Gluconobacter (Crespo, 2011) et Azotobacter (Sashidhar and Podile, 2009).

4.1.3. Les glucose déshydrogénases

Les bactéries possédent différents types de GDHs qui different en fonction de leur cofacteur
(pyrrologuinoléine quinone (PQQ), nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) ou flavine
adénine dinucléotide (FAD)) et leur localisation cellulaire (Ferri et al., 2011). Lorsque j’ai
débuté ma these, seules des GDHs dépendantes du cofacteur PQQ avaient été démontrées
comme impliquées dans le processus d’altération des minéraux par les bactéries, suggérant un
réle central de ces enzymes et de ce type de cofacteur (Liu et al., 1992; Babu-Khan et al., 1995;
Goldstein et al., 2003; J. Wagh et al., 2014). Les GDH-PQQ ainsi que les génes de synthese de
PQQ sont d’ailleurs utilisés comme marqueur de la solubilisation du phosphate dans des études

de métagénomique monogénique (Tsurumaru et al., 2015). Parmi les GDH-PQQ dépendantes,
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on distingue les enzymes GDH-PQQ-A (les plus répandues) des enzymes hydrosolubles GDH-
PQQ-B (identifiées uniquement chez Acinetobacter calcoaceticus) (Ferri et al., 2011). Les
GDH-PQQ-A sont membranaires et permettent le relargage de gluconate (GA) et protons dans
le périplasme. Les GDH-PQQ-B sont localisées dans le cytoplasme, ce qui pose la question de
leur r6le dans I’acidification du milieu extérieur et donc son implication dans 1’altération des

minéraux.

4.1.4. Le cofacteur PQQ

L’implication du cofacteur PQQ dans I’altération a été démontrée par expression hétérologue
de génes de synthése de PQQ dans des bactéries non-altérantes. Par exemple, Escherichia coli
est incapable de solubiliser le phosphate inorganique a partir de TCP. Elle est pourtant capable
de produire une apo-GDH mais ne possede pas tous les genes de synthese de PQQ. Le clonage
du gene de synthése de PQQ (pqqlll) de Erwinia herbicola a permis d’obtenir la capacité a
solubiliser le phosphate par E coli (Liu et al., 1992). De méme, le clonage du cluster de génes
de synthese de PQQ de Acinetobacter calcoaceticus ou de Pseudomonas fluorescens dans une
souche d’Herbaspirillum seropedicae a conféré a cette derniére la capacité a solubiliser le
phosphate (J. Wagh et al., 2014).

D’autre part, la création de mutants a permis de montrer que les génes de synthese de PQQ
¢taient indispensables au phénotype d’altération des minéraux pour certaines souches.
Notamment, la mutation des génes pqgA et pqgB de Enterobacter intermedium entraine une
incapacité des mutants (simples) a solubiliser le phosphate (Han et al., 2008). De méme, la
création d’une banque de mutants aléatoires chez Gluconacetobacter diazotrophicus a permis
d’identifier des mutants incapables d’altérer les minéraux (Solubilisation du phosphate), dont

quatre mutés au niveau des génes pqgB, pgqC et pgqE (Intorne et al., 2009).

L’analyse de génomes a révélé que 1’organisation et le nombre de génes de synthése de PQQ
étaient variables (de pggA a pqgG) (Miller et al., 2010). Notamment, cing genes semblent étre
indispensables a la synthése du cofacteur PQQ : pgqgA, pagB, pqqC, pqgD et pgqE (Shen et al.,
2012). Les enzymes capables d’utiliser ce cofacteur sont nommées quinoprotéines, mais toutes
ne sont pas liées a la capacite a altérer. On pourra noter parmi ces quinoprotéines, les choline-,

méthanol-, glucose- et les glycérol- déshydrogénases (Duine, 1991). Les quinoprotéines sont
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Figure 0.20 : Arbre phylogénétique des especes bactériennes possédant au moins un géne de synthése de pqq (Shen et al.,
2012)

Les points rouges indiquent que des souches appartenant a ce genre bactérien ont déja été identifiées comme étant capable
d’altérer les minéraux.
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majoritairement retrouvées chez les bactéries Gram négatives, mais aussi chez quelques
bactéries Gram positives (Shen et al., 2012).

En comparant les genres bactériens possédant un systeme PQQ et les genres bactériens altérants
(Figure 0.20), on observe que les bactéries possedant un systeme PQQ ou des quinoprotéines
ne sont pas toutes altérantes, cela suggére que les genes de synthese de PQQ ne sont pas de
bons marqueurs du phénotype d’altération. En conséquence, on peut se poser la question de
I’existence d’autres mécanismes moléculaires PQQ-indépendants impliqués dans I’altération

des minéraux.

4.2.  L’acido-complexolyse et la complexolyse

La complexolyse est considérée comme le second mécanisme utilisé par les bactéries pour
altérer les minéraux. De nombreux agents complexants (acides organiques, sidérophores,
exopolysaccharides...) sont responsables de I’altération des minéraux. Néanmoins, si la
production de molécules chélatantes est avérée chez les bactéries, leur réle dans un contexte
cellulaire sur 1’altération des minéraux est moins évident. En effet, une grande partie des
données accumulées est basée sur des expérimentations en condition abiotique ou le composé
chimique pur a été directement testé. Au contraire, les interactions entre minéraux et bactéries
productrices d’agents chélatants ont rarement été testées. Les agents complexants peuvent agir
de différentes maniéres sur les minéraux : (i) Soit par action directe au contact du minéral ;
I’agent forme un complexe avec un élément chimique a la surface du minéral menant a la
libération de cet élément et a la dissolution du minéral. (ii) Soit par action indirecte ou 1’agent
chélate les ions en solution ce qui modifie I’équilibre chimique de la solution et favorise la
dissolution en modifiant 1’indice de saturation (équation de dissolution; 8§2.2.4). Ce
changement d’équilibre de la solution peut conduire a une dissolution passive du minéral
(Holmén and Casey, 1996; Kraemer, 2004; Parrello et al., 2016; Perez et al., 2019). Parmi les
agents complexants sécrétés par les bactéries les principaux pour lesquels une démonstration
expérimentale de leur role dans I’altération a été faite sont les acides organiques et les

sidérophores.
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4.2.1. Les acides organiques

Le type d’acide organique produit par les bactéries dépend de la source de carbone (C) utilisée
et du type de bactéries. Ainsi les bactéries sont capables de produire différents acides
organiques tels que le gluconate, le 2-keto-gluconate (2KGA), 1’acétate I’oxalate, le citrate, le
tartrate, le succinate, le lactate ou le pyruvate (Robert and Berthelin, 1986; Goldstein, 1995) .
En présence de glucose, source de C conférant la meilleure efficacite a altérer, la plupart des
bactéries produisent principalement du gluconate, du 2-keto-gluconate (2KGA) et parfois
d’autres dérivés.

L’action d’acides organiques sur la dissolution des minéraux a largement été évaluée en
condition abiotique en utilisant directement des composés chimiques purs (Welch and Ullman,
1993; Zhang and Bloom, 1999; Reichard et al., 2007; Oburger et al., 2011). Ainsi, certains
acides organiques altéerent les minéraux plutdt via une action acidifiante (lactate, malate,
succinate...), et d’autres au contraire via une action complexante (oxalate, tartrate...) (§2.2.3).
Leur mode d’action peut différer en fonction des conditions environnementales et surtout du
pH de la solution (Moghimi and Tate, 1978). Ces propriétés et le fait que les bactéries
produisent une multitude de métabolites peuvent rendre difficile la mise en évidence du réle
des acides organiques et de distinguer 1’acidolyse de la complexolyse. Dans un contexte
biotique, la construction de mutants est nécessaire pour déterminer la réelle implication des
acides organiques dans 1’altération des minéraux. A ce jour, ’action de deux acides organiques
a été demontrée de cette maniere : le citrate (Buch et al., 2009; Adhikary et al., 2014; Jitendra
Wagh et al., 2014; Yadav et al., 2014) et I’acétate (Wang et al., 2018).

4.2.1.1. Le citrate

L’implication du citrate dans 1’altération a ét¢ démontrée par la surexpression de deux genes
(gltAl et citC) dans des bacteéries initialement non efficaces leur conférant ou augmentant leur
capacité a altérer les minéraux comme démontré via les tests réalisés sur TCP. Le gene gltAl
code pour la citrate synthase de E coli. Le géne citC code pour un transporteur de citrate de S.
typhimurium. La surexpression du gene gltAl dans Herbaspirillum seropedicae Z67 lui confére
le phénotype de solubilisation du phosphate (Jitendra Wagh et al., 2014). Lorsque les deux
genes gltAl et citC sont surexprimés, 1’exportation du citrate augmente et donc la solubilisation

du phosphate est plus importante. Les mémes résultats ont été obtenus pour des souches de
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Figure 0.21 : Les sidérophores

Les sidérophores sont produits par les bactéries dans le milieu extérieur en fonction de la concentration en fer. 1ls peuvent agir de
deux facon sur la dissolution des minéraux. (A) Ils peuvent agir en contact direct sur la surface des minéraux en chélatant les
éléments chimiques de surface. (B) les minéraux relarguent de maniére passive des éléments chimiques dans le milieu en
fonction de 1’équilibre chimique de la solution. Les sidérophores se lient aux éléments chimiques de la solution, cela modifie
I’équilibre de la solution qui favorise la dissolution passive du minéral. Le complexe élément chimique-sidérophore est reconnu
par les récepteurs membranaires des bactéries qui assimilent le complexe. L’élément chimique est utilisé dans les processus
cellulaires tandis que le sidérophore peut étre recyclé et réexporté dans le milieu extracellulaire. Si 1’élément chimique est du fer,

il peut induire une inhibition de la synthése de sidérophore lorsque sa concentration dépasse un certain seuil.
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Pseudomonas (Adhikary et al., 2014) ou Enterobacter (Yadav et al., 2014). Pour Pseudomonas
fluorescens, la surexpression du géne glItAl permet d’augmenter de 2 fois la solubilisation du
phosphate par rapport a la souche sauvage en condition tamponnée suggérant une action

complexante du citrate (Buch et al., 2009).

4.2.1.2. Acétate

Une démonstration génétique de I’implication de I’acétate dans I’altération des minéraux a été
réalisée sur Enterobacter cloacae S71 (Wang et al., 2018). Trois mutants impactés dans
I’altération de la biotite ont été¢ obtenus. Dans ce cas, le role de 1’acidification a pu étre exclu
car les mutants présentaient les mémes valeurs de pH en fin d’expérience par rapport a la souche
sauvage. Les génes mutés sont impliqués dans les deux voies de synthese de I’acétate : (i) le
gene pta codant pour une phosphotransacétylase et le gene ackA codant une acétate kinase, ces
deux protéines sont responsables de la conversion de 1’acétyl-COA en acétate et adénosine
triphosphate, (ii) le géne poxB code pour une pyruvate oxidase qui transforme le pyruvate en

acétate et produit une molécule de CO> (De Mey et al., 2007).

4.2.2. Les sidérophores

Du fait de leur affinité particuliere pour le fer mais également les ions di- ou trivalents, les
sidérophores ont été¢ considérés comme des acteurs importants de I’altération. On distingue
principalement la famille des catécholates et des hydroxamates. lls peuvent étre synthétisés par
la voie dépendante des non-ribosomal peptide synthethase (NRPS) ou la voie NRPS-
indépendante (NIS) (Challis, 2005; Kadi and Challis, 2009). Historiqguement, le réle des
sidérophores dans 1’altération des minéraux a été démontré en conditions abiotiques en utilisant
la desferrioxamine-B (DFO-B), ou la desferrioxamine mesylate (DFAM), sidérophore produit
par Streptomyces (Liermann et al., 2000). Ces démonstrations ont eu lieu avec différents
minéraux plus ou moins facilement altérables tels que des oxy-hydroxydes de fer (hématite,
goethite), du basalte, de la hornblende et des verres synthétiques (Figure 0.21) (Hersman et al.,
1995; Reichard et al., 2007; Perez et al., 2015).

Cependant, tout comme les acides organiques, il est difficile en condition biotique de mettre en
évidence le réle des sidérophores. Pour pouvoir différencier I’effet du sidérophore de 1’effet

d’une acidification par une souche bactérienne, il est important d'étudier I'activité chélatante du
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sidérophore sur le minéral dans des conditions de pH contrélé ou de comparer une souche
sauvage avec son mutant incapable de produire un sidérophore. Finalement, en prenant en
compte ces critéres, trés peu d’études ont identifié des génes de synthése/transport/utilisation
de sidérophores impliqués dans I’altération des minéraux.

On peut citer les travaux réalisés avec la souche de Pseudomonas aeruginosa PAOL.
Différentes études ont comparé des mutants simples incapables de produire de la pyoverdine
(ApvdD et ApvdA) (Ochsner et al., 2002) ou de la pyocheline (ApchE et ApchF) (Reimmann et
al., 1998), ainsi que le double mutant incapable de produire les deux sidérophores (Ferret et al.,
2014). Ces travaux ont révélé que le mutant simple incapable de produire la pyochéline n’était
pas affecté dans sa capacité a altérer alors que le mutant simple de la pyoverdine était fortement
impacté. Un double mutant s’est avéré aussi fortement altéré dans sa capacité a solubiliser la
smectite par rapport a la souche sauvage (Ferret et al., 2014). L’ensemble de ces résultats
démontre que la pyoverdine est plus efficace pour dissoudre la smectite que la pyochéline,
probablement en raison de sa plus forte affinité pour le fer (Ferret et al., 2014). La diminution
de la capacité d’altération d’un mutant pyoverdine a également été observée sur la nontronite
(Parrello et al., 2016). On peut donc considérer que les génes de synthese de pyoverdine sont

impliqués dans 1’altération des minéraux.

Certaines études supportent que les sidérophores et les acides organiques agissent de
maniere synergique dans le processus de dissolution des minéraux (Reichard et al., 2007;
Dehner et al., 2010; Ahmed and Holmstrom, 2014; Parrello et al., 2016; Lin et al., 2018;

David et al., 2020).

4.2.3. Les substances polymériques extracellulaires et les flagelles

Jusqu’a présent dans cette introduction, les mécanismes moléculaires décrits ne nécessitent pas
un contact direct entre cellule bactérienne et minéral. Cependant, les bactéries peuvent interagir
de maniere permanente ou transitoire avec la surface des minéraux en formant des biofilms par
exemple (Jones and Bennett, 2017). La question se pose dés lors de I’impact de cette interaction
sur le minéral. La formation de biofilms bactériens peut protéger la surface des minéraux et
inhiber leur altération (Littge and Conrad, 2004) ou au contraire elle peut augmenter leur
altération (Li and Sand, 2017).
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Les substances polymériques extracellulaires'® (EPS) et les flagelles jouent un role dans
I’attachement des cellules sur des surfaces solides (comme les minéraux) et donc la formation
de biofilms (Gehrke et al., 1998; O’Toole and Kolter, 1998; Cao et al., 2011). La formation de
biofilms est déependante du type de minéral et de sa surface (porosité, charges), des conditions
environnementales et des bactéries impliquées. On peut donc envisager a minima un role
indirect des EPS dans I’altération des minéraux par les bactéries.

A I’heure actuelle, une seule étude a démontré le role du flagelle dans 1’altération des minéraux
au niveau génetique. La souche de Rhizobium pusense S41 a été mutée au niveau du gene de
synthese de flagelle fliF impactant sa capacité d’altération de la biotite par rapport a la souche

sauvage (Wang et al., 2019). Un effet pléiotropique®® n’est cependant pas a exclure.

4.3.  L’oxydo-réduction

L’oxydation (perte d’un électron) ou la réduction (gain d’un électron) d’¢léments chimiques
contenus dans les minéraux peut favoriser leur dissolution. Ce processus d’altération nécessite
un contact direct entre les cellules et le minéral. L’implication des mécanismes
d’oxydoréduction dans I’altération des minéraux par les bactéries différe en fonction des
conditions du milieu et surtout de la concentration en oxygéne. En condition oxique, les
bactéries produisent des molécules oxydo-réductrices qui peuvent jouer un role dans 1’altération
des minéraux. En condition anoxique, les bactéries vont utiliser les minéraux comme accepteurs

d’¢électrons pour leur respiration menant a leur altération.

4.3.1. En condition oxique

Parmi les molécules oxydoréductrices produites par des bactéries et impliquées dans 1’altération
des mineraux, seules les phénazines ont été décrites. Les phénazines sont des composés
hétérocycliques azotés produits par une large gamme de bactéries (Pierson and Pierson, 2010).
Elles ont d’abord été trés étudiées pour leur propriétés d’antibiotiques a large spectre et plus
récemment pour leur capacité oxydoréductrices (Laursen and Nielsen, 2004; Pierson and
Pierson, 2010).

18 Les EPS sont définies comme étant des polyméres d’origine microbienne responsables du lien des cellules entre
elles ou avec une surface solide. Elles sont composées majoritairement de polysaccharides et peuvent contenir
aussi des protéines, des acides nucléiques et des lipides (Wingender et al., 1999).

19 Capacité d’un gene a déterminer plusieurs fonctions.
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La souche de Pseudomonas chlororaphis PCL1391 produit deux types de phénazines: la
phénazine-1-carboxamide (PCN) et la phénazine acide carboxilique (PCA). Le géne phzB fait
partie d’un opéron impliqué dans la synthése de phénazines (Mavrodi et al., 1998). Le mutant
phzB, incapable de produire des phénazines, est impacté dans sa capacité a dissoudre les oxides
de fer comparativement a la souche sauvage (Hernandez et al., 2004). Une deuxiéme étude a
montré I’implication des phénazines dans I’altération des minéraux grace a la mutation du géne
phzH de Pseudomonas aeruginosa. En effet, le mutant AphzH est impacté dans la bio-corrosion
du fer comparativement a la souche sauvage (Huang et al., 2018). D’aprés cette étude, la
protéine PhzH serait responsable du contrdle du transfert d’électrons de 1’extérieur a I’intérieur
des cellules pendant la bio-corrosion (Huang et al., 2018).

Des expériences in vivo ont également pu montrer I’implication des phénazines dans 1’altération
des minéraux. L'inoculation de la souche de Pseudomonas synxantha 2-79 dans la rhizosphére
du blé augmente la disponibilitt du fer a partir d’oxy-hydroxydes et de silicates
comparativement au mutant incapable de produire des phénazines suggérant que les phénazines
ameliorent la réactivité et la mobilité du fer provenant des minéraux du sol (LeTourneau et al.,
2019).

En plus d’étre impliqués dans I’altération des minéraux, les phénazines jouent un réle dans la
formation de biofilms (LeTourneau et al., 2018) ce qui pourrait étre un deuxiéme aspect

favorisant I’altération des minéraux en plus de leur propriétés oxydoréductrices.

4.3.2. En condition anoxique

En condition anaérobie (sol hydromorphe...), certaines bactéries peuvent utiliser le fer,
manganese, soufre ou cuivre comme accepteurs ou donneurs d’électrons pour leur respiration
(Newman, 2001; Weber et al., 2006), on parle respectivement de bactéries réductrices ou
oxydatrices. La majorité des études se sont concentrées sur des minéraux facilement altérables
(oxy-hydroxydes) mais récemment, I’implication des bactéries oxydatrices du fer dans
’altération de minéraux plus complexes (roche mere granitique provenant de la zone critique
de Porto Rico) a été démontrée (Napieralski et al., 2019). Dans ce cas, 1’altération observée est
due a l'utilisation du fer, manganése, soufre ou cuivre contenus dans ces minéraux. Les
échanges d’électrons entre les cellules et la surface des minéraux entrainent une réduction ou

une oxydation de ces éléments chimiques. Le changement d’état rédox conduit a la rupture de
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certaines interactions établies au sein de la structure du minéral et peut mener a une dissolution
localisée.

Les mécanismes moléculaires mis en jeu différent en fonction des bactéries étudiées. En ce qui
concerne les bactéries oxydatrices, des analyses génomiques et protéomiques ont mis en
évidence I’implication des cytochromes dans les mécanismes d’oxydation du fer. Par exemple,
le cytochrome de type ¢ (Cyc2) de Acidithiobacillus ferrooxidans (localisé au niveau de la
membrane externe) catalyse 1’oxydation du Fe(II) en Fe(III). Les électrons sont pris en charge
au niveau de la membrane plasmique par une cytochrome oxydase aa3 (Valdés et al., 2008).
En ce qui concerne les bactéries réductrices, 1’étude de Zacharoff et al. a montré I’implication
d’un cytochrome membranaire PgcA dans la réduction d’oxyde de fer (Ill) et d’oxyde de
manganése (IV) pour la souche de Geobacter sulfurreducens grace a la création d’un mutant
ApgcA (Zacharoff et al., 2017). En plus des cytochromes, les transferts d’électrons pourraient
&tre permis grace a des quinones et quinols?® idéntifiés chez Shewanella lithotrophicus et
Shewanella oneidensis (Shi et al., 2016).

Les mécanismes d’oxydoréduction nécessitent un contact direct entre cellules et minéral,
notamment la présence de pili et nanofils identifiés chez Geobacter spp. pourrait permettre cette
interaction (Weber et al., 2006; Shi et al., 2016).

4.4.  D’autres mécanismes moléculaires impliqués ?

Les mécanismes (i.e., acidolyse, complexolyse, oxydo-réduction) listés ci-dessus sont ceux
considérés comme les plus importants dans 1’altération des minéraux. Néanmoins, quelques
études ont pu mettre en évidence des génes impliqués dans 1’altération des minéraux soit dans
des conditions tres particuliéres (1’anhydrase carbonique), soit des génes dont la mutation limite

la croissance bactérienne lors des tests d’altération des minéraux.
4.4.1. L’anhydrase carbonique
En fonction des conditions du milieu (faibles concentrations en CO; et calcium, pH du milieu)

il a été suggére que certaines bactéries pourraient utiliser une enzyme, 1’anhydrase carbonique

(CA) pour dissoudre les minéraux. Cette enzyme catalyse la réaction d’hydratation du dioxyde

20 Les quinones et leur forme réduite quinols sont des composés aromatiques capables de transférer les électrons
au niveau de la membrane cytoplasmique (Shi et al., 2016).
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de carbone pour former un proton et du bicarbonate : CO, + H,O = H* + HCO3". Dans certaines
conditions, les protons produits pourraient altérer les minéraux par acidolyse quand ils ne sont
pas neutralisés par les carbonates formés (Favre et al., 2009). L’implication de 1’anhydrase
carbonique de Bacillus mucilaginosus dans la dissolution de wollastonite a été démontrée en
condition controlée et en utilisant la protéine purifiée directement (Xiao et al., 2014, 2015).
Cependant, aucune des expériences de mutagénése aléatoire réalisée sur un large éventail de
bactéries altérantes n’a permis d’obtenir de mutants de la CA impactés dans 1’altération des
minéraux. Ceci est peut-&tre dd au nombre important de copies dans les génomes des bactéries
¢tudiées ou aux conditions particuliéres nécessaires a la mise en évidence de I’action de cette

enzyme.

4.4.2. Des mécanismes indirects
4.4.2.1. L’énolase

La création d’une banque de mutants aléatoires de Burkholderia cenocepacia 71-2 a permis
d’identifier un mutant impacté dans sa capacité a altérer les minéraux (Liu et al., 2019). Le géne
eno muté code pour une enolase. Cette enzyme impliquée dans la glycolyse catalyse la
déshydratation du 2-phosphoglycerate en phosphoenolpyruvate. Cette étape étant importante
pour le métabolisme bactérien, les auteurs suggérent que la mutation du géne eno entrainerait
un retard de croissance expliquant les différences observées dans la capacité a altérer vis-a-vis

de la souche sauvage.

4.4.2.2. La formation de ponts disulfures (DsbA)

Une expérience de mutagénese aléatoire sur la souche de Pseudomonas fluorescens F113 a
permis d’identifier différents mutants impactés dans la capacit¢ a altérer les minéraux
(solubilisation du phosphate inorganique) (Miller et al., 2010). Un des mutants présente une
mutation au niveau du géne dsbA qui code pour une enzyme impliquée dans la biogénése de
protéines exportées en formant des ponts disulfures (Mavrodi et al., 2006). Les auteurs
suggerent que le phénotype observé pour ce mutant serait plutdt lié a la perte d’activité des

enzymes non maturées par DsbA (Miller et al., 2010).
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4.5. Larégulation des mécanismes moléculaires de I’altération

Nous avons pu voir les différentes molécules impliquées ou potentiellement impliquées dans
I’altération des minéraux par les bactéries. Ces molécules sont-elles régulées en fonction de la

disponibilité en éléments nutritifs ou en fonction de la présence/absence du minéral ?

45.1. Effet de la carence en phosphate

La fonction d’altération des minéraux semble étre régulée en fonction de 1’état de carence en
phosphate des bactéries.

Des études ont montré que la carence en phosphate avait une influence sur 1’expression des
genes de synthese de PQQ et de GDH. En effet, en carence de phosphate, les génes de synthese
de GDH et de PQQ sont surexprimés dans la souche de Pseudomonas putida KT2440 (An and
Moe, 2016). De plus, Serratia sp. S119 qui posséde un opéron de 6 génes de synthese de PQQ,
présente une surexpression du gene pgqE ainsi qu’une augmentation de I’activité de deux
promoteurs de 1’opéron en carence de phosphate (Luduefia et al., 2017).

Ensuite, des études sur ’activité de la GDH-PQQ ont montré des variations en fonction de la
disponibilité en phosphate. Par exemple, la GDH-PQQ est exprimée de maniére constitutive
chez Enterobacter asburiae, mais son activité est 5 fois plus importante en condition de carence
de phosphate (Gyaneshwar et al., 1999). De plus, I’activité de la GDH-PQQ de Burkholderia
est détectée uniquement en carence en phosphate peu importe la source de carbone utilisée

(glucose ou glycérol) (Bernabeu et al., 2016).

Les analyses de transcriptomique ont permis également d’identifier la régulation des geénes en
fonction de la concentration en phosphate disponible. Pour la souche de Burkholderia
multivorans WS-FJ9, des génes de détection du phosphate, de transport (ABC transporteurs,
porines) et de régulation transcriptionnelle (systeme phoR) sont surexprimés en carence. A
I’inverse les génes surexprimés en présence de phosphate sont liés a la synthése de flagelle, au

métabolisme du mannose et des processus de signalisation (Zeng et al., 2017).

Il semblerait que la carence en phosphate peut avoir un réle dans la régulation des génes de
I’altération mais cela reste dépendant de la souche testée. D’autres facteurs régulant cette

fonction sont probablement impliqués et notamment la présence du minéral en lui-méme.




INTRODUCTION

4.5.2. Effet de la présence du minéral

Pour déterminer 1’effet de la présence du minéral sur la sécrétion de protéines d’une bactérie
altérante, Xiao et al. ont mis Bacillus mucilaginosus en culture dans un milieu carencé en
potassium (K) en présence ou absence d’un minéral contenant du potassium dans sa structure
(Xiao et al., 2012). Les protéines différentiellement sécrétées par Bacillus mucilaginosus en
présence ou absence du minéral ont été ensuite analysées. Seulement 24 protéines ont été
retenues, 12 surexprimées et 12 sous-exprimees. Cela démontre que la présence du minéral
influence le protéome de la souche testée. Cependant, les protéines identifiées n’ont pas de role
direct déja décrit dans [I’altération des minéraux (glycine hydroxyméthyltransférase ;
phosphosérine aminotransférase ; cétol-acide réductoisomérase ; ABC transporteurs).

En ce qui concerne les études basées sur des analyses de protéomiques et transcriptomiques, on
peut citer Olsson-Francis et al. et Bryce et al. qui ont étudiés la souche Cupriavidus
metallidurans CH34 en présence/absence de basalte (Olsson-Francis et al., 2010; Bryce et al.,
2016).

Olsson-Francis et al. ont étudiés la régulation de I’expression des génes de la souche CH34 en
conditions de carences en fer avec (-Fe+B) ou sans minéral (-Fe-B) ou non-carencées (+Fe-B).
La différence majeure observée entre la condition carencée (-Fe-B) et les autres est la
production de sidérophores uniquement en condition carencée (-Fe-B) (observée
phénotypiquement et par surexpression des génes de synthese). L’absence d’expression des
génes liés a la synthése de sidérophores en présence d’un minéral suggere que la dissolution
passive du minéral relargue une quantité suffisante de fer pour inhiber la production de
sidérophores. Des différences importantes ont été observées entre les conditions de présence et
absence du minéral. Les genes régulés négativement en présence du minéral sont des
régulateurs transcriptionnels et des cytochromes de type c. A I’inverse les génes surexprimés
en présence de minéral sont des transporteurs (transporteurs ABC, perméases), des genes liés a
la motilité (chimiotactisme, flagelles) et a la résistance aux métaux lourds (systémes d’efflux,
systemes de détoxification) (Olsson-Francis et al., 2010).

Cette étude a été complétée par une analyse protéomique sur la méme souche, cette fois-ci en
carence de fer ou magnésium et en présence ou absence de basalte (Bryce et al., 2016). Les
mémes résultats ont été obtenus en présence de basalte quel que soit la carence suggérant que

le minéral est le facteur majeur de la régulation des protéines dans ces conditions
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comparativement a la disponibilité en nutriments. Globalement, ces résultats indiquent que la

présence de basalte entraine une réponse apparentée a un stress de la bactérie étudiée.

A heure actuelle, il y a peu de genes dont 'implication dans [’altération des minéraux a été
démontrée. La disponibilité en nutriments ainsi que la présence/absence du mineral semblent
entrainer une expression différentielle de certains génes dont certains pourraient étre
impliqués dans [’altération des minéraux par les bactéries. Neanmoins, les premiers résultats
ont été obtenus sur quelques souches bactériennes et seulement deux types de minéraux.
Enfin, les régulations pourraient étre beaucoup plus complexes prenant en compte le type de
minéral, les conditions du milieu, la source de carbone disponible et la disponibilité en

nutriments.
5. Quiestions et objectifs de la these

Dans cette introduction (84), différents mécanismes moléculaires démontrés ou suspectés de
jouer un réle direct ou indirect dans la capacité de certaines bactéries a altérer les minéraux ont
éteé présentés. Cependant la réelle implication de ces mécanismes dans 1’altération des minéraux
a rarement été démontrée expérimentalement. C’est pourquoi 1’objectif global de ma thése est

de répondre a cette question (divisée par la suite en sous-questions) :

Quels sont les genes et les mécanismes moléculaires impliqués dans

I’altération des minéraux par les bactéries du sol ?

Pour répondre a cet objectif global, j’ai concentré mes travaux de thése sur 1’étude de la souche

modele Collimonas pratensis PMB3(1) (présentée plus en détails dans le CHAPITRE 1).

Comme présenté précédemment, I’acidolyse semble étre le mécanisme principal de I’altération
des minéraux par les bactéries. Cette acidolyse est basée sur la production de protons par les
bactéries. D’apres la littérature les mécanismes moléculaires impliqués seraient liés a la voie
d’oxydation directe du glucose (OD) via une glucose déshydrogénase PQQ-dependante. Le

gene codant pour 1’enzyme GDH-PQQ et les génes de synthese de son cofacteur PQQ seraient
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donc les principaux génes de D’altération des minéraux. Cependant, toutes les bactéries

altérantes ne possedent pas les génes de synthése de PQQ ni de GDH-PQQ.

Q1 : Lasouche modéle PMB3(1) possede-t-elle une GDH-PQQ et les genes de synthése de
PQQ ? Dans le cas contraire quels sont les genes impliqués dans I’altération des

minéraux par acidolyse ?

D’autres mécanismes moléculaires de I’altération ont été décrits et notamment la complexolyse.
L’altération des minéraux par complexolyse pourrait étre liée aux sidérophores. En effet,
quelques études ont pu montrer 1I’implication de la pyoverdine dans ’altération des minéraux
en condition biotique. Néanmoins, tous les sidérophores ne sont pas capables d’altérer les
minéraux. D’aprés les études réalisées dans le laboratoire, la souche PMB3(1) est capable de
chélater le fer sur le milieu CAS suggérant sa capacité a produire un sidérophore (Uroz et al.,
2009b).

Q2 : Quel type de sidérophore est produit par la souche modéle PMB3(1) et est-il impliqué

dans I’altération des minéraux par complexolyse ?

Q2.1 : Lessidérophores altérent-ils de la méme maniére tous les types de minéraux ?

Dans les sols forestiers, les bactéries peuvent étre confrontées a différents types
d’environnements présentant différentes sources de carbone, une disponibilité en nutriments
variable, ou un pouvoir tampon plus ou moins fort. Un milieu fortement tamponné peut
neutraliser les protons produits par les bactéries altérantes inhibant alors les mécanismes
d’acidolyse ce qui pourrait favoriser les mécanismes de complexolyse. Par exemple, la solution
de sol est considérée comme une solution faiblement tamponnée, mais dans des conditions
particuliéres (sols calcaires par exemple), des anions (tel que HCOz") peuvent étre présents et
tamponnent le milieu. Certains habitats préférentiellement colonisés par les bactéries tels que
la rhizosphere ou la mycorhizosphere se singularisent du sol environnant par la présence de
differentes sources de carbone (i.e., glucose, fructose, saccharose, tréhalose, mannitol...).

Comme expliqué dans I’introduction, ces différents sucres engagent des voies métaboliques

différentes menant a une acidification plus (glucose) ou moins (mannitol) importante.

Q3 : Les facteurs intrinseques (i.e., propriétés du minéral) et extrinseques (i.e., propriétés
liées a ’environnement) influencent-ils les mécanismes moléculaires mis en jeu par
les bactéries pour altérer les minéraux ?

Q3.1 : Quel est I’effet du pouvoir tampon du milieu sur P’efficacité a altérer les minéraux

et les mécanismes impliqués pour la souche PMB3(1) ?

- B2 -
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Q3.2 : Quel est I’effet de la source de carbone sur efficacité a altérer les minéraux et les
mécanismes impliqués pour la souche PMB3(1) ?
Q3.3: Le role et ’efficacité des mécanismes moléculaires impliqués dans I’altération

different-ils en fonction du type de minéral ?

Nous avons vu (§4.5) que les mécanismes moléculaires de 1’altération semblent étre régulés en
fonction de la carence en nutriments et de la présence physique d’un minéral, mais les
démonstrations sont rares et partielles. Il a ainsi été démontré que pour certaines souches
bactériennes, la carence en phosphate entraine une surexpression de la GDH-PQQ et des genes
de syntheses de PQQ. La présence d’un minéral peut aussi s’apparenter a un stress. A titre
d’exemple, la présence de basalte semble entrainer I’expression de mécanismes liés a la
résistance aux métaux lourds de la souche Cupriavidus metallidurans (Olsson-Francis et al.,
2010; Bryce et al., 2016). La régulation des génes en fonction de la présence ou absence d’un
minéral et de la carence en éléments nutritifs n’a été testée que sur une seule souche
(Cupriavidus) et une seule roche (basalte). L’expression et la régulation des geénes face a
d’autres types de minéraux plus récalcitrants et ayant un contenu chimique différent restent a
découvrir, ainsi que la conservation ou les variations de ces mécanismes/génes qui pourraient
singulariser d’autres souches bactériennes.

Q4: Quel est Dl’effet de la disponibilité en nutriments inorganiques et de la
présence/absence d’un minéral sur I’expression et la régulation des genes de la souche
PMB3(1) ?

Pour répondre a ces différentes questions, ma thése est organisée de la maniere suivante :
Dans le cHAPITRE 1 est présenté la souche modele choisie et les résultats préliminaires de
I’exploitation de son génome. L’analyse du génome a permis de souligner la réelle nécessité de
développer deux approches complémentaires avec et sans a priori qui constituent les deux
chapitres suivants (CHAPITRE 2 et 3).

Le CHAPITRE 2 présente I’approche sans a priori (mutagéneése aléatoire) et répond a la question
Q1. Le cHAPITRE 3 traite de 1’approche avec a priori (mutagénese ciblée) et répond a la question
Q2. Les résultats obtenus m’ont permis d’¢lucider les principaux mécanismes moléculaires mis
en jeu dans 1’altération des minéraux pour la souche modele PMB3(1).

Dans le CHAPITRE 4 est présenté 1’effet de facteurs environnementaux et du type de minéral sur
les mécanismes moléculaires découverts. Des réponses sont apportées aux questions Q2.1, Q3,
Q3.1, Q3.2 et Q3.3.




INTRODUCTION

Enfin, le cHAPITRE 5 apporte une vision préliminaire (car en cours d’analyse) mais plus globale
(comparativement aux cHAPITRES 2 et 3) des mécanismes moléculaires de I’altération par une
approche de transcriptomique et protéomique, il répond également a la question Q4.

Les différents chapitres de résultats sont suivis d’une conclusion générale qui propose une

réflexion plus poussée sur I’intégralité de mes résultats et des perspectives.




CHAPITRE 1

CHAPITRE 1
Ecologie des Collimonas et focus sur la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1)
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Figure 1.1 : Arbre phylogénétique des Collimonas et genres bactériens proches (Leveau et al. 2010)
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CHAPITRE 1 : Ecologie des Collimonas et focus sur la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1)

1. Le genre bactérien Collimonas

1.1.  Historique

La premiére souche de Collimonas a été isolée en 1998 dans le sol de la dune cotiére de 1’Ile
des Wadden Terschelling (Pays Bas) (De Boer et al., 1998a). Elle a d’abord été assignée au
genre bactérien Pseudomonas suite a 1’analyse de son profil d’acides gras membranaires (De
Boer et al., 1998b). Le géne codant I’ARNr 16S de cette souche a été séquencé en 2001 menant
a la création d’un nouveau genre bactérien appartenant aux [j-protéobactéries appelé
Collimonas pour les cellules « monas » de la colline « collis » en 2004 (De Boer et al., 2001,
2004).

1.2. Lataxonomie

Le genre bactérien Collimonas fait partie de I’ordre des Burkholderiales et de la famille des
Oxalobacteraceae. Les plus proches cousins sont les Massilia, Janthinobacterium,
Herbaspirillum, Glaciimonas, Herminiimonas... A ce jour, on peut compter 4 espéces
différentes de Collimonas : C. fungivorans (De Boer et al., 2004), C. arenae, C. pratensis
(Hoppener-Ogawa et al., 2008) et C. antrihumi?® (Lee, 2018) (Figure 1.1).

1.3.  Le contexte écologique

1.3.1. Les méthodes de détection : cultivable et non-cultivable

Les Collimonas peuvent étre isolés par des approches cultivables basées sur 1’utilisation de
milieux de culture non spécifiques classiquement utilisés pour 1’isolement de bactéries du sol
(milieux : TSA 1/10 ou TSB 1/10). Des phases d’enrichissement sur milieu sélectif ont aussi
été utilisées. Par exemple, on peut citer un milieu de sélection composé de chitine qui permet
d’enrichir la population bactérienne en Collimonas du fait de leur capacité a I’hydrolyser (De
Boer et al., 1998b, 2004). Un autre milieu de culture sélectif a base de TSB supplémenté de 50
mg/l de natacide et 30 mg/l d’acide nalidixique a aussi été utilisé pour préférentiellement obtenir
des Collimonas (Uroz et al., 2014).

2L A ce jour, un seul représentant de I’espéce C. antrihumi a été identifié. De plus, la création de cette nouvelle
espéce est basée uniquement sur des tests physiologiques et le séquencage du gene rrs, aucun génome n’a été
généré).




Tableau 1.1 :

partir de Leveau et al. 2010)

Liste non-exhaustive de différentes souches de Collimonas isolées et leur origine écologique (complété a

Isolates

Environment

Region, country

Reference

22 Ter isolates

2 isolates and 4 uncultured

Isolate Hgl

Isolates A8 and A23

Isolates F11 and F14

G sequences (ab011716-
28,37/38,44)

Isolate RE1 (dgq365897)
33 isolates

Isolate GCM11
Drobligo_lsolate34 3
(am710196)

6 wged isolates

(ef408849,50,54,58,59,67)
4 PML and 2 PMB isolates

26 isolates

MB1S1_HO7 (ef664464)
KN-1

Toolik_Jun2005_Intertussoc
k_64

4 isolates

CB7 (fm206304)

LM19

Soil (pH 4.9-6.1) from the upper 10
cm within the tussocks of Marram grass
(Ammophila arenaria); low in calcium

carbonate, slightly acidic

Mineral soil from mature forest,
dominated by lodgepole pine (Pinus
contorta Dougl.) and rhizosphere soil of

lodgepole pine seedlings

Hillside soil, with pine tree vegetation, 3
m from naphthalene-contaminated seep
Phytosphere of the moss Aulacomnium
palustre, growing in mire behind dunes at

Baltic Sea coast

Flow chamber biofilm from 2,4-d-spiked
brown forest soil (pH 5.0), with no

previous exposure to 2,4-d
Not specified

Not specified

Forest soil, stream water, tundra soil, mire

pond sediment

Ikaite tufa columns from a depth of

approximately 10 m
Organically managed farm soil

Unspecified, possibly from ginseng roots

Mycorrhizosphere and symbiotic mantle
of oak (Quercus petraea)-Scleroderma

citrinum ectomycorrhizae

Dune grassland (pH 4.7-5.3),
unfertilized grassland (pH 4.9-5.8), ex-
agricultural land (pH 5.1-5.6), heathland

(pH 4.1)
Forest soil

Soil (suppressive to phytopathogenic

fungi?)

Moist acidic tundra soil site, intertussock
microsites dominated by mosses with

small shrubs
Bulk soil, grass-clover crop

Rhizosphere soil of Monterey pine (Pinus

radiata)

Decomposing beech wood from forest soil

Collimonas antrihumi C3-17 Natural cave

4 OK isolates
Collimonas sp. PA-H2

Collimonas arenae 515

Inner dune sites on the
Wadden island of
Terschelling, the Netherlands

British Columbia Ministry of
Forests Long-Term Soil
Productivity installation sites,
Canada

South Glens Falls, upstate
New York, USA

Natural reserve ‘Ribnitzer
Grosses Moor’, near Rostock,
Germany

Location of forest not
specified, but in the UK

Not specified, but probably in
Japan
Jeju, Southern Korea

Finnish Lapland

Ikka Fjord, South West
Greenland
Droevendaal, the Netherlands

Unspecified (probably China)

Experimental forest site,
Breuil, France

Various locations in the
Netherlands

GASP KBS-LTER sampling
site, Michigan, USA
Unspecified, but presumably
in Europe

Arctic Toolik Lake Long-
Term Ecological Research

Organic farm with arable
rotation in Garderen,
Gelderland, the Netherlands
Rotorua, New Zealand

The Netherlands

China

de Boer et al.

(1998b; 2001; 2004)
Axelrood et al. (2002);
Chow et al. (2002)
Wilson et al. (2003)

Opelt and Berg (2004)

Aspray et al. (2005)

Shikano and Mitsui
(unpublished)

Yoon et al. (unpublished)
Mannistd and Haggblom
(2006)

Schmidt et al. (2006)
Senechkin et al. (2010)
Qiu and Song

(unpublished)
Uroz et al. (2007)

Hoppener-Ogawa et al.
(2008)

Jangid et al. (unpublished)
Adesina et al. (2007)

Wallenstein et al. (2007)

Postma et al. (2008)

Lottmann et al. (2010)
Folman et al. (2008)

Lee (2018)

Varghese (unpublished)
Woyke et al. (unpublished)

Schachtman (unpublished)
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Plus récemment, des approches non-cultivables ont été developpées pour détecter et quantifier
les Collimonas. Notamment, une méthode de quantification de type TagMan basée sur
I‘utilisation d’un couple d’amorces spécifiques du genre couplée a une sonde a été optimisée
(Hoppener-Ogawa et al., 2007).

La combinaison des deux approches cultivables (avec ou sans enrichissement) et non-
cultivables ont révélé qu’en fonction du type de sol, la quantité de Collimonas retrouvé fluctue
mais reste proche de la limite de détection des méthodes utilisées (QPCR et métagénomique).
Au maximum, les Collimonas représentent 0.08 % du total des bactéries du sol (Hoppener-
Ogawa et al., 2007; Uroz et al., 2014; Nicolitch et al., 2019).

Le genre Collimonas est considéré comme faisant partie de la « biospheére rare » (Leveau et al.,
2010; Ballhausen et al., 2015).

1.3.2. Des environnements privilégiés

A ce jour, des souches appartenant au genre Collimonas ont été isolées a partir de différents
environnements plutét oligotrophes?® tels que des dunes, foréts, prairies, landes, toundra,
marais, grottes ou anciens sols agricoles (De Boer et al., 1998b, 2001; Axelrood et al., 2002;
Chow et al., 2002; Wilson et al., 2003; De Boer et al., 2004; Opelt and Berg, 2004; Aspray et
al., 2005; Mannisto and Haggblom, 2006; Schmidt et al., 2006; Adesina et al., 2007; Mannisto
et al., 2007; Uroz et al., 2007; Wallenstein et al., 2007; Folman et al., 2008; Héppener-Ogawa
et al., 2008; Postma et al., 2008; Lottmann et al., 2010; Senechkin et al., 2010; Lee, 2018)
(Tableau 1.1 (Leveau et al., 2010)).

L’utilisation de la méthode de qPCR décrite plus haut a permis d’appréhender la distribution
du genre bactérien Collimonas de maniére globale dans différents environnements naturels
(HOppener-Ogawa et al., 2007). Ces travaux ont révélé que les Collimonas sont principalement
retrouvés au niveau des sols de prairies et foréts, et que leur population est plus abondante dans
I’horizon minéral des sols par rapport a I’horizon organique. En ce qui concerne leur habitat,
les Collimonas sont enrichis au niveau de la mycorhizosphére ou de la minéralosphére par
rapport au sol environnant (Axelrood et al., 2002; Chow et al., 2002; Uroz et al., 2007,
Lottmann et al., 2010; Nicolitch et al., 2016; Colin et al., 2017a). De plus, Nicolitch et al. ont

montré une diminution de I’abondance du genre Collimonas lors d’un apport en K et Mg

22 Environnement pauvre en nutriments inorganiques et/ou organiques
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Figure 1.2 : Vue d’ensemble des différents traits phénotypiques caractéristiques des Collimonas (Balhaussen et al. 2016)
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Figure 1.3 : Les trois stratégies de la mycophagie (Leveau et al. 2008)
Les bactéries ont développées trois stratégies pour acquérir les nutriments a partir des champignons (mycophagie) : la nécrotrophie
extracellulaire, la biotrophie extracellulaire et la biotrophie intracellulaire.

La nécrotrophie est la sécrétion de protéines ou toxines qui perméabilise et lyse les hyphes fongiques relarguant leur contenu
intracellulaire. A I’inverse la biotrophie extracellulaire ne tue pas les hyphes fongiques, les bactéries colonisent la surface des
hyphes et vivent a partir des nutriments exsudés par les champignons. Les bactéries vivant dans ces conditions sont probablement
capables de survivre aux métabolites anti-bactériens produits par le champignon et de moduler le métabolisme fongique pour
promouvoir la sécrétion d’exsudats. Enfin, les bactéries qui vivent dans les cellules fongiques et qui se nourrissent des nutriments
directement dans le cytoplasme sont qualifiées de biotrophes intracellulaires.

Dans des conditions in vivo, toutes ces stratégies mycophages peuvent évoluer (par exemple, un organisme biotrophe
extracellulaire peut pénétrer I’hyphe et devenir intracellulaire). Il est donc difficile de les distinguer.

Endocellular
biotrophy
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soulignant d’autant plus 1’adaptation des Collimonas aux sols pauvres en nutriments (Nicolitch
etal., 2019).

1.4.  Caractéristiques phénotypiques et génétiques

Les caractéristiques phénotypiques et génétiques ainsi que leur conservation au sein du genre
Collimonas, ont fait I’objet de plusieurs études (Uroz et al., 2009b; Mela et al., 2012;
Ballhausen et al., 2016). On pourra noter celle de Ballhausen et al. ou une collection de 88
souches a été étudiée. Ces travaux ont révélé que certains Collimonas étaient capables de
produire un pigment violet (violacéine), un antibiotique (la collimomycine), un sidérophore et
une chitinase et présentaient différentes activités telles qu’une activité antifongique, la
mycophagie, la capacité a altérer les minéraux et la motilité « swarming ». La comparaison
entre les différentes souches réalisée sur cette collection a révélé que certaines caractéristiques
étaient conservées au sein du genre notamment la mycophagie, la production de sidérophore,
I’altération des minéraux et la motilité « Swarming » (Figure. 1.2 ; (Ballhausen et al., 2016)).

Les Collimonas semblent donc avoir conservé leurs stratégies d’acquisition de nutriments. Les
nutriments organiques proviendraient principalement des champignons (mycophagie ; §1.4.1)
ou des plantes tandis que les nutriments inorganiques proviendraient des minéraux (altération

des minéraux ; §1.4.2).

1.4.1. Lamycophagie

La mycophagie, qui correspond a la capacité a se nourrir de champignons vivants, est une
fonction particuliére conservée chez les Collimonas (De Boer et al., 1998b; Opelt and Berg,
2004; Adesina et al., 2007; Hoppener-Ogawa et al., 2007; Kamilova et al., 2007; Ballhausen et
al., 2015, 2016; Doan et al., 2020; Leveau and Preston, 2008). On distingue trois stratégies
differentes menant a la mycophagie: la nécrotrophie extracellulaire, la biotrophie
extracellulaire ou la biotrophie intracellulaire (détaillées dans la Figure 1.3). Ces trois stratégies
different dans les mécanismes mis en jeu mais également au niveau de la finalité pour le
champignon. En effet seule la premiére stratégie (i.e., nécrotrophie extracellulaire) engendre la
mort de la cellule fongique.

C’est cette derniére stratégie qui a un intérét particulier pour les études sur les bactéries de lutte

biologique car elle inhibe le développement de champignon phytopathogéne (Kamilova et al.,




Tableau 1.2 : Evaluation du potential d’alteration des minéraux de 44 souches de Collimonas provenant de différents

environnements (Uroz et al. 2009b)

La souche modéle est présentée en gras, les valeurs extrémes (rouge, maximum ; bleu, minimum) pour chaque mesure sont

surlignées.
Souche Référence Localisation Fer pH GA TCP CAS
(mg/l) (g/n)
PML3(2) Uroz et al., 2007 Forest soil 1.26 3.50 n.d. + +
PML3(4) Uroz et al., 2007 Forest soil 0.95 3.43 n.d. + -
PML3(7) Uroz et al., 2007 Forest soil 1.56 3.48 n.d. + +
PML3(8) Uroz et al., 2007 Forest soil 1.52 3.46 n.d. + +
PMB2(3) Uroz et al., 2007 Forest soil 0.75 3.57 1.47 + +
PMB3(1) Uroz et al., 2007 Forest soil 2.88 3.09 1.58 + +
EPMY1(18) Lab collection Forest soil 1.72 3.39 n.d. + +
EPMY1(19) Lab collection Forest soil 1.38 3.15 n.d. + +
BPN7(2) Lab collection Forest soil 1.65 3.96 n.d. + +
BPN7(3) Lab collection Forest soil 0.80 3.82 n.d. + +
BPML7(1) Lab collection Forest soil 1.54 3.44 n.d. + +
BPML7(4) Lab collection Forest soil 147 3.90 n.d. + +
C2PN2(1) Lab collection Forest soil 0.94 3.65 n.d. + +
Ter 6 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.70 3.50 n.d. + +
Ter 10 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 171 3.43 1.62 + +
Ter 14 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.19 3.52 1.42 + +
Ter 90 De Boer et al., 1998; 2004 Coastal dune grassland 1.40 3.46 0.74 + +
Ter 91 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.35 3.35 n.d. + +
Ter 118 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 0.85 3.65 0.67 + +
Ter 146 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.76 3.47 n.d. + +
Ter 165 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 121 3.49 n.d. + +
Ter 166 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.28 3.40 1.49 + +
Ter 228 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.12 3.57 n.d. + +
Ter 252 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 0.98 3.48 n.d. + +
Ter 282 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.54 3.45 1.24 + +
Ter 300 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.07 3.43 1.49 + +
Ter 330 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.49 3.46 n.d. + +
Ter 331 De Boer et al., 1998, 2004 Coastal dune grassland 1.76 3.48 1.42 + +
R35512 Hoppener-Ogawa et al., 2007 River dune 1.30 3.36 n.d. + +
R35513 Hoppener-Ogawa et al., 2007 Heathland 1.56 3.36 n.d. + +
R35514 Hoppener-Ogawa et al., 2007 Heathland 1.37 341 0.92 + -
R35515 Hoéppener-Ogawa et al., 2007 Heathland 151 3.36 1.80 + +
RAJ3R1 Ménnistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 1.15 3.70 2.00 + +
M2TIA Ménnisto and Haggblom, 2006 ~ Mire pond sediment 1.26 3.62 2.00 + +
K2X3 Mannistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 1.24 3.39 1.98 + +
RA1BR1 Mannistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 1.13 3.44 1.81 + +
M1J3 Ménnistd and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 0.77 3.49 1.75 + +
K2E1 Mannistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 1.17 3.45 1.86 + +
M1R1 Ménnisto and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 1.27 3.76 1.74 + +
M1T7 Ménnistd and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 0.71 3.59 1.78 + +
S5T5 Mannistd and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 0.60 3.60 1.94 + +
M1T1 Mannistd and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 0.87 3.60 n.d. + +
R5TN1 Mannistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 1.35 3.43 2.75 + +
K1E3 Mannistd and Haggblom, 2006  boreal oligotrophic forest soil 0.79 3.55 n.d. + +
S1E3 Mannistd and Haggblom, 2006  Arctic tundra soil 1.25 3.47 n.d. + +
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2007; Doan et al., 2020). Mais on constate que cette stratégie nécrotrophique n’est pas

conservée au sein du genre (Ballhausen et al., 2016).

1.4.2. L’altération des minéraux
1.4.2.1. L’altération des minéraux est-elle un trait fonctionnel du

genre bactérien Collimonas ?

Le criblage de nombreuses collections de souches bactériennes provenant de différents sites et
compartiments (sol, rhizosphere, minéralosphére...) a permis de mettre en évidence la
structuration des communautés bactériennes vis-a-vis de la capacité a altérer les minéraux et la
relation entre appartenance taxonomique et potentiel fonctionnel. Ces travaux ont notamment
permis de mettre en lumiére que les représentants du genre Collimonas étaient souvent plus
efficaces pour cette fonction que les autres genres bactériens détectés. Ces observations ont
donné lieu a des analyses plus ciblées sur ce genre. La capacité d’altération des minéraux a ainsi
été évaluée sur une collection de 45 souches appartenant au genre bactérien Collimonas (Uroz
et al., 2009b) provenant de sols forestiers (Uroz et al., 2007), de dunes (De Boer et al., 2004,
1998b), de landes (Hoppener-Ogawa et al., 2007), de la toundra arctique et de sediments de
mare (Méannistd et al., 2007). L’altération des minéraux a été mesurée via trois biotests
différents (Uroz et al., 2009b) : i) un biotest en microplaque en présence d’un minéral naturel
(biotite) ou la capacité d’altération est déterminée par la quantité de fer libérée et la baisse du
pH, 1) le test TCP ou la capacité d’altération est déterminée par la formation d’un halo autour
de la colonie et qui correspond a la solubilisation du phosphate, et iii) le test CAS ou la capacité
d’altération est déterminée par la formation d’un halo autour de la colonie et qui correspond a
la mobilisation du fer. Le premier test utilise un minéral complexe (la biotite) tandis que le test
TCP utilise du phosphate tricalcique (en général dérivé d’hydroxyapatite) et le test CAS mime
la structure d’un minéral au travers de la formation d’une structure artificielle entre le
Chromazurol S et le fer. Le test TCP est plus simple a mettre en application et donne des

conclusions similaires au test biotite.

L’utilisation du test biotite a révélé que toutes les souches de Collimonas testées étaient
efficaces dans I’altération et capables de libérer de 0.60 a 2.88 mg/I de fer a partir de la biotite
(Tableau 1.2). Ces valeurs obtenues aprés deux jours d’incubation sont comparativement
¢levées par rapport aux souches bactériennes d’autres genres (Uroz et al., 2009b). Toutes les

souches de Collimonas acidifient le milieu de culture (BHm glucose), passant d’un pH initial
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Figure 1.4 : Relation entre I'origine écologique des souches bactériennes et leur capacité d'altération des minéraux (Uroz et
al. 2009b)

Chaque symbole représente une souche de Collimonas provenant des Pays-Bas (prairies dunaires cotiéres, prairies dunaires
fluviales, bruyeére; carrés blancs), de France (sol forestier acide; losanges gris) et de Finlande (sol de forét boréale oligotrophe,
sédiments d'étang de mare, sol de toundra arctique; triangles noirs). Les deux courbes indiquent I'effet d'un agent complexant
(acide citrique ; ligne supérieure) et un acide fort (acide chlorhydrique ; ligne inférieure) sur I’altération de la biotite. Le
sidérophore synthétique c’est-a-dire le DFAM (déferroxamine) est représenté par le signe plus. Les souches de Herbaspirillum et

Janthinobacterium sont indiquées par un cercle blanc et une croix, respectivement.



CHAPITRE 1 : Ecologie des Collimonas et focus sur la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1)

de 6.5 jusqu’a environ 3.0. Sur le milieu TCP ces souches sont toutes capables de former un
halo de solubilisation du phosphate. Enfin, elles sont toutes capables de mobiliser le fer sur le
milieu CAS sauf deux souches nommées PML3(4) et R35514. De facon intéressante, la
souche PMB3(1) est la plus efficace pour altérer la biotite et a acidifier le milieu par

rapport aux 44 autres.

Ces résultats démontrent que la capacité a altérer les minéraux est une fonction conservée au
sein du genre Collimonas (Ballhausen et al., 2016; Uroz et al., 2009b). Néanmoins, on observe
des différences d’efficacité en fonction des espéces et de I’origine des souches. Ces conclusions
nécessitent encore d’étre confirmées par le criblage d’autres souches. Néanmoins, les travaux
de Uroz et al. ont révélé que les souches provenant de la toundra arctique étaient
significativement moins efficaces pour altérer la biotite par rapport aux souches provenant de
sols forestiers acides et de dunes. Ces différences pourraient s’expliquer par des variations
génétiques mais aussi par les conditions biogéochimiques du milieu dans lequel ces souches
évoluent. Ces travaux suggeérent que les environnements pauvres en nutriments inorganiques

favorisent I’émergence de mécanismes d’altération plus efficaces.

1.4.2.2. Acidolyse ou complexolyse ?

Toutes les souches de Collimonas alterent-elles les minéraux par le méme mécanisme ?

Pour répondre a cette question, le résultat des biotests avec biotite pour chaque souche a été
comparé a deux composés controles qui illustrent des mécanismes d’altération différents (i.e.,
acidolyse et complexolyse). L’altération de la biotite en présence d’un acide fort (HCI) a été
mesurée permettant de mimer un mécanisme d’acidolyse. A I’inverse, le citrate a été utilisé
pour mimer un mécanisme d’acido-complexolyse.

Dans les conditions testées (milieu BHm avec glucose), la majorité des souches de Collimonas
testées se regroupe au niveau de la courbe de I’acide chlorhydrique ( Figure 1.4), suggérant que
les bactéries appartenant au genre Collimonas agissent préférentiellement par acidolyse. Cette
observation est en accord avec la capacité de toutes les souches a solubiliser le phosphate sur
TCP. En effet, ce phénotype est principalement di a des processus d’acidification (Goldstein,
1995).




Tableau 1.3 : Effet de la source de carbone sur Pefficacité d’altération des minéraux (Uroz et al. 2009b)
Chaque source de carbone a été testée a 2 g/l.
Pour chaque souche bactérienne, les lettres différentes indiquent que la quantité de fer libéré ou le pH est significativement

different en fonction de la source de carbone.

Fer libéré a partir de biotite (mg/l) pH
‘ Glucose Mannitol _ Tréhalose Gluconate  Glucose Mannitol _ Tréhalose Gluconate
Collimonas
PML3(2) 1.26a 0.29h 0.26b Oc 3.50a 4.31b 4.43c 6.22d
PML3(4) 0.96a 0.02b Oc Oc 3.43a 4.86b 6.22¢c 6.22¢c
PML3(7) 1.56a 0.27b Oc Oc 3.48a 4.54h 6.22c 6.22c
PML3(8) 1.52a 0.30b 0.84c 0d 3.46a 4.69b 4.77c 6.22d
PMB2(3) 0.75a 0.31b 0.80c od 3.57a 4.18h 4.79c 6.22d
PMB3(1) 2.88a 0.32b 0.15¢ 0d 3.09a 4.42b 5.05¢ 6.22d
S1E3 1.25a 1.18a 0.30b Oc 3.47a 4.75h 4.49c 6.22d
K2E1 0.90a 1.16b Oc Oc 3.53a 4.72b 6.22¢c 6.22¢c
K2X3 1.24a 1.11a 0.28b Oc 3.4la 4.93b 4.43c 6.22d
Ter330 1.49a 0.90b 0.22¢c 0d 3.46a 4.83b 4.43c 6.22d
Terl66 1.28a 1.16a 0.23b Oc 3.41a 4.86b 4.44c 6.22d
Terl65 1.21a 1.16b 0.54c od 3.49 4.86b 3.97c 6.22d
Ter9l 1.35a 1.26a 0.58b Oc 3.35a 4.82b 4.20c 6.22d
R35513 1.56a 1.06b 0.02c Oc 3.36a 4.77b 6.22¢c 6.22¢c
R35512 1.30a 1.26a 0.31b Oc 3.36a 4.83b 5.04c 6.22d
R35515 1.51a 1.09b 0.21c od 3.36a 4.77b 4.45¢c 6.22d
Burkholderia
PML1(4) 1.86a 0.24b Oc Oc 3.33a 4.20b 6.23c 6.22¢c
PML1(12) 1.66a 0.11b Oc Oc 3.37a 4.83b 6.23c 6.22¢c

PN3(3) Oa Oa Oa Oa 6.23a 6.23a 6.23a 6.22a
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1.4.2.3. La source de carbone a-t-elle un effet sur le potentiel

d’altération ?

Du fait de leur écologie, il est attendu que les souches de Collimonas aient d’autres sources de
C a métaboliser que le glucose. Les Collimonas sont-ils capables d’altérer les minéraux en
présence d’autres sources de carbone ?

Pour répondre a cette question, des tests d’altération ont été réalisés sur des souches de
Collimonas en présence de glucose, mannitol, tréehalose et gluconate. Le glucose, source de
carbone majoritaire dans le sol, provient des exsudats racinaires et de la dégradation de
polymeres complexes (cellulose). Le gluconate est un dérivé du métabolisme du glucose. A
I’inverse le mannitol et le tréhalose sont des composés de réserve produits par les champignons.
Le criblage de cette collection a révélé que toutes les souches sont plus efficaces en présence
de glucose par rapport aux autres sources de carbone testées. La comparaison réalisée entre
souches de Collimonas et de Burkholderia a révélé qu’en présence de mannitol les souches de
Collimonas étaient plus efficaces que les souches de Burkholderia. De maniere notable, la
plupart des souches de Collimonas alterent la biotite en présence de tréhalose, ce qui n’est pas
le cas des souches de Burkholderia (Tableau 1.3 (Uroz et al., 2009b)). Aucune altération n’est
observée en présence de gluconate quelle que soit la souche testée.

Les Collimonas sont donc capables d’altérer les minéraux en présence de différentes sources

de carbone (provenant de la rhizosphére ou de la mycorhizosphére) contrairement a d’autres

genres bactériens.

1.4.2.4. Quels sont les déterminants génétiques de 1’altération des

minéraux par les Collimonas ?

Une étude de génomique comparative de 5 souches de Collimonas (Ter331, Ter14, Ter6, Ter91,
Ter10) a été réalisée dans le but de mieux comprendre la variabilité phénotypique du genre
(Mela et al., 2012). Différents génes et clusters conservés ont été identifiés pour des fonctions
telles que la production de sidérophore, la mobilité, mais aucun n’a été clairement li¢ a
’altération des minéraux. Les auteurs de cette étude ont néanmoins souligné la présence d’un
géne codant pour une potentielle quinoprotéine?, mais aucune démonstration fonctionnelle n’a

été réalisée. Cette hypothése est basée sur le fait que le mécanisme moléculaire de I’altération

23 Protéine utilisant le cofacteur PQQ
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Figure 1.5 : Analyse de la production de sidérophore au niveau phénotypique et génomique des souches de Collimonas
Ter6, Ter331, Ter282, Terl0, Ter291 et Ter91 (Song et al. 2015)

(A) Production de sidérophore évaluée par le biotest CAS solide par les souches de Collimonas Ter331, Ter6, Ter91, Ter291,
Terl0 et Ter282. Un halo orange indique la chélation du fer par un chélateur tel qu’un sidérophore. (B) Représentation du cluster
de géne potentiellement impliqué dans 1’acquisition du fer par les souches de Collimonas. Les génes représentés en orange codent

pour des NRPS. La prédiction des acides aminés recrutés par chaque module du NRPS est indiquée en bas.
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des minéraux le plus décrit dans la littérature est li¢ a 1’activité d’une quinoprotéine a savoir
une glucose déshydrogénase PQQ-dépendante (INTRODUCTION 84.1.3). Néanmoins, une analyse
BLASTP (NCBI) réalisée sur la séquence protéique de cette quinoprotéine ne révele pas
d’homologie de séquence avec une GDH-PQQ. De plus, aucun gene de synthese du cofacteur
PQQ n’a été retrouvé dans les génomes des souches de Collimonas testées. Ces observations
ameénent plusieurs questions (i) quels sont les génes impliqués dans 1’altération des minéraux
par les Collimonas s’ils ne possedent pas de GDH-PQQ ni de génes de synthése de PQQ ? (ii)
quelle est la réelle activite de cette potentielle quinoprotéine et son implication dans ’altération

des minéraux ?

Le biotest CAS a révélé que la plupart des souches de Collimonas sont capables de produire
des molécules chélatrices. L’analyse génomique de 6 souches de Collimonas (Ter331, Ter6,
Ter91, Ter291, Terl0, Ter282) a permis d’identifier un cluster de 13 génes (dont deux codant
des NRPS) potentiellement impliqués dans la synthése de sidérophore, ce qui pourrait confirmer
les résultats de biotest (Figure 1.5 (Song et al., 2015)). Les prédictions bioinformatiques de ce
cluster NRPS identifient le sidérophore produit comme de 1’ornibactine. Cependant, ce ne sont
que des prédictions et aucune caractérisation chimique n’a été réalisée. De plus, I’implication

dans I’altération des minéraux de 1’ornibactine n’a jamais été démontrée.

1.5.  Pourquoi le genre Collimonas est-il un bon modele d’étude ?

Ma these porte sur 1’altération des minéraux par les bactéries dans un contexte de promotion de
la croissance des arbres en forét. De ce fait, le genre bactérien Collimonas est un modele de
choix. En effet, il est adapté aux environnements oligotrophes comme les sols forestiers et est
enrichi au niveau de la mycorhizosphére. Il est capable de former des relations étroites avec les
champignons mycorhiziens (mycophagie). Son écologie en fait donc un modéle pertinent pour
mes travaux de these.

De plus, nous avons vu (81.4.2) que la fonction d’altération des minéraux était un trait
fonctionnel pour le genre Collimonas. Néanmoins, des différences existent entre les souches de
Collimonas. La comparaison de ces souches et de leur génome pourrait étre réalisée pour
étendre la découverte des mécanismes moléculaires de 1’altération au niveau de ce genre.
Enfin, les Collimonas sont capables d’altérer les minéraux en présence de différentes sources
de carbone provenant de la rhizosphére ou de la mycorhizosphere (§81.4.2.3). On pourra noter

par exemple le cas du tréhalose avec lequel les souches de Collimonas sont capables d’altérer




Tableau 1.4 : Caractéristiques physico-chimiques du sol d’eu provient la souche de Collimonas pratensis PMB3(1)

(Calvaruso et al. 2007)

Le compartiment rhizosphérique correspond au sol qui a été spontanément retiré des racines du chéne (diamétre <2 mm) aprés 3

jours a 30°C.

Les nombres entre parentheses correspondent a I'écart type.

Distribution des minéraux en

Cations échangeables

unité de

. . o
Compartiment Profondeur pH fonct_lon de I_eur taille (%) C% N % cmolc/kg saturation
du sol (cm) (eau) .. Limon Limon Sable :

Argile _ . . Ca Mg K Fe basique
fin grossier  fin
4.1 07 05 09 03
Sol environnant 0-3 (0.2) 194 175 4.8 102 nd. nd. (04) (0.1) (0.2) (0.1) 15 (4)
4.1 13 08 20 06
Rhizosphére 0-3 (0.2) 191 175 5.2 100 nd. nd. (06) (0.2) (0.5 (0.1) 25 (6)
4.3 40 02 03 06 02
Sol environnant 3-10 02 20 173 35 111 68(8) (0.4) (0.1) (0.2) (0.2) (0.1) 8(2)
4.3 49 03 04 16 04
Rhizosphére 3-11 (0.2) 205 16.9 2.3 12.1 83(9) (0.4) (0.1) (0.2) (0.4 (0.2) 16 (3)
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contrairement a d’autres souches telles que les Burkholderia. Cela suggére que ce genre
bactérien est particulierement efficace pour altérer dans différents environnements et qu’il
posséde des mécanismes d’altération probablement différents et/ou absents chez les

Burkholderia.

2. Focus sur la souche Collimonas pratensis PMB3(1)
2.1.  Origine

La souche modeéle utilisée dans ma these (la souche PMB3(1)) fait partie d’une collection de
souches réalisée a partir d’un prélévement de sol dans la forét de Breuil Chenue (détails des
caractéristiques physicochimiques du sol dans le tableau 1.4 (Calvaruso et al., 2007)). Elle
provient plus précisément du manteau fongique de Scleroderma citrinum (champignon
ectomycorhizien) associé aux racines d’un chéne (Uroz et al., 2007). La souche PMB3(1) étant
particulierement efficace pour altérer les minéraux (comparé aux autres souches de la

collection), elle a été choisie comme modele dans différentes études et pour ma these.

2.2.  Analyses préliminaires

Pour le bon déroulé de ma these, des analyses préliminaires ont été nécessaires afin de mieux
caractériser génétiqguement et phénotypiquement cette souche et notamment ses conditions de
culture, sa résistance aux antibiotiques, son métabolisme, sa capacité a altérer les minéraux et

sa production de sidérophore.

2.2.1. Matériels et méthodes

2.2.1.1. Analyses moléculaires

Apres I’analyse de la séquence du gene rrs codant I’ARNr 168S, la souche a été assignée au
genre Collimonas et plus réecemment a I’espéce pratensis grace a une hybridation ADN-ADN
in silico (GGDC).

Le génome de cette souche modeéle a été séquencé, assemblé et annoté sur la plateforme RAST
(Aziz et al., 2008). C’est a partir de cette premiére analyse (RAST) que se base la publication
de I’annonce du séquengage du génome (§3.1 (Picard et al., 2020)). En parallele, le génome a
été annoté par MAGE (Vallenet, 2006; Vallenet et al., 2009), un outil plus visuel et informatif

que j’ai utilisé principalement pendant ma these.
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2.2.1.2. Preparation d’un inoculum calibré de la souche PMB3(1)

La souche C. pratensis PMB3(1) est conservée dans un stock de glycérol 40 % & -80 °C. La
mise en culture passe par une préculture en milieu AB mannitol (ABm) solide [pour 1L ;
K2HPO4 : 39 ; NaH2PO4: 1 g; NHsCl: 1g; MgSO4,7H20:0.39; KC1:0.15g; CaCl,:0.01
g ; FeS04,7H20 : 2.5 mg ; mannitol : 2 g] (Chilton et al., 1974) (Annexe 2). Aprés 2 jours de
culture & 25 °C, une colonie bactérienne est prélevée pour inoculer 50 ml de milieu ABm
liquide. La culture est incubée a 25 °C sous agitation (150 rpm) pendant 2 jours. La culture est
ensuite centrifugée a 8000 g, 15 min, 10 °C. Le culot bactérien est lavé 3 fois dans 10 ml d’eau
mQ stérile (pas de solution saline car inadaptée aux impératifs expérimentaux) et est resuspendu

dans de I’eau mQ stérile. La DO(sgs nm) €St ensuite ajusté a 0.9 ou 1.

2.2.1.3. Tests de croissance

Le test a été réalisé en microplaque de 96 puits contenant 10 pl de suspension bactérienne
(DO(s95 nm)y = 0.9) inoculés dans 190 pl de milieu LBm [pour 1L ; peptone 10 g ; extrait de
levure : 5 g; NaCl : 5 g] (Dransart, 1995) ou ABm (Annexe 2). La microplague a été incubée
a 25 °C sous agitation orbitale (Tecan infinite M200 pro) pendant 5 jours. L’absorbance a 600
nm a été mesurée toutes les 3h. Chaque condition a été effectuée en triplicat et des contrdles de

milieu non-inoculés ont été réalisés.

2.2.1.4. Antibiogramme

Le milieu LBm gélosé a été utilisé avec ou sans antibiotiques et a des concentrations finales
différentes (ampicilline [100, 150, 200 pg/ml]; tétracycline [20, 50, 100 pg/ml];
spectinomycine [50, 100, 200 pg/ml] ; streptomycine [100, 150, 200 pg/ml] ; gentamycine [20,
50, 100, 150 pg/ml] ; kanamycine [50, 100, 150, 200 pg/ml] ; chloramphénicol [25, 50, 100,
150, 200 pg/ml]).

A partir de la suspension bactérienne (DOsgs nm) = 1), une cascade de dilutions au dixieme a été
réalisée jusqu’a la dilution 107 dans de I’eau stérile. Pour chaque condition, des gouttes de
10 ul de suspension pour chaque dilution ont été déposees sur le milieu gélosé. Apres 2 et 5
jours de croissance a 25 °C, le nombre de colonies a été compté pour chaque goutte en comptant

uniquement les gouttes qui présentaient un nombre de colonies entre 3 et 30.
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2.2.1.5. Le métabolisme

Une microplaque BIOLOG GN2 Gram Negative a été utilisée pour évaluer les différentes

sources de carbone utilisées par la souche modeéle. Le protocole du fabricant a été appliqué.

2.2.1.6. Le potentiel d’altération des minéraux

Le potentiel d’altération a été mesuré par différents biotests mimant la structure d’un minéral
(i.e., TCP et CAS). Le milieu TCP permet d’observer les mécanismes liés a 1’acidolyse tandis
que le CAS est plut6t lié a la complexolyse. Les résultats fournis par le milieu TCP sont proches
de ceux obtenus lors de biotests avec des minéraux complexes (test avec biotite), il a donc été

utilise comme méthode de crible dans plusieurs études et ma these.

Solubilisation du phosphate inorganique : le milieu TCP (Phosphate TriCalcique)

Le milieu TCP (Annexe 2) est un milieu ayant pour seule source de phosphate du Caz(POa)
qui est insoluble (milieu opaque). Lorsqu’une souche qui se développe est en capacité de
solubiliser le phosphate inorganique, on observe la formation d’un halo transparent. En
mesurant ce halo on peut alors quantifier la capacité de solubilisation du phosphate de la souche
testée.

Trois gouttes de 5 pl de suspension bactérienne (DOsgs nm) = 0.9) ont été inoculées sur le milieu
TCP. Apres 3 et 7 jours d’incubation a 25 °C, le diametre des halos et des colonies a été mesuré.
Pour évaluer 1’acidification de ce milieu par la souche mode¢le, dans une microplaque de 96-
puits, 5 pl de suspension (DOses nmy = 0.9) ont été inoculés dans 195 pl de milieu TCP liquide
(dépourvu de phosphate tricalcique pouvant tamponner le milieu). Apres 3 jours d’incubation
a 25 °C, la microplaque est centrifugée a 5000 g, 15 min et 180 ul du surnageant est ajouté a
20 pl de vert de bromocrésol (1 g/l ; indicateur de pH coloré ; jaune = acide ; bleu = neutre).

L’absorbance est mesurée a 595 nm.

Mobilisation du fer : le milieu CAS (Chrome Azurol S)

Le milieu CAS est un milieu de culture composé de [pour 1L ; PipeNa : 34,63 g, KH2POs :
0,3 g, NaCl : 0,5 g, NH4ClI : 1 g, MgSO4,7H20 : 0,246 g, CaCl,,2H,0 : 0,0147 g, Glucose : 4 g,
Chrome Azurol S : 0,0905 g, FeCls : 0,0024 g, HDTMA : 0,1640 g ; pH = 6,8] (Annexe 2). Ce

milieu initialement bleu devient orange lorsque le fer est mobilisé suite & I’action de chélateurs
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Figure 1.6 : Courbe de croissance de la souche PMB3(1) dans deux milieux différents
Courbe de croissance de la souche de Collimonas pratensis PMB3(1) (bleu) ou du contrdle non-inoculé (gris) dans le milieu LBm
(A) ou ABm (B).

1.2 - R R S

5 1.

£

S~

808_

50

oo

o

~ 0.6 1

=

£ 04

O

5

?o.z— S S S

0_
S I N T N N N N N N N N N N N N N N N
V\@&Q&Q&Q’Q&Q&Q@Q\@QQQQQQ&QQQQQQQQQQQ&QQQQQQ&QQQQ\@)\QQQQQ&QQQQ

T & o SR N O A A QYN

ST FLF PSS T FFFHFEFSTE ¢TSS

Figure 1.7 : Antibiogramme de la souche PMB3(1)

Le rapport du logarithme de la concentration bactérienne obtenue aprés 2 jours de culture (en UFC/mI) en présence d’antibiotique
comparé au contréle sans antibiotique est représenté. Le contréle sans antibiotique est présenté en noir. La concentration (en
pg/ml) pour chaque antibiotique (ampicilline (Amp), tétracycline (Tet), spectinomycine (Spe), Streptomycine (Str), gentamycine
(Gen), Kanamycine (Kan), Chloramphénicol (Chl)) est indiquée entre crochet. La sensibilité a chaque antibiotique est indiquée par

les lettres R et S pour respectivement résistant et sensible.
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comme les sidérophores sur le complexe CAS(Fe). La mesure d’un halo orange permet de
quantifier la capacité de mobilisation du fer de la souche testée.
Trois gouttes de 5 pl de suspension bactérienne (DOsgs nm) = 0.9) ont été déposées sur le milieu

CAS. Aprés 3 et 7 jours d’incubation a 25 °C, le diamétre des halos et des colonies a été mesure.

2.2.2. Résultats
2.2.2.1. Croissance

La souche a une température optimale de croissance de 25 °C, elle est classiqguement cultivée
pendant 48h dans le milieu LBm ou ABm méme si elle est capable de croitre sur d’autres
milieux (BHm, TCP ou CAS). Son temps de doublement en milieu riche est d’environ 5h

(Figure 1.6). Sur milieu LBm, les colonies sont blanches a jaunatres, circulaires et muqueuses.

2.2.2.2. Antibiogramme

Pour déterminer la résistance aux antibiotiques classiqguement utilisés en laboratoire
(chloramphénicol, ampicilline, tétracycline, gentamycine, kanamycine, spectinomycine,
streptomycine), un antibiogramme a été réalisé sur la souche modéle PMB3(1) (Figure 1.7).
D’aprés I’analyse de ces résultats, la souche de Collimonas pratensis PMB3(1) est résistante a
I’ampicilline (100, 150 et 200 pg/ml) et au chloramphénicol (uniquement a 25 pg/ml). La
souche modeéle est sensible aux autres antibiotiques testés (tétracycline, gentamycine,
kanamycine, spectinomycine, streptomycine) pour les concentrations testées.

Ces données permettront d’¢laborer des stratégies de mutagénese par insertion d’un gene de

résistance a un antibiotique.

2.2.2.3. Le métabolisme

La souche modéle est capable de métaboliser différents sucres tels que le glucose, galactose,
fructose, maltose et rhamnose. Ces derniers sont fréqguemment retrouvés dans la rhizosphére
tout comme les acides aminés alanine et asparagine ou les acides aspartique et succinique
(INTRODUCTION 83.1.1). A I’inverse, PMB3(1) est capable de métaboliser des sucres provenant
de I’environnement fongique comme le mannitol et le tréhalose mais pas le N-acétyl-D-

glucosamine qui est pourtant un constituant et un dérivé de la chitine (Tableau 1.5).




Tableau 1.5 : Certains sucres métabolisés ou non par la souche PMB3(1) d’aprés les résultats des plaques BIOLOG
L’origine écologique de certains composés est indiquée par un code couleur : rouge pour les composés rhizosphérique et vert pour
les composés mycorhizosphériques.

Composé métabolisé DO a 600 nm
a D Glucose 0.727
L-Glutamic acid 0.614
L-Proline 0.567
D-galactose 0.499
D-Fructose 0.492
Glycyl L Glutamic acid 0.37
L-Asparagine 0.363
D Trehalose 0.303
L-Aspartic acid 0.268
D-Mannitol 0.26
D Glucose 6 Phosphate 0.202
D,L Lactic acid 0.188
D Glucoronic acid 0.179
D-Mannose 0.172
L-Threonine 0.151
L alanine 0.144
Succinic acid 0.128
D gluconic acid 0.113
Glycogene 0.105
D glucosaminic acid 0.087
D Sorbitol 0.076
a Ketoglutaric acid 0.065
D-Saccharic acid 0.057
D galacturonic acid 0.056
L-Ornithine 0.034
D,L a Glycerol Phosphate 0.03
Maltose 0.029
Sucrose 0.029
Xylitol 0.029
a D Lactose 0.028
D-Serine 0.028
D-Cellobiose 0.025
Putrescine 0.024
L-Rhamnose 0.022
L-Arabinose 0.018
N-acetyl-D-Glucosamine 0.014
N-acetyl-D-Galactosamine 0.009
Glycerol 0
eau 0
A B D
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Figure 1.8 : Potentiel d’altération de la souche PMB3(1)
Libération de fer a partir de biotite au bout de 7 jours par la souche sauvage et le contrdle négatif (milieu non-inoculé contenant de
la biotite) dans le milieu BHm glucose (2 g/l). La concentration en fer est mesurée au ferrospectral, I’abosrbance a 595 nm est
mesurée. Plus le produit de réaction est rose, plus la concentration en fer est importante (A). Mesure du pH du surnageant au vert
de bromocrésol (1g/l ; indicateur coloré). L absorbance est mesurée a 595nm. Une couleur jaune indique un pH acide tandis
qu’une couleur bleue indique un pH neutre (B). Solubilisation de phosphate a partir de TCP au bout de 7 jours (C). Mobilisation
du fer sur le milieu CAS solide au bout de 7 jours (D).
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2.2.2.4. Le potentiel d’altération

Sur le test en microplaque, la souche modéle est capable de libérer 2.88 mg/l de fer a partir de
biotite dans le milieu BHm supplémenté avec 2 g/l de glucose, I’acidité du milieu étant de 3.09
apres les 2 jours d’incubation (Figure 1.8AB) (Uroz et al., 2009b).

Elle est capable de former un halo de 0.8 cm de diametre aprés 7 jours de culture sur le milieu
TCP indiquant sa capacité a solubiliser le phosphate inorganique (Figure 1.8C). La mesure du
pH dans le milieu TCP liquide aprés 3 jours de culture indique une diminution du pH de 6.5
a4.0.

Enfin, la souche bactérienne PMB3(1) présente un halo orange de 1.5 cm de diametre sur le
milieu CAS. La souche PMB3(1) est donc capable de mobiliser le fer a partir de CAS suggérant
la production de sidérophores (Figure 1.8D).




CHAPITRE 1 : Ecologie des Collimonas et focus sur la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1)

3. Quel est le lien entre la capacité d’altération des minéraux et le génome ?
3.1.  Article 1 : Draft genome sequence of Collimonas pratensis strain PMB3(1),

an effective mineral-weathering and chitin-hydrolyzing bacterial strain

L. Picard, P. M. Oger, M. P. Turpault, S. Uroz
Microbiology Resource Announcements (2020)
https://doi.org/10.1128/MRA.00601-20

RESUME : Nous annongons le séquencage du génome de la souche Collimonas pratensis
PMB3(1), isolée a partir de la mycorhizosphére de Scleroderma citrinum associé au chéne. En
plus de sa capacité a altérer les minéraux et de son activité antifongique, cette souche possede
des caractéristiques génomiques qui lui conferent un grand potentiel en tant qu’agent de lutte
biologique et promoteur de la croissance des plantes (PGP) dans les sols pauvres en nutriments.

CONTRIBUTION : Dans ce « genome announcement », j’ai participé a 1’analyse du génome

de la souche modele PMB3(1) et a la rédaction de I’article.
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ABSTRACT

We announce the draft genome sequence of Collimonas pratensis PMB3(1), isolated from the
Scleroderma citrinum mycorrhizosphere. In addition to its mineral-weathering effectiveness
and antifungal activity, this strain is characterized by genomic features that give it great

potential as a biocontrol and plant growth-promoting agent in nutrient-poor soils.

ANNOUNCEMENT

In temperate regions, forests develop mostly on nutrient-poor and acidic soils, in which
minerals represent essential sources of nutritive cations (Ca, Mg, K, Fe). Cations entrapped in
these minerals are made bioavailable to the plants through a dissolution process termed
“mineral weathering”, in which bacteria play an essential part (Uroz et al., 2009b). Collimonas
species are considered very effective mineral-weathering and plant-growth-promoting bacteria
(Uroz et al.,, 2009b; Koele et al., 2009). Representatives of this genus belong to the
Oxalobacteraceae family, which comprises four described species (C. anthrihumi, C. arenae,
C. fungivorans, and C. pratensis) (de Boer et al., 2004; Hoppener-Ogawa et al., 2008; Lee,
2018). Collimonads are members of the rare biosphere found in acidic soils, with low nutrient
availability and often in interaction with fungi (Leveau et al., 2010; Doan et al., 2019; Uroz et
al., 2007; Calvaruso et al., 2007). Strain PMB3(1) was isolated from oak rhizosphere on 10 %
tryptic soy agar (TSA) medium and cryopreserved in 40% glycerol.

Strain PMB3(1) was grown at 25 °C in LB medium to late exponential phase. The cell pellet
was lysed with lysozyme (1 mg/ml) at 50 °C for 1h, sodium dodecyl sulfate (final
concentration, 1 %), and proteinase K (final concentration, 1 mg/ml), followed by chloroform
purification and ethanol precipitation as described by Pospiech and Neumann (Pospiech and
Neumann, 1995). The libraries were prepared using the Kapa HyperPlus kit (Roche) and
Nextera XT DNA library preparation kit (Illumina), following the manufacturer’s instructions.
A combination of a mate pair library of 3 kb, an unpaired fragment library of 500-bp fragments
done on a GS-FLX 454 system (Roche), and an Illumina library of 100-bp reads done on a
MiSeq instrument (Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA, USA) was effected. A total of
111,000 454 reads and 41 million Illumina reads were generated, providing 309 Mb of 454
reads and 4,153 Mb of Illumina reads.

For all of the following programs, default parameters were used except where otherwise
specified.

De novo assembly was performed using MIRA (version 4.0) (Chevreux et al., 1999). The draft

genome has 137 contigs larger than 500 bp, which were assembled into 16 scaffolds, with a
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calculated total length of 5,613,242 bp (average depth of coverage, 30%), a G+C content of
59%, and an N50 contig size of 380,062 bp. The largest scaffold generated was 1,367,376 bp,
and the N50 scaffold size was 559,889 bp. Genome-based taxonomy assigned strain PMB3(1)
to the species Collimonas pratensis (digital DNA-DNA hybridization [dDDH] value, 84 %;
https://tygs.dsmz.de). The genome of PMB3(1) comprises a total of 5,136 predicted protein-
coding genes and 52 tRNA genes.

According to RAST (Aziz et al., 2008), 12 % of the predicted proteins appeared involved in
carbohydrate metabolism, including the Entner-Doudoroff pathway, in which glucose is
oxidized to gluconate. The production of gluconate was proposed to play a role in mineral
weathering (Babu-Khan et al., 1995). However, no pyrroquinoline quinone (PQQ) system was
detected. Based on genome analysis, strain PMB3(1) may produce metabolites with
antibacterial (rhizomide and feglymycin) or antifungal (iturin) activities as well as siderophores
and organic acids. These activities suggest that PMB3(1) is well equipped to live in the
rhizosphere of plants growing in nutrient-poor environments, to inhibit fungal growth, and to
mobilize nutrients through its mineral-weathering potential, making it a promising growth-
promoting and biocontrol agent (Shinohara and Hirose, 2016; Doan et al., 2019).

Data availability
The whole-genome and raw sequences are available under the accession no. WXXL00000000
and SRX8380211 through SRX8380213, respectively.
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3.2.  Analyse complémentaire du génome; y a-t-il des genes candidats

potentiellement impliqués dans 1’altération des minéraux ?

Sur la base des mécanismes moléculaires impliqués dans I’altération des minéraux décrits dans
I’introduction, j’ai exploité le génome de la souche modéle PMB3(1) en utilisant I’annotation
et les outils proposes par la plateforme MAGE pour rechercher des génes suspectés ou décrits

dans d’autres souches pour leur role dans I’altération (INTRODUCTION 8§4).

3.2.1. Quel type de glucose déshydrogénase posseéde PMB3(1) dans son

génome ?

D’aprées I’annotation par MAGE, le génome de PMB3(1) possede 5 glucose déshydrogénases
(GDH) (description dans le Tableau 1.6) :

i) Trois sont des glucose-6P déshydrogénases avec une localisation cytoplasmique et
impliquées dans la voie ED ou PP. Elles sont codées par des génes nommés zwf (décrit chez E
coli (Rowley and Wolf, 1991) et B. subtilis (Duan et al., 2010)). L’analyse Pfam sur les
séquences protéiques, a permis d’identifier la présence d’un domaine de fixation au NAD, cela
est en accord avec la mesure de I’activité de cette enzyme par réduction du NAD (Bao et al.,
2015).

i) Une UDP-glucose 6-déshydrogenase a également été détectée, sa localisation cellulaire
est inconnue. Cette enzyme est responsable de la conversion de I"UDP-glucose en UDP-
gluconate dans des voies alternatives du glucose. L’UDP-gluconate sert de précurseur pour la
production d’acide colanique (Stevenson et al., 1996) ou la synthése de I’antigéne K30 chez E
coli (Drummelsmith et al., 1997). D’apreés une analyse Pfam, la séquence protéique présente un
domaine de liaison au NAD suggérant I’utilisation de ce cofacteur.

iii) Enfin, une Glucose/Sorbosone déshydrogénase a été identifiée dans le génome de
PMB3(1). La plateforme de MAGE indique que cette protéine appartiendrait a la famille des
quinoprotéines hydrosolubles ce qui est en accord avec I’analyse BLASTP sur NCBI réalisée
sur la séquence protéique qui indique 62.92 % d’identité avec la déshydrogénase PQQ-
dépendante [WP_148292926.1] de Ralstonia solanacearum et 51.38 % avec celle de
Gluconobacter frateurii [WP_010500989.1]. Néanmoins 1’analyse Pfam ne permet pas

d’identifier de domaines de liaison au PQQ.
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D’aprés 1’annotation actuelle du génome, aucune GDH dépendante du cofacteur PQQ n’est

donc identifiée. Les enzymes décrites ci-dessus utilisent plutdt le NAD/NADH.

Les différentes GDHs de PMB3(1) ont été alignées avec une GDH-PQQ de la souche de
Pseudomonas azotoformans dont 1I’implication dans 1’altération des minéraux a recemment été
démontrée expérimentalement ([AQT92806.1] ; (Wang et al., 2020)). Il s’avére qu’aucune des

5 protéines décrites ne presentent d’homologie significative.

3.2.2. Collimonas pratensis PMB3(1) posséde-t-il des genes de synthese de
PQQ?

Sur la base de I’annotation MAGE et de BLASTs indépendants, aucun des genes typiques
impliqués dans la synthése du cofacteur PQQ n’a été détecté. Une seule protéine présente une
homologie avec une quinoprotéine dans le génome de PMB3(1) sans compter celle décrite ci-
dessus (i.e., glucose/sorbosone déshydrogénase) (Tableau 1.6).

Sachant que toutes les GDHs impliquées dans ’altération des minéraux et décrites jusqu’a
présent présentent une activité PQQ-dépendantes, comment la souche PMB3(1) est-elle capable

d’altérer les minéraux sans ce cofacteur ?

3.2.3. Peut-on identifier sur la base de ’annotation du génome les genes

impliqués dans la synthése de sidérophore ?

D’aprés une analyse AntiSMASH (disponible directement sur MAGE), un cluster de génes a
été identifié comprenant deux génes codant des NRPS (région décrite dans le cHAPITRE 3). Ce
cluster de génes est similaire au cluster de génes identifié in silico pour les souches de
Collimonas Ter331, Ter6, Ter91, Ter291, Terl0, Ter282 (Song et al., 2015). Les prédictions
réalisées par AntiSMASH proposent que ce cluster soit responsable de la synthése d’ornibactine
comme le propose également Song et al. sur la base d’analyses bioinformatiques. L’ implication

d’un tel sidérophore dans I’altération des minéraux n’a cependant jamais été démontrée.
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3.2.4. D’autres genes présents dans le génome de PMB3(1) pourraient-ils

étre impliqués dans 1’altération des minéraux ?

Deux genes de synthése de phénazines (phzF) ont été identifiés sur la base de 1’annotation du
génome par MAGE. Sachant que la synthése de phénazine nécessite un cluster de plusieurs
génes, la seule présence du géne phzF ne permet pas a la souche PMB3(1) de synthétiser des
phénazines (Mavrodi et al., 1998). Une recherche plus approfondie serait nécessaire pour

conclure sur la possible synthése de ce type de molécules par la souche PMB3(1) (BLAST...).

Comme décrit dans 1’introduction, dans certaines conditions particuliéres (faible pCO, et faible
concentration en calcium), les anhydrases carboniques pourraient potentiellement étre
impliqués dans 1’altération des minéraux. Trois genes codant des anhydrases carboniques ont
¢été identifiés dans le génome de la souche PMB3(1). Néanmoins, aucun mutant n’a été généré

pour démontrer I’implication réelle de ces genes dans 1’altération des minéraux.

Ces pistes n’ont pas été poursuivies durant mes travaux de these.

4, Conclusion

L’analyse du génome de la souche PMB3(1) sur la base des annotations RAST et MAGE n’a
pas clairement permis d’identifier de géne codant pour une glucose déshydrogénase PQQ-
dépendante. Aucun gene de synthese de PQQ n’a été identifié. Par contre, un cluster de genes
potentiellement impliqué dans la synthése de sidérophores a été identifié dans le génome de la
souche PMB3(1).

Ces premieres observations amenent & deux questions :

i) Etant donné que la littérature suggere que le cofacteur PQQ et la GDH-PQQ représentent

les mécanismes majeurs de 1’altération par acidolyse, qu’en est-il des bactéries (dont la souche
PMB3(1)) qui ne possédent pas ce cofacteur ?
Pour répondre a cette question, une approche sans a priori de mutagénése aléatoire a été réalisée
sur la souche PMB3(1) suivie d’un criblage fonctionnel pour identifier des mutants affectés
dans la capacité a altérer les minéraux (CHAPITRE 2).

ii) Les prédictions bioinformatiques indiquent que le sidérophore produit par la souche

PMB3(1) serait de 1’ornibactine, mais aucune validation chimique n’a été réalisée et le role dans
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I’altération reste a déterminer. Pour élucider ces deux derniers points, une approche avec a

priori de mutagénése ciblée a été réalisée sur la souche modéle PMB3(1) (CHAPITRE 3).
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1. Préambule

L’analyse du génome de la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1) nous a permis de
découvrir que cette souche altérante ne possédait pas de systeme PQQ ni de quinoprotéines.
Sachant que le mécanisme moléculaire de 1’altération des minéraux le plus décrit est lié a une
glucose déshydrogénase PQQ-dépendante (GDH-PQQ), quels mécanismes PQQ-indépendants
ont été développés par la souche modéle pour altérer les minéraux ? Ce questionnement a été

adressé a travers une approche sans a priori de mutagénese aléatoire.

2. Avrticle 2 : Identification of a novel type of glucose dehydrogenase involved in
the mineral weathering ability of Collimonas pratensis strain PMB3(1)

L. Picard, M. P. Turpault, P. M. Oger, S. Uroz
FEMS Microbiology Ecology (2021)
https://doi.org/10.1093/femsec/fiaa232

RESUME : Les mécanismes moléculaires exacts ainsi que les genes impliqués dans 1’altération
des minéraux par les bactéries restent peu connus. Au jour d’aujourd’hui, un seul type de
glucose déshydrogénase (GDH) dépendante d’un cofacteur particulier appelé pyrrologuinoline
quinone (PQQ) a été découvert. Cette enzyme permet la production d’acide gluconique par la
voie d’oxydation directe du glucose. Cependant, il existe des bactéries altérantes qui ne
possedent pas de GDH-PQQ dépendantes ni méme les genes de synthese du systeme PQQ dans
leur génome. Il reste donc encore a déterminer comment ces bactéries sont capables d’altérer
les minéraux. Dans cette étude, nous avons considéré la souche bactérienne Collimonas
pratensis PMB3(1) particuliérement efficace a altérer les minéraux. L’analyse de son génome
a révelé que cette souche ne possédait pas de systeme PQQ. Les techniques de mutagenése
aléatoire, complémentation de genes et tests fonctionnels nous ont permis d’identifier des
mutants impactés dans leur capacité a altérer les minéraux. Parmi eux, trois mutants étaient
fortement atteints dans leur capacité d’acidification et d’altération de la biotite (de 58 a 75 %
de réduction comparé a la souche sauvage), ils ne produisaient pas non plus d’acide gluconique.
La caractérisation de la région génomique nous a permis notamment d’identifier une
Glucose/Méthanol/Choline oxydoréductase. Cette région apparait tres conservee au sein du

genre Collimonas et des genres proches. Cette étude représente la premiére démonstration de
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I’implication d’'une GDH PQQ indépendante dans le processus d’altération des minéraux et

explique comment les Collimonas altérent les minéraux.

Mots clés : Collimonas pratensis PMB3(1) ; altération des minéraux ; glucose/méthanol/choline

oxydoréductase ; glucose déshydrogénase PQQ-indépendante ; biotite

CONTRIBUTION : Dans cet article, j’ai participé au design expérimental, réalisé les

expérimentations, 1’analyse des résultats et la rédaction de I’article.
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ABSTRACT

The exact molecular mechanisms as well as the genes involved in the mineral weathering (MW)
process by bacteria remain poorly characterized. To date, a single type of glucose
dehydrogenase (GDH) depending on a particular co-factor named pyrroloquinoline quinone
(PQQ) is known. These enzymes allow the production of gluconic acid through the oxidation
of glucose. However, it remains to be determined how bacteria missing PQQ-dependent GDH
and/or the related pqq biogenesis genes weather minerals. In this study, we considered the very
effective mineral weathering bacterial strain PMB3(1) of Collimonas pratensis. Genome
analysis revealed that it does not possess the PQQ based system. The use of random
mutagenesis, gene complementation and functional assays allowed us to identify mutants
impacted in their ability to weather mineral. Among them, three mutants were strongly altered
on their acidification and biotite weathering abilities (58 to 75% of reduction compared to WT)
and did not produce gluconic acid. The characterization of the genomic regions allowed
noticeably to the identification of a Glucose/Methanol/Choline oxidoreductase. This region
appeared very conserved among collimonads and related genera. This study represents the first
demonstration of the implication of a PQQ-independent GDH in the mineral weathering process

and explains how Collimonas weather minerals.
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INTRODUCTION

Minerals represent physical supports and reservoirs of nutritive elements for the development
of the biosphere. Their dissolution, i.e., mineral weathering (MW), participates in the release
of their nutritive constituents. This essential process permits to maintain the relative fertility of
the soils and to support the growth of the plants. In nutrient-poor and non-amended
environments such as forests, minerals are considered as one of the most important stock of
nutrients for the long-lasting development of the ecosystem (Ranger and Turpault, 1999).
However, MW is a slow process, which depends on the intrinsic properties of those minerals
(i.e., dissolution constant) and extrinsic conditions that result from a combination of abiotic and
biotic processes. For instance, in acidic draining medium, biotite dissolves faster than quartz
because of their intrinsic properties (i.e., chemical composition) (Brantley, 2008). In drained
soils, water and acid circulation are known as important abiotic factors involved in the
dissolution of minerals. Plants and soil microorganisms are also known to participate in this
process (Gadd, 2007; Landeweert et al. 2001). Tree roots and fungal hyphae can physically
weather minerals (i.e., division) through the pressure applied (Bonneville et al. 2009). Plant
development through nutrient pumping and rhizosphere acidification induces stronger MW
than in the surrounding bulk soil (Calvaruso et al. 2009; Turpault et al. 2009; Hinsinger et al.
2003). The production of chelating and acidifying agents was also reported for a wide range of
plants, symbiotic fungi and bacteria (Jongmans et al. 1997; Uroz et al. 2009a).

Effective MW bacteria have been described in various environments, and especially in the
rhizosphere of different plants (i.e., trees, cactus) living in nutrient-poor environments (Puente
et al. 2004). Notably, several studies evidenced a significant enrichment of these functional
communities in the rhizosphere compared to the surrounding bulk soil (Collignon et al. 2011,
Calvaruso et al. 2010; Zhang et al. 2016). In addition, microcosm experiments revealed that
effective MW bacterial strains can improve plant growth. Indeed, the inoculation or co-
inoculation of different MW bacterial strains was shown to increase the seedling biomass, the
shoot length, the root biomass, the total root length and the total root surface area of Pinus
sylvestris compared to non-inoculated plants (Calvaruso et al. 2006; Koele et al. 2009). To date,
the ability to solubilize mineral has been reported for a wide range of bacterial genera (i.e.,
Achromobacter, Agrobacterium, Bacillus, Collimonas, Pseudomonas, Rhizobium,
Burkholderia, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium or Erwinia) (Puente et al. 2004; ,
Collignon et al. 2011; Rodriguez and Fraga, 1999; Uroz et al. 2011).

If the ability of the bacteria to weather minerals is well documented, our understanding of the

molecular basis and especially of the genes involved in MW remains limited. This gap of
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knowledge has seriously hampered studies of the ecology, evolution and relative role of the
mineral weathering bacteria. To date, no molecular tools exist to assess and quantify the
occurrence, diversity, and activity of mineral weathering genes in natural bacterial populations.
Heterotrophic bacteria are known to produce chelating agents (i.e., siderophores and organic
acids) and acidifying metabolites (i.e., protons, organic acids), but the molecular
demonstrations of their relative role in the MW process are limited as well as is our knowledge
of the conservation among bacteria of the molecular markers involved. Considering the organic
acid production, several studies showed that the direct oxidation pathway of glucose is involved
and more specifically the steps producing gluconic acid (GA) and 2-ketogluconic acid (2KGA)
through the activity of a glucose dehydrogenase (GDH) and a gluconate dehydrogenase
(GADH), respectively (Goldstein, 1995). To date, the demonstration of the link between
phosphate dissolution and the activity of the GDH activity was obtained on a wide range of
bacterial genera. All these studies highlighted the implication of a specific type of GDH that
depends on a particular cofactor, the pyrrologuinoline quinone (PQQ) (Goldstein et al. 2003;
Babu-Khan etal. 1995; Liu etal. 1992; Wagh et al. 2014). The implication of a PQQ-dependent
GDH enzyme in the dissolution of a complex mineral, biotite, was recently evidenced for a
strain of Pseudomonas (Wang et al. 2020).

In this study, we investigated the molecular basis of MW in the model bacterial strain
Collimonas pratensis PMB3(1), which was shown to be very effective at MW (Uroz et al. 2007;
Uroz et al. 2009a). This bacterial genus is usually considered as member of the rare biosphere
due to its low representativeness in metagenomic data from soil (Leveau et al. 2010). However,
collimonads can represent dominant taxa in specific habitats such as on mineral particles or in
the mycorrhizosphere (Lepleux et al. 2012; Uroz et al. 2012, Colin et al. 2017). Collimonads
are recognized as particularly effective at mobilizing nutrients from recalcitrant sources such
as chitin and minerals, suggesting that they are particularly well adapted to live in nutrient-poor
conditions (Leveau et al. 2010). Their strong MW effectiveness was suggested to be linked to
their ability to acidify the medium in presence of glucose and to produce high amounts of
gluconic acid (Uroz et al. 2009b). Using a random mutagenesis approach, associated to a
functional screening and a gene complementation and chemical analyses, we identified the
genes involved in the MW ability of strain PMB3(1) and evidenced a novel MW pathway
involving a PQQ-independent, synthesis of gluconic acid, encoded by a glucose dehydrogenase
(GDH).




Table 1: List of bacterial strains, constructions and primers used in this study

Strains, plasmids or primers

Characteristics

References

Strains

Collimonas pratensis
Strain PMB3(1)
25(10F)
31(11B)
34(11H)
25(10F)(pB2-gdhC)
31(11B)(pB2-resB)

34(11H)(pB2-tatABC)

WT(pB2)

Escherichia coli

Wild type strain

TetR, gdhC::pOT182 disruptant
TetR, resB::pOT182 disruptant
TetR, tat::;pOT182 disruptant

TetR, KmR, gdhC complementation
TetR, KmR, resB complementation
TetR, KmR, tat complementation

Wild type strain, KmR with empty cloning vector pBBR1IMCS?2

Uroz et al., 2007
This study
This study
This study
This study
This study
This study
This study

DH5a SUpE44 AlacU169 (®80lacZAM15) recAl endAl hsdR17 thi-1 Lab collection
gyrA96 relAl
S17.1hpir TpR SmR recA thi pro hsdRM* integrated RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7 Lab collection
Apir
Plasmids
pOT182 from pSUP102 (GmR) containing Tn5-OTI82 (TetR) Dennis and Zylstra, 1998
pBBR1MCS2 KmR; Broad spectrum cloning vector Kovach et al., 1995
Primers Tm (°C)
pOT-RT (sequencing) 5-ACATGGAAGTCAGATCCTGG-3’
pOT-For 5-ATGGATCCCGTCGTTTTACAAC-3’ 56
pOT-Rev 5-GACATCGCAGGCTTCTGCTT-3’ 56
gdhC-For-Kpnl 5’-GAGGACggtaccATGACGGCC-3’ 62 This study
gdhC-Rev-Spel 5-TGCGAAACactagtCTTACTGCTTG-3’ 62 This study
resB-For-Spel 5’-CAAactagtTATGAGCACAAGCAAC-3’ 59 This study
resB-Rev-Sacl 5’-TGCGCAgagctcCACTAGACTTT-3’ 59 This study
tatABC-For-Smal 5-TTAGCAGGcccgggCACAAGAT-3’ 62 This study
tatABC-Rev-Xbal 5-TTGAGCCAATGCtctagaAGGGTG-3’ 62 This study
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth media

Bacterial strains and plasmids are listed in Table 1. The model bacterial strain Collimonas
pratensis PMB3(1) considered in this study was isolated from oak (Quercus petraea)-
Scleroderma citrinum ectomycorrhizae sampled in the organo-mineral soil horizon from the
long term experimental forest site of Breuil-Chenue located in the Morvan region (France; for
sampling details see Calvaruso et al. 2007). Strain PMB3(1) was isolated from the symbiotic
fungal mantle of the mycorrhizal fungus. Previous experiments showed that the strain PMB3(1)
was particularly effective at weathering mineral (Uroz et al. 2007, 2009b). All strains were
grown at 25°C, except the strains of Escherichia coli, which were grown at 37°C. The media
used were Luria-Bertani (LB), AB medium (Chilton et al. 1974) and a modified version of the
Bushnell-Haas (BHm; devoid of iron) medium (Uroz et al. 2007). The AB minimal (ABm)
medium was supplemented with mannitol (2 g/l final concentration) as carbon source. The BHm
medium was supplemented with glucose (2 g/l final concentration) as carbon source. Glucose
was selected in our experiments because it represents the dominant carbohydrate source found
in forest soil and in plant root exudates (Jolivet et al. 2006; Medeiros et al. 2006; Grayston and
Campbell, 1996). Its presence is also explained by hydrolysis of various compounds such as
starch, saccharose (Derrien et al. 2004) or by hydrolysis of trehalose, a carbohydrate
accumulated in mycorrhizal roots (Martin et al. 1985). Antibiotics, when required, were added
to the media at the following final concentrations: Tetracycline 10 pg/ml, Kanamycin 100

pg/ml and Ampicillin 200 pg/ml.

Tn5-0T182 mutagenesis

The wild-type strain PMB3(1) of C. pratensis was mutagenized with Tn5-OT182 as described
previously (Deshazer et al. 1997; Dennis et al. 1998), with minor modifications. The donor
strain, E. coli S17-1Apir (pOT182), was grown at 37°C in antibiotic-containing LB broth
overnight, and the recipient strain, C. pratensis PMB3(1), was grown at 25°C in ABm liquid
medium for 2 days. The day of the bi-parental conjugation, each culture (30 ml) was centrifuged
and washed twice with sterile MQ water to remove any antibiotic from the medium and mixed
in a final volume of 5 ml of sterile MQ water. The mixed suspension was spotted on agar LB
plates (i.e., 10 pl drops). After 5h of incubation at 25°C, the bacterial lawn of each plate was
harvested using sterile MQ water (5 ml), and 150 pl of this suspension were plated on
tetracycline-containing ABm plates for isolation of the Tn5 mutants of the strain PMB3(1). A

total of 2,000 mutants able to grow on ABm supplemented with mannitol and tetracycline were
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recovered after 5 days incubation at 25°C and organized in 96-well microplates. To confirm the
presence of the plasposon in the mutant genome, a portion of the plasposon sequence was
amplified by PCR using pOT-For and pOT-Rev primers (Table 1). The quality of the mutant
library was tested on a subset of Tn5 mutants and on the mutants of interest to determine

whether the library was formed by independent events.

DNA manipulations and plasposon rescue

Total DNA was extracted from the WT strain PMB3(1) and the related Tn5 mutants using the
protocol of Pospiech and Neumann (1995). The flanking Tn5-OT182 integration regions were
identified using the rescue method as described previously (Deshazer et al. 1997). Briefly, 5 ug
of DNA of each mutant was digested 4 h with EcoRI-HF in 50 pl. After heat inactivation, the
digested DNA was ligated overnight in 25 pl. A volume of 10 pl was transformed into
chemically competent E. coli DH50 and the transformants recovered on the appropriate
selective medium. The resulting plasmids were extracted using the Miniprep kit from QIAGEN
and sequenced with the primer pOT-RT at Eurofins MWG  Operon
(https://www.eurofinsgenomics.eu/). All enzymes for restriction digestion and ligation were
purchased from New England Biolabs and were used according to the manufacturers’
instructions. When required, PCR amplicons were purified using QIAquick PCR purification
and gel extraction kits from QIAGEN. PCR was performed using Taq polymerase from
5PRIME.

Construction of pB2-gdhC, pB2-resB and pB2-tatABC

The ineffective MW phenotype of three Tn5-OT182 mutants of the strain PMB3(1) were
complemented by expressing each gene or region of interest (gdhC, resB and tatABC) in trans
on plasmids pB2-gdhC, pB2-resB and pB2-tatABC. These genes/regions were amplified using
specific primers (Table 1). The conditions for PCR involved a 5min denaturation step at 94°C,
followed by 30 cycles of 94°C for 45s, melting temperature (Tm) for 45s, and 72°C for
2min30s. The Tm temperature was adapted according to the gene or region of interest. Each
PCR product was purified and ligated into the pGEM-T Easy plasmid (Promega), and validated
by Sanger sequencing (52). The gene gdhC was cloned as a Kpnl - Spel fragment, the gene resB
as a Sacl - Spel fragment, and the tatABC genes as a Smal - Xbal fragment into pPBBR1MCS-2
(Kovach et al. 1995) to yield plasmids pB2-gdhC, pB2-resB and pB2-tatABC respectively.
After verification by sequencing, the resulting constructs were transferred in chemically
competent E. coli S17-1Apir and conjugated to the corresponding Tn5-OT182 mutant. The
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complemented mutants were selected on agar ABm medium supplemented with tetracycline
and kanamycin. The presence of the intact gene in the complemented mutants was verified by
a PCR using the appropriate primers (Table 1), the WT strain was the positive control and the
mutant was the negative control. For each construction, a single transconjugant was conserved

after validation and used in the different bioassays described below.

Analysis and quantification of organic acids

After a 4-day culture (25°C; 200 rpm) in liquid BHm amended with glucose (2 g/l) and devoid
of iron, the supernatants of cultures of the WT and Tn5-OT182 mutants were recovered by
centrifugation (10,0009 during 15min). The supernatants were then filtered at 0.22 pm (GHP
Acrodisc 25 mm syringe filter ; PALL) and stored at -20°C. Organic acid analyses were
performed on an ion chromatography with conductivity detection (ICS 3000, Dionex Corp.)
associated to an analytical column (lonPac® AS 11 HC, Dionex corp.) according to Balland et
al. (2010). The supernatants were eluted with KOH solutions of varying concentrations (0.9-60
mM) over time (step gradient) with a flow rate of 1.3 ml/min. Synthetic organic acids have used
as references (sodium formate, D-gluconic acid, sodium butyrate, pyruvic acid sodium salt,
sodium citrate tribasic, sodium oxalate, sodium propionate, sodium acetate, succinic acid

disodium salt, DL-malic acid disodium salt, sodium-L-lactate and malonic acid disodium salt).

Analysis of the production of gluconate, 2KGA and 5KGA

Qualitative analysis was performed using thin layer chromatography (TLC) to identify which
form of gluconic acid was produced by the WT strain PMB3(1). To do it, cultures were done
in ABm medium supplemented with 10 g/l of glucose at 25°C and under shaking. After 4 days,
the supernatant of culture was recovered and filtered at 0.22 um (GHP Acrodisc 25 mm syringe
filter; PALL). A volume of 4 pl for the standards and twice 4 pl for the culture supernatants
were spotted on a Silica Gel 60 plate (Merck). After drying at room temperature, migration was
performed in a solvent reagent containing ethyl acetate-acetic acid-methanol and deionized
water (6:1.5:1.5:1). When the TLC plate was dried, spread with a freshly prepared revelation
solution (diphenylamine (1 g) ; aniline (1 ml) ; acetone (50 ml) ; phosphoric acid (7.5 ml)). The
treated TLC plate was then incubated at 120°C for 20 min to allow apparition of coloured spots.
The results were analysed by measuring the retention factor (Rf) (corresponding to the distance
moved by the sample divided to the solvent front) and the observation of the spot colour. The
glucose, gluconate, 2KGA and 5SKGA appeared as dark blue, pink, brown and dark purple spots,
respectively. Solutions of glucose, gluconate, 2-keto gluconate and 5-keto gluconate adjusted
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at 100 mM were used as standard. In addition, gluconic acid was also quantified using an
enzymatic bioassay (kit 10428191035 from r-biopharm/Roche), according to the

manufacturer’s instructions.

Screening of the Tn5-pOT182 mutant library

A first screening of the mutant library was done in microplates using liquid ABm medium
supplemented with tetracycline. After 3-days culture, part of the cell suspension was spotted
using a 96-well replicator on : i) solid TriCalcium Phosphate (TCP) to determine the MW ability
of each Tn5-mutant and ii) modified liquid TCP medium (TCPm) to determine their
acidification ability. These two bioassays are commonly used to determine the mineral
weathering potential of bacterial strains (Calvaruso et al. 2007; Lepleux et al. 2013; Uroz et al.
2009b; Colin et al. 2017). In addition, the homogeneity of the Caz(POa). in the TCP assays
allow for a high throughput screening of mutant libraries. On the contrary, biotite is a
heterogeneous material requiring important replication of the assay, making its use
incompatible with a first screening of the mutant libraries. The solid TCP medium is composed
per litter of : NHsCI 59 ; NaCl 1 g; MgSO4 1 g ; Glucose 10 g ; Caz(PO4)2 4 g and 16 g of
agar (pH 6.5). After incubation at 25°C for 7 days, the diameters of colonies and the diameter
of discoloration zone (halo) were measured to determine the ability of each Tn5-mutant to
solubilize inorganic phosphorous. The TCPm medium is modified version of the TCP devoid
of Caz(PQOa4)2. The Casz(PO4)2 was removed from the medium to allow a better determination of
the protons produced. The pH determination was performed after a 3-day incubation time. The
supernatant was recovered by centrifugation (8,000 g for 15 min) and a volume of 180 ul was
transferred to new microplates containing 20 pl of pH indicator (bromocresol green solution ;
1g/1), according to Uroz et al. (2007). The pH of the supernatant was determined at 595 nm
using an automatic microplate reader (Bio-Rad, model iMark) and converted in pH values using

a calibration curve (Uroz et al. 2007).

Functional assays done on Tn5-OT182 mutants impaired in their MW ability

After the first step of screening, all the Tn5-OT182 mutants presenting a significantly reduced
halo of solubilisation on solid TCP and/or a pH value significantly higher than the WT strain
were tested in a calibrated way on different bioassays in order to generate quantitative and
comparable data. The recovered Tn5-mutants were cultivated overnight in liquid LBm medium

supplemented with tetracycline. The WT strain was used as a positive control. Ten milliliters
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of each culture was washed three times with sterile MQ-water to eliminate all medium traces.

The absorbance at 595 nm of each resulting suspension was then adjusted at 0.95+0.03.

Phosphate solubilisation and solution acidification
Ten microliters of each calibrated suspension were then dropped in triplicates on the surface of
the solid TriCalcium Phosphate (TCP) and in microplates containing the modified liquid TCP
medium (TCPm). Measures of P solubilisation and of acidification were performed as described
above (Colin et al. 2017).

Biotite dissolution

Five hundred microliters of the calibrated suspension of each strain was transferred into sterile
glass tubes containing 4.5 ml of BHm medium (20 mg/l KCI; 150 mg/l MgSQO4,7H20; 80 mg/|
NaH2P04,2H20; 90 mg/l NaHPO4, 2H20; 65 mg/l (NH4).SO4, 100 mg/l KNOs; 20 mg/l
CaCly) buffered at pH 6.5 and supplemented with glucose (2 g/l) and 100 mg of sterile biotite
particles.

The biotite was obtained from Bancroft (Canada) and is a 2:1 phyllosilicate frequently found in
acidic forest soils. This mineral holds K, Mg, and Fe nutrients. It is a pure homogeneous
mineral, and its composition is as follows: 410.1 g/kg SiO», 109 g/kg Al>Os3, 22.1 g/kg Fe20s,
100.5 g/kg FeO, 2.7 g/kg MnO, 189 g/kg MgO, 4.1 g/kg Na20, 94.6 g/kg K20, 22.8 g/kg TiO»,
44.2 g/kg F, and 0.8 g/kg Zn. Its structural formula is (SizAl1) (Fe**0.12 Fe? 061 Mg2.06 Mno.o2
Tio.13) and Ko.gs Nao.os O10 (OHo.98 F1.02). The particle size of biotite was calibrated from 200 to
500 pm.

Before use, all glass was rinsed with chloridric acid and deionised water to remove any chemical
traces. The tubes containing the culture medium with biotite were then sterilised by autoclaving
at 121°C. After seven days of incubation at 25°C (200 rpm), 1 ml of supernatant was sampled
and centrifuged at 11,000g for 15 min and filtered at 0.22 um. Quantification of the iron
released from biotite and of the acidification of the medium were determined by adding 180 pl
of supernatant of each culture in a new microplate containing 20 ul of ferrospectral or
bromocresol green, respectively (Uroz et al. 2007). The absorbance of these suspensions was
measured at 595 nm and the data transformed in pH and iron concentrations using the
colorimetric assays described above to determine the MW potential of each Tn5-pOT182
mutant.

In addition, model chelating (citric acid) or acidifying (hydrochloric acid) molecules were used
as control in the same mineral weathering assay. Serial dilutions of citric acid (102 M; pH
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adjusted to 6 to 2) and hydrochloric acid (concentration adjusted to be at pH 6 to 2) were
performed in BHm medium and incubated in the same condition than the bacterial strains tested
as described in Uroz et al. 2007.

Cytochrome oxydase test
To test if mutants are affected in their cytochrome oxydase activity, 100 pl of the calibrated cell
suspension were spotted on a filter paper and flooded in a 1% Tetramethyl-p-phenylenediamine
(TMPD) solution during 10 min. After this incubation period, the filter paper was dried 30s and
inspected. In the case of a positive reaction, the filter paper becomes purple, while in the case

of a negative reaction it remains white (Kovacs, 1956).

Glucose dehydrogenase (GDH) test

To test if mutants were affected in their GDH activity, the test of Matsushita and Ameyama
(1982) was used on the calibrated cell suspension (CS) or on cell crude extract (CE). The cell
crude extract was obtained by ultra sonication treatment (Vibra-Cell; Sonics, Newtown USA)
of the CS, followed by a centrifugation at 7000 g (15 min) to remove intact cells and a filtration
at 0.22um. A volume of 100ul of CS or CE was incubated with 100 ul of Tris-HCL (50mM;
pH:7.5), 10 pl of 2,6-dichlorophenolindophenol (DCIP; 6.7mM), 10 pl of phenazine
methosulfate (PMS; 20mM), 10 pl of (FAD; 600uM), 100ul of glucose (1M), and MQ water
in a final volume of 300 L. The reaction is initiated by the addition of D-glucose. GDH activity
is measured at 600 nm in microplate reader (Tecan infinite M200 pro). Controls without glucose
and/or FAD were performed. In addition, a control without the CS or CE was performed for
each of the condition tested (+/- FAD; +/- Glucose).

Growth assay and carbon substrate use
To determine whether the mutants were impaired in their growth ability, tests were performed
under nutrient-rich and nutrient-poor conditions. For the nutrient-rich condition, 10 pl of each
calibrated suspension (WT and mutants) were added to 190 ul of liquid LB medium in a
microplate. The microplate was incubated at 25°C and orbital shaking during 4 days in a
microplate reader (Tecan infinite M200 pro). The absorbance was measured at [1[][] nm each
3 hour. For the nutrient-poor condition, 10 pl of each calibrated suspension was added to 190
pl of liquid BHm medium amended with a source of carbon (2 g/l). The carbon sources used

were glucose, gluconic acid, 2-Keto-gluconate, 5-Keto-gluconate. After 5 days of incubation at




Table 2: Functional abilities of the PMB31 strain and its mutants 25(10F), 31(11B), 34(11H) and complemented

mutants. All numeric values are the mean of at least triplicates and the standard deviation (sd) is presented between

brackets. The values obtained for the mutants differing significantly (P-value < 0.05) with the wild-type strain (WT) are

indicated with different letters (a, b, ¢). ' Organic acid quantification was done with ionic chromatography. it Due to the

chromatography method used, gluconate can not be differentiated from 2KGA. il The presence of gluconate, 2KGA and

5KGA was determined using a TLC approach. For the qualitative data, the symbol - and + mean non-detected and detected,

respectively. nt: not tested.

Test/Bacterial strain WT 25(10F) 31(11B) 34(11H) 25(10F) 31(11B) 34(11H)
(pB2-gdhC) (pB2-resB) (pB2-tatABC)
Solubilisation and pH assays
Halo diameter on TCP (cm) 0.79 (0.04)2  0.00 (0.00)¢ 0.00 (0.00)¢ 0.00 (0.00)¢ 0.74 (0.04)2 0.62(0.04)> 0.73 (0.04)2
Colony diameter on TCP 0.46 (0.03) 0.49(0.02) 0.48(0.02) 0.48(0.02) 0.44(0.02) 0.44(0.02) 0.45(0.02)
(cm)
R halo/colony diameter 1.72 <1P <1b <1k 1.72 1.42 1.62
pH (TCP) 4.0 (0.033)a 5.0 (0.034)¢ 5.1(0.03)° 5.1(0.039)° 4.4(0.02)® 4.4(0.03)> 4.6 (0.04)
Physiological assays
Growth rate (h'1) 0.09 (0.02)2 0.09 (0.01)> 0.06 (0.01)> 0.02(0.01)> 0.10(0.01) 0.10(0.01) 0.10(0.01)
Cytochrome oxydase + + + + nt nt nt
Organic acid detection and quantification
Gluconate’ (mg/1) 878.67 0.00 (0.00)° 0.00 (0.00)° 0.00 (0.00)>
(5.50)2
Lactate (mg/I) 0.00 (0.00) 0.03 (0.06) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
Acetate (mg/l) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
Propionate (mg/l) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
Formate (mg/l) 0.20(0.11) 0.20(0.17) 0.13(0.06) 0.23(0.09)
Butyrate (mg/l) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
Pyruvate (mg/l) 2.87 (0.63)2 1.08 (0.03)> 1.55(0.23) 0.11(0.06)¢
Succinate (mg/l) 0.09 (0.01) 0.07(0.02) 0.08(0.01) 0.08(0.00)
Maleate (mg/l) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)
Oxalate (mg/l) 0.74 (0.19) 0.91(0.24) 0.70(0.09) 0.85(0.07)
Fumarate (mg/l) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00)
Citrate (mg/I) 0.00 (0.00)  0.00 (0.00) 0.00(0.00) 0.00 (0.00)
Gluconate i + - - -
ZKGA iii + - - -

SKGA i
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25°C, the pH was measured with bromocresol green as described above and the growth was

measured at 595 nm.

Bioinformatic analyses

Genome analysis was performed using NCBI and MAGE (Vallenet et al. 2009). Homology
search analysis and alignment were performed with BLAST (BlastN and BlastP ; Altschul et
al. 1997). Localization of the Tn5-OT182 insertion was done on MAGE. A research of Twin
Arginine Translocation (TAT) signal carrying proteins was done using the predictor servers
Tatfind (Dilks et al. 2003) and TatP 1.0 (Bendtsen et al. 2005). The two proteins lists were
assembled and analysed. Analyses of the pfam domains and of the conservation of the GdhL
subunit sequence were done using pfam ( EI-Gebali et al. 2019) and Seaview (version 4.5.4)
(Gouy et al. 2010). To study the conservation of the GdhL sequence, a set of 22 different genera
or species related to Collimonas and available on international databases were analysed among
them, 11 were assigned to Collimonas genus (Collimonas sp. PA-H2, OK242, OK307 and
OK607, C. fungivorans Ter331 and Ter6, C. arenae Cal35, Terl0 and Ter282, C. pratensis
Ter91, Ter291). Other genera taxonomically close to Collimonas were chosen : 2 belonging to
the Glaciimonas genus (Glaciimonas sp. PCH181 and GS1), one to Janthinobacterium, 2 to
Herbaspirillum (H. rubrisubalbicans and H. seropidecae) and one to Burkholderia cepacia. In
addition, we selected the sequences of the large subunit of a set of GMC oxidoreductase which
function was demonstrated: a gluconate dehydrogenase (GADH ; BAH80545.1) and a sorbitol
dehydrogenase (BAD60913.1) from Gluconobacter frateurii (Toyama et al. 2005; Saichana et
al. 2009), a fructose dehydrogenase large subunit of Gluconobacter japonicas (BAM93252.1)
(Kawai et al. 2013). We also considered the sequences of the large subunit of a putative sorbitol
dehydrogenase from Gluconobacter oxydans H24 (AFW02570.1) and a dehydrogenase subunit
from Pantoea agglomerans (AAF21261.1). The same genome resources were also used to

recover the pgg-genes as well as the pgg-dependent enzymes.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed in R software. Data shown were means of, at least,
triplicates. Differences between sample’s means were analysed by ANOVA and Tukey HSD

tests.




e I
F & & O
& &

I Y

Standard (100mM)

Figure 1: Thin layer chromatography analysis of gluconic acid production by the wild type strain
PMB3(1) of Collimonas pratensis.

A volume of 8 pl of supernatant of ABm culture was spotted on the TLC. Cultures were done in ABm medium
supplemented with 10 g/l of glucose inoculated or not with the WT strain PMB3(1). The supernatant was
recovered after 4 days of incubation at 25°C. A volume of 4 pl of standards was spotted on the TLC. Standards
correspond to 100 mM solutions of glucose, gluconate, 2KGA and 5KGA. After revelation, glucose appeared in
dark blue spots, gluconate in pink, 2KGA in brown and 5KGA in dark purple spot. The pink arrow indicates the

pink spot of the gluconate standard.
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Nucleotide sequence accession number

The nucleotide sequence reported in this paper are related to the genome sequence of the strain
PMB3(1), which has been deposited in the GenBank database under accession no.
WXXL00000000.

RESULTS

Genomic and physiological characterization

At the genomic level, the detailed analysis of the genome of strain PMB3(1) did not permit to
evidence any PQQ-dependent GDH nor the presence of the PQQ cofactor encoding genes.
Similarly, none of the Collimonas genome available in the international databases (i.e.,
Collimonas sp. PA-H2, C. fungivorans Ter331 and Ter6, C. arenae Cal35, Terl0 and Ter282,
C. pratensis Ter91, Ter291) possess PQQ encoding genes and/or PQQ-dependent enzymes,
suggesting that alternative MW pathways exist in collimonads.

At the chemical level, high concentrations of gluconic acid were detected in the supernatant of
cultures of strain PMB3(1) done with glucose (Table 2), evidencing that this strain was capable
of converting glucose to gluconic acid (GA) through an alternative, PQQ-independent pathway.
Noticeably, the thin layer chromatography analyses confirmed the large production of gluconic
acid, but also a weak production of 2 keto-gluconic acid (2KGA) by strain PMB3(1) as
evidenced by the comparison with the migration retention factor (Rf) and the colour of the
synthetic GA and 2KGA controls used (Fig. 1; Table 2). A kinetic analysis confirmed the
continuous accumulation of GA, while 2KGA was hardly detectable. Interestingly, the growth
assays done in minimal medium supplemented with a single source of carbon (i.e., glucose,
GA, 2KGA or 5KGA) confirmed that glucose, GA and 2KGA were used as carbon source by
strain PMB3(1), but not 5KGA. Among them, glucose was the sole carbon which metabolism
allowed an acidification of the culture supernatant (pH=3.5), while the pH did not change in
presence of GA and 2KGA (i.e., pH=6.2).

Isolation of mutants affected in the ability to solubilize inorganic phosphorous

The first high throughput screening of the mutant library allowed us to recover a total of 4
mutants (i.e., 25(10F), 31(11B), 34(11H), 59(7B)) impaired in their ability to solubilize
inorganic phosphorous (Pi).

The use of the calibrated procedure (see materials and methods) confirmed that these 4 mutants
were significantly altered in their ability to solubilize Pi (P<0.05). Based on this second
screening, three of these mutants, 25(10F), 31(11B), 34(11H), did not present a solubilisation
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Figure 2: Biotite dissolution assay by the WT and mutant strains

(A) Measure of iron released from biotite after 7 days of incubation at 25°C in BHm supplemented with (2 g/l)
glucose ; (B) Measure of pH measurement with bromocresol green. The control treatment termed ‘Biotite’
corresponds to the non-inoculated treatment. It allows the measurement of the spontaneous release of iron from biotite
in the medium in our experimental conditions. The second control termed ‘medium’ corresponds to the non-
inoculated medium without biotite. Each value is the mean of three independent replicates + the standard error of the
mean. Measures with different letters are significantly different according to an ANOVA test (P<0.05) ; (C)
Individual mineral-weathering potentials (pH versus Fe released) of the WT strain and related MW mutants. White
and grey squares correspond to the controls of the experiment (white, medium without biotite and non inoculated;
grey, medium with biotite and non inoculated). The two curves indicate the mineral-weathering effect of a

complexing agent (citric acid) (dashed line) and a strong acid (hydrochloric acid) (solid line).
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halo (Table 2). For the mutant 59(7B), a reduction of 34% of the halo diameter was observed
compared to the WT strain (halo_WT: 0.79 cm = 0.04 vs halo_59(7B): 0.52 cm £ 0.1). All these
mutants and WT presented similar colony diameters. The acidification assay revealed that the
ability of mutants 25(10F), 31(11B) and 34(11H) to acidify was significantly reduced (P<0.05).
Indeed, while the WT strain and mutant 59(7B) acidified the medium from the initial pH 6.5 to
pH 3.7 in three days, mutants 25(10F), 31(11B), 34(11H) acidified the medium only to c.a. pH
4.7 (average value).

Ability to weather biotite

The ability to weather a complex mineral was tested only for the three mutants totally impaired
in their ability to solubilize Pi (i.e., 25(10F), 31(11B), 34(11H)) as well as for the WT strain
(Fig. 2). After a 7-day incubation in presence of glucose as carbon source, the WT strain was
able to release 1.29 £+ 0.13 mg/Il of iron in the solution. In comparison, the three mutants
25(10F), 31(11B) and 34(11H) released significantly less iron (0.32 + 0.08, 0.54 + 0.04 and
0.39 + 0.02 mg/l, respectively) (P<0.05) (Fig. 2A). Those values corresponded to a maximal
reduction of 75% for mutant 25(10F) and a minimal reduction of 58% for mutant 31(11B)
compared to the WT strain. After the 7-day incubation, the WT strain decreased the pH of the
culture supernatant to pH=3.3 + 0.1, while the mutants reached significantly higher value (4.3
to 4.5; P<0.05) (Fig. 2B). The co-visualization of the quantity of iron released from biotite and
of the pH of the supernatant confirmed the strong perturbation of the mineral weathering ability

of the mutants compared to the WT strain (Fig. 2C).

Sequence analyses of the genomic region for the different mutants
The genomic region flanking the plasposon insertion of each mutant was isolated by self-
cloning using the plasposon rescue method. For each mutant, 3 independent clones were
recovered, sequenced and blasted against the genome sequence of strain PMB3(1). This
revealed a single genomic region per mutant, demonstrating a unique plasposon insertion event
in each of the mutants considered [25(10F), 31(11B), 34(11H), 59(7B)]. The sequences were
also blasted against nucleic acid and protein databases of the NCBI for homologous sequences.
In mutant 25(10F), the plasposon is inserted in a gene we named gdhC (NKI170796.1). This
gene presented high homology with a cytochrome ¢ subunit of a Glucose/Gluconate/Sorbitol 2-
dehydrogenase (Fig. 3, Table 3). Pfam analysis highlighted two conserved domains
(cytochrome ¢ from 36 to 137 aa/ cytochrome CBB3 from 322 to 406 aa ; e-value = 6.6e-07
/5.4e-10, respectively) corresponding to a cytochrome c oxidase protein. This gene is preceded
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Figure 3: Genomic region of the plasposon insertion in the different mutants

For each mutant, the genes have been represented with large horizontal arrows and their length was scaled according to
their nucleotidic size. The genes or group of genes directly impacted by the Tn5-OT182 insertion are filled with colour.
The small black arrow indicates the location of the insertion of the Tn5-OT182 in the genome of PMB3(1) as identified
by BlastN for the mutants 25(10F) (A), 31(11B) (B), 34(11H) (C) and 59(7B) (D). Gene annotation is presented under
each gene and the complete description is provided in Table 2 and in the supplementary Table S1, S2 and S3 (Supporting

Information).
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by two genes presenting sequence homology with subunits of a Glucose/Methanol/Choline
(GMC) oxidoreductase. The first one presented high sequence homology (98 %) with the large
subunit (NK170795.1; gdhL) belonging to the FAD flavoprotein oxidoreductases, while the next
gene presented high homology (80 %) with the gamma subunit (NKI170794.1; gdhS) of a
Sorbitol/Glucose/2-Keto-D-Gluconate dehydrogenase. Pfam analysis revealed that this gamma
subunit presented high sequence similarities with the FAD-Sorbitol dehydrogenase family
protein (e-value = 2.5.10®) and carried a potential TAT-signal.

In mutant 31(11B), the plasposon is inserted in a genomic region presenting high sequence
homology with a resB homologous gene (NKI171673.1 ; 94% identity with cytochrome ¢
biogenesis protein ResB in Collimonas sp. PA-H2) (Fig. 3, Table S1). This gene belongs to a
genetic structure composed of 3 genes (NKI71672.1; NKI71673.1 ; NKI71674.1) involved in
cytochrome c biogenesis /maturation. Among them, gene NKI171672.1 codes for a cytochrome
c4 immature protein and gene NKI171673.1 is gene resC coding for a cytochrome ¢ biogenesis
protein. In the vicinity of the resB gene, two other genes, yedY and yedZ (NKI71676.1,
NKI71677.1), presenting high sequence homology with a sulfite oxidase were detected.

In mutant 34(11H), the plasposon is inserted in a genomic region presenting high sequence
homology with the Twin Arginine Translocation pathway (TAT) operon (tatABC). The
insertion was localized between the gene tatB (NKI71758.1; 93% identity with Sec-
independent protein translocase subunit TatB in Collimonas sp. PA-H2) and tatC (NK171759.1;
95% of identity with the twin-arginine translocase subunit TatC in Collimonas sp. PA-H2) (Fig.
3, Table S2).

In mutant 59(7B), the plasposon is inserted in the gene int (NKI172639.1) presenting high
sequence homology with an apolipoprotein N-acyltransferase (92% of identity with the
apolipoprotein N-acyltransferase of Collimonas sp. PA-H2) (Fig. 3, Table S3). This enzyme is
responsible for the last step of lipoprotein maturation. In the vicinity of this gene, 5 genes
involved in metabolism and two genes involved in information storage and processing were

identified according to their COG class.

Identification of TAT-dependent proteins

Due to the localization of the plasposon insertion of mutant 34(11H) in the TAT system region,
a bioinformatic analysis was done to identify all proteins presenting a putative TAT signal in
the genome of strain PMB3(1). Indeed, the perturbation of the MW ability may be related to a
protein carried by the TAT system. This screening allowed the identification of 74 TAT-
proteins related to different Clusters of Orthologous Groups (COG) (metabolism, cellular




Table 3: Description of the genomic region of the plasposon insertion in the mutant 25(10F)

Accession Putative function Gene Length BLASTP (%ld against NCBI)
number annotation  (nt)
NKI170791.1 Phosphoenolpyruvate pckG 1881 96%  Phosphoenolpyruvate  Collimonas sp. PA-H2
carboxykinase [GTP] (PEP carboxykinase (GTP) [WP_098497426.1]
carboxykinase) (PEPCK)
NKI170792.1 D-3-phosphoglycerate serA 990 96 % D-2-hydroxyacid Collimonas sp. PA-H2
dehydrogenase dehydrogenase family [WP_098494666.1]
protein
NKI170793.1 Conserved protein of unknown _ 786 96 % L-asparaginase Collimonas sp. PA-H2
function [WP_098497427.1]
NKI170794.1 Sorbitol/glucose/2-Keto-D- gdhS 633 80%  2-Keto-D-gluconate Collimonas
gluconate dehydrogenase, dehydrogenase, fungivorans
membrane-bound, small subunit membrane-bound small ~ [WP_014008399.1]
subunit
NKI170795.1 Glucose/Methanol/Choline gdhL 1602 98% GMC family Collimonas sp. PA-H2
dehydrogenase large subunit oxidoreductase [WP_098494668.1]
NKI170796.1 Glucose/Gluconate/Sorbitol 2- gdhC 1407 94 % Cytochrome ¢ Collimonas sp. PA-H2
dehydrogenase cytochrome subunit
NKI170797.1 Asparaginase aspG 486 96 % Asparaginase Collimonas sp. PA-H2
[WP_098494670.1]
NKI170798.1 Peptidyl-dipeptidase dcp dcp 2190 93 % Peptidyl-dipeptidase Dcp Collimonas sp. PA-H2
[PFH09692.1]
NI* Protein of unknown function _ 177 46 %  Hypothetical protein Pectobacterium
carotovorum
[WP_094430314.1]
NKI170799.1 Porin, Gram-negative type _ 1077 95% Porin Collimonas sp. PA-H2
NKI170800.1 Spermidine Putrescine transport potA 1092 91% ABC transporter ATP-  Collimonas sp. OK607

ATP-binding protein potA

binding protein

[WP_092433278.1]

*Some of the proteins listed have not been identified (NI) according to the prediction tools used by NCBI, but were
predictedin the MICROSCOPE platform
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processes and signalling, information storage and processing, or poorly characterized (Table
S4; Fig. S1). Among them, we noticeably identified the protein gdhS that corresponds to the
gamma subunit of the Sorbitol/Glucose/2-Keto-D-Gluconate dehydrogenase gene
(NKI70794.1). This gene is in an operon along with gene gdhC (i.e., cytochrome subunit of the
Sorbitol/Glucose/2-Keto-D-Gluconate dehydrogenase) interrupted in mutant 25(10F) (see fig.
3) Other enzymes related to putative alkaline phosphatases (i.e., PhoD like, NKI171510.1 and
NKI72605.1), involved in cytochrome c biogenesis (NKI72023.1) or presenting an
oxidoreductase activity (NKI171676.1) were also identified in the list of TAT-proteins.

Functional and physiological characterization of mutants 25(10F), 31(11B) and 34(11H)
Cytochrome activity

As mutants 25(10F) and 31(11B) were affected on genes encoding a cytochrome subunit or
involved in the biogenesis of cytochrome c, a cytochrome oxidase test was performed on all
mutants. This qualitative test based on the oxidation of Tetramethyl-p-phenylene diamine
(TMPD) revealed that the three mutants formed a purple pigment as the WT strain (Table 2),
revealing that the cytochrome ¢ oxidase of the strain PMB3(1) was still functional in all the
mutants. This result highlights that strain PMB3(1) possesses several cytochrome ¢ biogenesis
systems independent on the resB/resC system interrupted in mutant 31(11B). Indeed, a genome
analysis revealed that the strain PMB3(1) possesses two cytochrome biogenesis loci.

Detection and quantification of organic acids

lonic chromatography analyses permitted to identify the main acids produced (i.e., Gluconate,
oxalate, pyruvate, formate, and succinate) by the WT strain and mutants in presence of glucose
(Table 2). Gluconate was the major organic acid detected in the WT culture supernatant,
reaching a concentration of 878.7+3.3 mg/l, while all other organic acids are present at very
low concentrations (pyruvate: 2.87 mg/l; succinate: 0.07 mg/l). Noticeably, gluconate was not
detected in any of the supernatants from the 3 mutants (i.e., mutants 25(10F), 31(11B) and
34(11H); Table 2). Amongst other organics, only pyruvate presented significant differences
between the WT strain and mutants, but with very low concentrations (WT: 2.87+0.63 mg/l;
25(10F): 1.08+ 0.03 mg/l; 31(11B): 1.55+0.23 mg/l and 34(11H): 0.11+0.06 mg/I) (P<0.05).

Growth in rich (LB) medium
To get a better understanding of the importance of the gene(s) interrupted in the different
mutants, their growth was monitored for 120 hours in LB medium (Fig. 4; Table 2). No
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Figure 4: Growth test on WT, mutants and complemented mutants in LB broth

Growth monitoring of the wild type strain and of the mutants 25(10F), 31(11B) and 34(11H) complemented or not was

done in LB medium over a period of 120 h. Growth was performed under orbital shaking and the measures correspond to

absorbance measurement at A600 nm. Each point is the mean of 3 independent replicates. For legibility reason, the

standard error was not presented.
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difference between the WT and the 25(10F) mutant was observed. Indeed, the growth rate (0.09
+0.02 h'; P<0.01), the lag time (ca. 10 h), the maximal growth yield (ODsgsnm of 1.20 * 0.05)
as well as the time necessary to reach the stationary phase for the WT and mutant 25(10F) (i.e.,
40 h) were similar. In contrast, mutants 31(11B) and 34(11H) differed significantly from the
WT strain. Mutant 31(11B) presented a growth rate of 0.06 + 0.01 h't, a lag phase of 25 h, a
maximal growth yield (ODsgsnm) of 0.95 + 0.08 and it required 50 h to reach the stationary
phase. Mutant 34(11H) presented the lowest growth rate of 0.02 + 0.01 h'%, a maximal growth
yield (ODsgsnm) of 1.08 + 0.08 and it required 120 h to reach this maximum.

Impact of the carbon source on the acidification process
As acidification plays an important role in the mineral weathering process by strain PMB3(1),
several carbon sources coming from the metabolism of glucose (i.e., gluconate, 2KGA, 5KGA)
were tested in minimal medium (BHm) (Fig. 5). Contrary to the strong acidification observed
with glucose, these growth assays revealed no difference of pH between the WT and mutant
strains when they were cultivated in minimal medium amended with glucose derivatives such
as GA or 2KGA (pHwt = pHmutant = 6.2). No growth was observed with 5KGA.

Complementation analysis of the mutants

To confirm the involvement of the interrupted genes identified in the different mutants (i.e.,
25(10F), 31(11B) and 34(11H)) in the MW ability of strain PMB3(1), a functional
complementation was performed. For each mutant, the native gene(s) under a constitutive
promoter was cloned in the pBBR1MCS-2 vector. These constructions were then transformed
in the corresponding mutant and tested with the same set of functional assays as described
above. Noticeably, the quantitative assays performed on solid TCP medium revealed that the
complemented mutants 25(10F)(pB2-gdhC) and 34(11H)(pB2-tatABC) recovered fully their
mineral weathering ability to WT effectiveness (Table 2). The mutant 31(11B)(pB2-resB) was
restored in its ability to weather mineral, but presented a slightly lower efficiency than the WT
strain, when harbouring gene resB on the pPBBR1MCS-2 plasmid. Regarding acidification,
upon complementation pH was further reduced from pH 5.1 + 0.1 observed in the mutants to
4.4 £ 0.1 in the complemented mutants after 3 days, which was not significantly different from
that observed with the WT strain harbouring the empty vector pBBR1IMCS2 (4.3 £ 0.1). In
addition, the restoration of the glucose dehydrogenase activity was observed in the

complemented mutants. Last, complementation restored growth of all mutants (Fig. 4).
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Figure 5: Acidification ability and growth on different carbon sources for the WT and mutants strains

The acidification (right axis) after 5 days of incubation at 25°C of the BHm medium with different carbon source (glucose,
gluconate, 2keto gluconate and 5-keto gluconate) is presented by coloured circles according to the strain considered. The
absorbance at 595 nm (left axis) representing the growth of the different strains is presented by coloured bars. The non-

inoculated medium was used as control. Each value is the mean of three independent replicates + the standard error of the mean.



CHAPITRE 2 : La Glucose/Méthanol/Choline oxydoréductase, une enzyme impliquée dans l'altération des minéraux via un processus
d’acidolyse

Bioinformatic properties and conservation of GMC oxidoreductases in the collimonads and
related genera

For bacteria carrying a glucose dehydrogenase enzyme of the GMC oxidoreductase family, the
conversion of glucose to gluconic acid is mainly performed by the large subunit (i.e., gdhL) of
the enzyme (Yamaoka et al. 2008). In this context, bioinformatic analyses were performed on
this subunit to analyse its properties and its conservation among collimonads and related taxa.

In strain PMB3(1), this approach allowed to identify a single GMC oxidoreductase organized
in three subunits and corresponding to the genomic region described above for mutant 25(10F).
A second homologous of the large subunit (GdhL) was also identified in strain PMB3(1), but
with a low identity (20%). Contrary to the GMC oxidoreductase, this homologue is organized
as a single unit (i.e., one gene) and encodes a putative choline dehydrogenase. The pfam
analysis done on the sequence of the large subunit of the strain PMB3(1) evidenced the presence
of a Rossmann-like domain (amino acid 11 to 41; e-value = 2.0e-5) and two GMC
oxidoreductase domains (domain C: 405 to 525, e-value 1.5e-18; domain N: 176 to 318, 1.5e-
5), supporting by this way the function attributed to the gene identified in our study (i.e., a
Glucose dehydrogenase from the GMC oxidoreductase family) (Fig. S2). Notably, all the GMC
oxidoreductases described in the literature present the 3 domains detected (Rossmann, GMC_N,
GMC_C) and all are specifically associated to enzymes binding FAD as cofactor (i.e., gluconate
dehydrogenase, GADH; glucose dehydrogenase, GDH; fructose dehydrogenase, FDH; sorbitol
dehydrogenase, SDH) (Kataoka et al. 2015; Toyama et al. 2005).

The comparison of homologous sequences from the available Collimonas genome sequences
revealed a very good conservation of the different domains (Fig. S3). In the putative FAD
domain, only two positions on a total of 31 varied among the collimonads (Fig. S2). In the
GMC_C domain, 10 positions on a total of 86 varied, while 16 positions on a total of 121 varied
in the GMC_N domain (Fig. S2). Beside these pfam domains, we also detected in the large
subunit sequence of strain PMB3(1), the cysteine-rich region (cys208, cyst214, cys218 in our
alignment; Fig. S2) identified by Shiota et al. (2016) as specific of the FAD-dependent
dehydrogenases. This region is constituted by three conserved cysteine (Cys) residues
(CCGNNNCMPICP), all conserved in the Collimonas genomes considered. This particular site
constitutes an iron-sulfur cluster essential for electron transfer from FAD to the cytochrome ¢
subunit (Shiota et al. 2016).

When the sequence comparison integrated neighbouring genera, it revealed a good conservation
of the large subunit sequence among the taxa tested and a stronger relatedness of
Janthinobacterium and Glaciimonas with Collimonas. In contrast, Herbaspirillum presented
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important variations (Fig. S3). The sequence of the GdhL protein of strain PMB3(1) presented
ca. 90 % of identity with that of strains PCH181 and GS1 of Glaciimonas sp., 80 % with that
of Janthinobacterium and only 50 % with that of Herbaspirillum seropedicae and H.
rubrisubalbicans. The low relatedness of the GdhL of Herbaspirillum was also visible in the
sequence alignment, especially in the domain GMC_C.

Last, a sequence comparison between the large subunit of strain PMB3(1) and the large subunit
of FAD-dependent dehydrogenases for which the function and/or the FAD-dependence were
experimentally demonstrated (i.e., a GADH from Gluconobacter frateurii, two SDHs from
Gluconobacter oxydans and G. frateurii, a FDH from Gluconobacter japonicas and a GDH
from Burkholderia cepacia) or suspected (choline dehydrogenase (CDH) from Pantoea
agglomerans) was performed (Fig. S3). This analysis revealed that the most distantly related
sequence was the GADH. The positions on the phylogenetic tree are supported by the strong
sequence variations observed in the sequence alignment. The large subunit sequence of strain
PMB3(1) appeared also poorly related to the FDH and SDH. The stronger relationship was
observed with the glucose dehydrogenase (GDH) from Burkholderia cepacia (Tsuya et al.
2006).

DISCUSSION

The ability to weather minerals was evidenced for a broad range of bacterial genera, but the
genes involved have been poorly investigated and characterized. To date, the main system
described is related to the PQQ-dependent glucose dehydrogenases (PQQ-GDH), which allows
the production of protons and gluconic acid. The role of such enzymes and the related pgq genes
(i.e., pgqgABCDEF) in the solubilisation of highly weatherable minerals (i.e., Pi) was reported
in several studies (Goldstein, 1995; Goldstein et al. 2003; Babu-Khan et al. 1995), but only
recently for a complex mineral (i.e., biotite; Wang et al. 2020). In this study, we investigated
the molecular mechanisms and the genes explaining the high MW effectiveness of strain
PMB3(1) of Collimonas as well as their relative conservation among collimonads.
Collimonads have been isolated from various nutrient-poor environments (i.e., sand dune,
forests soil) and in fungal rich habitats (i.e., mycorrhizosphere) (Colin et al. 2017; Uroz et al.
2007; Lepleux et al. 2012). They are recognized as particularly effective at mobilizing nutrients
using fungal derived metabolites such as glucose, trehalose, mannitol (Uroz et al. 2009b). The
genome analysis performed in this study reveals that none of the sequenced Collimonas to date
possess the canonical pgq biosynthesis genes nor PQQ-dependent enzymes, meaning that

alternative mechanisms to the PQQ-dependent pathway are involved in their MW ability. Those
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results confirmed the observations made on the Ter Collimonas strains (Ter331, Terl4, Ter6,
Ter91 or Terl0; Mela et al. 2012) or on strain PMB3(1) (Picard et al. 2020). In this study, we
confirmed that strain PMB3(1) is very effective at weathering and at producing gluconic acid,
and we showed for the first time that at least a part of this gluconic acid is converted to 2-keto-
gluconic acid (2KGA), evidencing the presence of a glucose dehydrogenase (GDH) activity
and of a gluconate dehydrogenase (GADH) activity. Such conversion of glucose to gluconic
acid and then to 2KGA corresponds to the direct oxidative pathway described by Ebert et al.
(2011). The 2KGA is then converted into 6-P-gluconate by a 2-keto gluconate kinase and a 2-
keto gluconate 6-phosphate reductase prior to entering the Pentose pathway or the Entner-
Doudoroff pathway (Ebert et al. 2011). Beside its capability to produce gluconic and 2-keto-
gluconic acids, we demonstrated that strain PMB3(1) is capable of metabolizing these two
acids, without acidification of the solution. No growth was observed with the 5-keto-gluconic
acid. The ability to produce GA and 2KGA is well conserved among Gram-negative bacteria,
but the production of 5KGA or 2,5KGA is more specific to acetic bacteria such as Acetobacter
or Gluconobacter (Sitzl et al. 2019). Bacteria producing GA and 2KGA have been described
as being more effective at solubilizing calcium phosphate than other bacteria (Babu-Khan et al.
1995).

A focus on the genomic region flanking the plasposon insertion in mutant 25(10F) allowed a
better understanding of the link between the 3 weathering null mutants, though they were
geographically distant and apparently unrelated. We identified a PQQ-independent enzyme
presenting high homology with Glucose/Methanol/Choline (GMC) oxidoreductases (Sitzl et
al. 2019; Cavener, 1992). The GMC superfamily encompasses a wide variety of FAD-
dependent oxidoreductases (e.g., glucose oxidase (GO), glucose dehydrogenase (GDH),
alcohol oxidase (AO), cellobiose dehydrogenase (CDH)) that are present in both prokaryotic
and eukaryotic domains (Sttzl et al. 2019; Zamocky et al. 2004). They are composed of three
subunits encoding a small subunit, a large subunit, and a cytochrome c¢ subunit (Sutzl et al.
2019; Cavener, 1992), corresponding exactly in term of organization (small subunit: gdhS; large
subunit: gdhL and cytochrome subunit: gdhC) and sequence homology to the genomic region
impacted in mutant 25(10F). The large subunit of strain PMB3(1) is characterized by several
domains according to pfam analysis (a FAD domain and two GMC oxidoreductase domains (N
and C)) and the presence of a cysteine rich region. This cysteine rich region was shown to be
conserved in the catalytic large subunit of FAD-dependent dehydrogenases (Shiota et al. 2016).
While we were able to demonstrate the GDH activity and the production of gluconic acid by
strain PMB3(1), testing experimentally the FAD dependence of the GDH activity would require
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Figure 6: Molecular mechanisms of PQQ-independent GDH inmineral weathering process of Collimonas pratensis
PMB3(1).

The hypothetical functional model presented in herewas generated based on the data extracted in this study and from the
literature. The GDH of the strain Collimonas pratensis PMB3(1) is composed of three subunits GdhS, GdhL and GdhC
(blue). The GdhL subunit is able to bind the cofactor FAD (yellow) in the cytoplasm. The complex GdhS-GdhL is formed
in the cytoplasm and then transported in the periplasm. This transfer is done through the Twin Arginine Translocation
system (green), due to the presence of a TAT signal of the GdhS subunit. The functioning of the TAT system is based on
the proton motive force. The cytochrome subunit (GdhC) is maturated by the ResABC system (orange) and translocated in
the periplasm where it fixes heme. The GDH converts glucose in gluconate (GA) and protons (pink). Gluconate is then
converted to 2-Keto-gluconate (2KGA) by the gluconate dehydrogenase (grey). The conversion of glucose to gluconic
acid and then to 2KGA corresponds to the direct oxidative pathway (dotted red box). The 2KGA can go to the cytoplasm
where it is then converted into 6-P-gluconate by a 2-keto gluconate kinase and a 2-keto gluconate 6-phosphate reductase
prior to enter in the Pentose or the Entner-Doudoroff pathways. Both GA and 2KGA support the growth of strain
PMB3(1). Protons produced by GDH activity lead to an acidification of the extracellular environment and permit the

dissolution of minerals through acidolysis. The mineral weathering makes nutrients available to bacteria.
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the purification of the three subunits in a functional form, which was not possible in our labs.
A FAD dependence test performed on lyzed cells was inconclusive. The known FAD-
dependent GDHs are involved in the oxidation of different substrates including sugars, alcohols,
cholesterol and choline and their conversion to the corresponding lactone. In presence of
glucose, these enzymes allow the production of D-glucono-1,5-lactone, which is then converted
to gluconic acid through the action of a gluconolactonase or spontaneous hydrolysis (Ferri et
al. 2011; Zamocky et al. 2004). Strain PMB3(1) possesses several putative gluconolactonases
(NKI170323.1, NK167822.1, NKI172143.1) in its genome. Although additional experiments are
required to support the different steps, we proposed here a hypothetical functional model of the
main mechanisms used by strain PMB3(1) to weather minerals and linking the different mutants
obtained in this study (Fig. 6).

To be functional GMC oxidoreductases also require a mature cytochrome c¢ subunit and a small
subunit. The maturation of the cytochrome ¢ subunit is performed through the ResB and ResC
system (Crow et al. 2005), which allows the translocation of the heme during cytochrome
maturation (Kranz et al. 2009). Without the heme, the cytochrome ¢ subunit is not functional
and does not permit electron transfer. Strain PMB3(1) possesses both ResB and ResC system
and very interestingly the resB gene is interrupted in our mutant 31(11B), likely interrupting
the maturation of the cytochrome c¢ subunit of the GDH identified. Notably, its activity was
restored when a complementation in trans was done with the gene resB. The last small subunit
of the GMC oxidoreductases is a protein required for the proper folding and secretion of the
large subunit (Shiota et al. 2016; Yamaoka et al. 2008). Indeed, without a functional small
subunit, the GDH of Burkholderia cepacia strain SM4 failed to perform the oxidation of its
substrate (YYamaoka et al. 2008). The small subunit of strain PMB3(1) is also characterized by
a TAT-signal. This particularity was also observed in various dehydrogenases organised in
three subunits. This strongly suggests that in absence of translocation of the small subunit, the
related FAD-dependent enzyme is not functional. Congruent with this hypothesis, Toyama et
al. (2007) showed that the assembly of the different subunits of the FAD-GADH of
Gluconobacter dioxyacetonicus was performed in the cytoplasm before the translocation
through the TAT system and using the TAT signal of the small subunit. In addition,
experimentations showed that TAT system allowed the translocation of folded proteins
associated with their co-factor (Allen et al. 2002; Palmer and Berks, 2012). In this context, the
TAT-signature of the PMB3(1) GdhS (i.e., the small subunit of the GDH) represents the link
between the mutant 34(11H) and the MW null phenotype. Besides the small subunit of the
Glucose dehydrogenase (GdhS) of strain PMB3(1), several other TAT-exported proteins could
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also play a role in MW, such as those involved in cytochrome biogenesis, oxidoreduction or
more especially in the hydrolysis of organic phosphate (Table S4) (Chhabra et al. 2013 ;
Lidbury et al. 2016). However, the complete loss of MW activity in the other two mutants (i.e.,
25(10F), 31(11B)) would not support this hypothesis.

The conservation of the MW ability among collimonads prompted us to determine the
phylogenetic distribution of the GDH type identified in strain PMB3(1) in collimonads and
closely related genera. The comparison done on the sequenced genomes of Collimonas (C.
pratensis , C. arenae, C. fungivorans, C. sp.) revealed a good conservation of this GDH type as
well as of the TAT system, and the absence of PQQ-dependent GDHs or the related pqq
biogenesis genes in collimonads. Such conservation of the PQQ-independent GDH identified
from strain PMB3(1) was expected, as Collimonas are known to harbour important gene
conservation among the different species described (Mela et al. 2012). The comparison done
between the large subunit of the GDH of strain PMB3(1) and other dehydrogenases FAD-
dependent in other taxa revealed that it was more strongly related to Glaciimonas,
Janthinobacterium and Burkholderia than Herbaspirillum or Gluconobacter. The GDH of
PMB3(1) presented higher homology with other alcohol dehydrogenases experimentally
identified as sorbitol (FW02570.1), glucose (AAN39686.1) or fructose (BAM93252.1)
dehydrogenases, all FAD-dependent. This relative proximity between different type of FAD-
dependent dehydrogenases may be due to the low substrate specificity of some of these
enzymes, which are capable of oxidizing different substrates, including glucose (Yamaoka et
al. 2008). In contrast, the most distantly related FAD-dependent dehydrogenase of our analysis
was the GADH (i.e., Gluconate DH; BAH80545.1) of Gluconobacter frateurii that converts
gluconate to 2 ketogluconate. Beside the large subunit, the small and cytochrome subunits were
also well conserved between collimonads and related taxa. The conservation of an homologous
of the GDH of strain PMB3(1) in Glaciimonas and the presence of this taxa in nutrient-poor
and rocky environments (i.e. the forest soil, alpine glaciers) (Udoviéi¢ et al. 2015) suggest that
members of this genus are well adapted to oligotrophic conditions and capable of weathering
minerals as are collimonads. Their MW ability remains to be tested. In contrast, important
differences were found in the sequence of the GMC_C domain and the Cys-rich region of the
large subunit of Herbaspirillum, a genus reported as non- or poorly-effective at weathering
minerals (Uroz et al. 2009b). Beside the presence of a GMC oxidoreductase homologue, our
genomic analyses revealed that some representative strains of the genus Burkholderia,
Glaciimonas, Gluconobacter or Pantoea were also characterized by the presence of pgqg-
encoding genes as well as PQQ-dependent enzymes in their genome, but their ability to
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solubilize minerals is unknown. Such results reveal that bacteria can possess both PQQ-
dependent and -independent GDH. Interestingly, a dual transcriptomic and proteomic approach
done on another effective MW bacterial strain (i.e. strain PML1(12) of Caballeronia
mineralivorans) harbouring both systems highlighted that a homologous GMC oxidoreductase
was up-regulated in presence of biotite, while the pgg-related genes appeared poorly expressed
and not regulated (Uroz et al. 2020). This GMC oxidoreductase presented high sequence
homology with the FAD-dependent GDH of Burkholderia cepacia strain SM4 and with the
GDH identified in strain PMB3(1) in our study, suggesting that such enzyme may be broadly

conserved in Burkholderiales.

CONCLUSION

This study elucidated the main molecular mechanism used by collimonads to weather mineral.
Our results show that their effective MW ability is likely due to an enzymatic activity based on
a PQQ-independent GMC-DH capable of oxidizing glucose to gluconic acid (i.e., a PQQ-
independent glucose dehydrogenase). This crucial step of the direct oxidative pathway leads to
a high production of protons jointly with the oxidation of glucose and an important acidification
of the nearby environment and consequently the dissolution of the minerals. This enzyme
appears conserved among collimonads explaining their conserved effectiveness. The variations
of sequence observed in the GMC_C domain of the large subunit of this enzyme may explain
why some of the related taxa (i.e., Herbaspirillum, Janthinobacterium) harbour a lower
effectiveness at weathering minerals than collimonads. Our results represent the first
demonstration that MW in bacteria is not exclusively explained by the PQQ-dependent GDH
production of gluconate and that an alternative pathway based on a PQQ-independent GDH
also exists in MW bacteria lacking the PQQ system. As such enzyme is largely distributed in
Bacteria, Archaea and in some Eukaryotes (Sutzl et al. 2019), it may open new perspectives in
the understanding of the MW process by microorganisms and plants. Noticeably, our genomic
analyses revealed that some bacteria harbour both the PQQ-dependent and PQQ-independent
GDH in their genome as stated in some representative strains of the genus Burkholderia,
Glaciimonas, Gluconobacter or Pantoea (this study; Uroz et al. in press). The next step for
future researches will be to determine whether i) the GDH activity is regulated by the
availability of inorganic nutrients (P, K, Mg...) as is the case for the PQQ-dependent GDH
(Sasnow et al. 2016) or the presence/absence of a mineral (Uroz et al. 2020) and ii) the GDH
genes can be used as biomarkers of the presence of the mineral weathering function into the

soil.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1 : Description of the genomic region of the plasposon insertion in mutant 31(11B)

Accession Putative function Gene Length BLASTP
number annotation  (nt) (% Id against NCBI)
NKI71669.1  Mg2+ transporter _ 1149 93% Magnesium transporter cora  Collimonas
protein, cora-like family protein sp. PA-H2
protein [WP_098495086.1]
NI* Protein of unknown _ 195 97% Hypothetical protein Collimonas
function cpter291 0433 pratensis

[AMP12718.1]
NKI71670.1 Delta-aminolevulinic hemB 1068 99%  Porphobilinogen synthase  Collimonas

acid dehydratase [PFH10198.1] sp. PA-H2
NKI71671.1 Putative GTP-binding engB 732 95% Yiha family ribosome Collimonas
protein engb biogenesis GTP-binding sp. PA-H2
protein [WP_098495089.1]

NKI71672.1 Cytochrome c4 _ 666 99% Cytochrome c4 Collimonas
[WP_098495090.1] sp. PA-H2
NKI71673.1 Cytochrome c-type resB 2160 94% Cytochrome c biogenesis  Collimonas
biogenesis protein protein resb sp. PA-H2

Ccsl/ResB [WP_098495091.1]
NKI71674.1  Cytochrome c-type resC 1146  99% C-type cytochrome Collimonas
biogenesis protein biogenesis protein ccsb sp. PA-H2

ccsa/resc [WP_098497480.1]
NKI71675.1 Putative phosphatase _ 684 92% HAD family hydrolase Collimonas
yieh [WP_098495092.1] sp. PA-H2
NKI71676.1 Exported heme- yedY 981 94% Protein-methionine- Collimonas
molybdoenzyme sulfoxide reductase catalytic  sp. PA-H2

molybdopterin- subunit msrp
containing subunit [WP_098495093.1]

yedy; TAT export
NKI71677.1  Sulfoxide reductase yedZ 669 89% Sulfoxide reductase heme-  Collimonas

heme-binding subunit binding subunit yedz sp. PA-H2
yedz [WP_098495094.1]
NKI71678.1 Conserved exported _ 825 87% Transporter Collimonas
protein of unknown [WP_092414082.1] sp. OK307
function

* Some of the proteins listed have not been identified (NI) according to the prediction tools used by
NCBI, but were predicted in the MICROSCOPE platform.

- 110 -



CHAPITRE 2 : La Glucose/Méthanol/Choline oxydoréductase, une enzyme impliquée dans l'altération des minéraux via un processus

d’acidolyse

Table S2 : Description of the genomic region of the plasposon insertion in mutant

34(11H)
Accession Putative function Gene Length BLASTP (%Ild against NCBI)
number annotation  (nt)
NKI71753.1 Imidazole glycerol hisF 765  99% Imidazole glycerol Collimonas sp.
phosphate synthase, catalytic phosphate synthase 0OK?242
subunit with hish subunit hisf
[WP_092356093.1]
NKI71754.1  Fragment of bifunctional hislE 396 97%  Phosphoribosyl-  Collimonas sp.
protein [Includes: AMP OK®607
phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase
cyclohydrolase; [WP_092434873.1]
phosphoribosyl-ATP
pyrophosphatase] (part 1)
NKI71755.1  Fragment of bifunctional hislE 378  94%  Phosphoribosyl-  Collimonas sp.
protein [Includes: ATP diphosphatase PA-H2
phosphoribosyl-AMP [WP_098495230.1]
cyclohydrolase;
phosphoribosyl-ATP
pyrophosphatase] (part 2)
NKI71756.1 Protein hita hitA 372 93% Histidine triad Collimonas sp.
nucleotide-binding PA-H2
protein
[WP_098495231.1]
NKI71757.1  Sec-independent protein tatA 231  95% Twin-arginine Collimonas
translocase protein tata translocation protein  fungivorans
tata [AEK60361.1] Ter331
NKI71758.1  Sec-independent protein tatB 495 93%  Sec-independent  Collimonas sp.
translocase protein tatb protein translocase PA-H2
subunit tatb
[WP_098495232.1]
NKI71759.1 Tatabce protein tatC 768 95%  Twin-arginine  Collimonas sp.
translocation system translocase subunit PA-H2
subunit tatc
[WP_098495233.1]
NKI71760.1 Conserved protein of _ 690 97% DUF2461 domain- Collimonas sp.
unknown function containing protein PA-H2
[WP_098495234.1]
NKI171761.1 Emrb/gaca subfamily drug 1452  94% DHAZ2 family efflux Collimonas sp.
resistance transporter MFS transporter PA-H2
permease subunit
[WP_098495235.1]
NKI171762.1  Putative htra-like serine 1167 98% Do family serine  Collimonas sp.
protease endopeptidase PA-H2
[WP_098495236.1]
NKI171763.1 Putative GTP cyclohydrolase 768  93%  Dinuclear metal ~ Collimonas sp.

1type 2

center ybgi/SA1388
family protein
[PFH10368.1]

PA-H2
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NKI71764.1 Heat shock protein 15 hsIR 387 96% RNA-binding S4  Collimonas sp.
homolog domain-containing PA-H2
protein

[WP_098495238.1]
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Table S3 : Description of the genomic region of the plasposon insertion in mutant 59(7B)

Accession Putative function Gene Length Blastp (%id against ncbi)
number annotation (nt)
NKI72634.1  Zinc metalloprotease _ 984 93% Hypothetical protein Collimonas sp.
BCF11 1207 PA-H2
[PFH08832.1]
NKI72635.1  1-acyl-sn-glycerol-3- nlaB 744 98%  1-acyl-sn-glycerol-3-  Collimonas sp.
phosphate phosphate acyltransferase PA-H2
acyltransferase [WP_098493940.1]
NKI172636.1 D-glycero-beta-D- _ 558 97% D-glycero-beta-D-manno- Collimonas sp.
manno-heptose-1,7- heptose 1,7-bisphosphate PA-H2
bisphosphate 7- 7-phosphatase
phosphatase [WP_098493939.1]
NKI72637.1 Glycine trna synthetase, glyS 2133 96% Glycine--trna ligase Collimonas sp.
beta subunit subunit beta PA-H2
[WP_098493938.1]
NKI172638.1 Glycyl-trna synthetase, glyQ 981 99% Glycine--trna ligase Collimonas sp.
alpha chain subunit alpha PA-H2
[WP_098493937.1]
NKI72639.1  Apolipoprotein N- Int 1554 92 Apolipoprotein N- Collimonas
acyltransferase % acyltransferase sp. PA-H2
[WP_098493936.1]
NKI172640.1 Putative protein involved ybeX 882 99% CBS domain-containing  Collimonas sp.
in divalent ion export protein PA-H2
[WP_098493935.1]
NKI72641.1  Conserved exported _ 267 83%  Pentapeptide MXKDX  Collimonas sp.
protein of unknown repeat protein PA-H2
function [WP_098497346.1]
NKI72642.1 Oxidoreductase, _ 780 97% Molybdopterin-dependent Collimonas sp.
molybdopterin binding oxidoreductase PA-H2
protein [WP_098493934.1]
NKI72643.1  Thiosulfate reductase _ 615 94% Cytochrome b/b6 domain- Collimonas sp.
cytochrome B subunit containing protein PA-H2
(Membrane anchoring [WP_098493933.1]
protein)
NI* Protein of unknown _ 114 97% Hypothetical protein Collimonas
function cpter91 4422 pratensis

[AMP06731.1]

* Some of the proteins listed have not been identified (NI) according to the prediction tools

used by NCBI, but were predicted in the MICROSCOPE platform.
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Table S4: List of proteins carrying a TAT-signal in the strain Collimonas pratensis
PMB3(1)

The COG class of each protein is indicated with one-letter abbreviation as followed: P,
inorganic ion transport and metabolism; Q, secondary metabolites biosynthesis, transport and
catabolism; C, energy production and conversion; E, amino acid metabolism and transport; F,
nucleotide metabolism and transport; G, carbohydrate metabolism and transport; H, coenzyme
and metabolism; J, translation, ribosomal structure and biogenesis; K, transcription; L,
replication, recombination and repair; M, cell wall, membrane, envelope biogenesis; N, cell
motility; O, posttranslational modification, protein turnover, chaperones; S, function unknown;
U, intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport; W, extracellular structures. The
bold rows indicated the proteins mentioned in the text and could be involved in MW. Some of
the proteins listed have not been identified (NI) according to the prediction tools used by NCBI,
but were predicted in the MICROSCOPE platform.

Accession Gene Putative function COG class
number annotation
(MAGE)
NKI168675.1  yagR Aerobic-type carbon monoxide dehydrogenase, large subunit C
NK169300.1 iorB Isoquinoline 1-oxidoreductase beta subunit C
NKI169617.1  soxH putative cytochrome C oxidase polypeptide Il oxidoreductase protein C
NKI71676.1  yedY exported heme-molybdoenzyme molybdopterin-containing subunit YedY; C
TAT export
NKI72252.1 mqo malate dehydrogenase, FAD C
NKI172324.1 FAD FMN-dependent dehydrogenase Cc
NKI167910.1 exported protein of unknown function C
NK169616.1 conserved protein of unknown function C
NK168636.1 putative branched-chain amino acid transport protein (ABC superfamily, E
peri_bind)
NK168806.1 ABC transporter substrate-binding protein E
NKI169719.1  aguA putative agmatine deiminase E
NKI169739.1 ggtA Gamma-glutamyltranspeptidase E
NKI72278.1 Monoamine oxidase E
NKI171314.1 conserved protein of unknown function E
NKI168557.1 rihA Pyrimidine-specific ribonucleoside hydrolase RihA F
NKI71053.1 putative nucleoside hydrolase F
NKI167981.1  ykgB putative hemagglutinin-like protein G
NKI168770.1 bga Beta-galactosidase G
NKI169257.1 ytfQ putative sugar transporter subunit: periplasmic-binding component of ABC G
superfamily

NKI168420.1 conserved membrane protein of unknown function G
NKI169773.1 conserved exported protein of unknown function G
NKI172549.1 conserved exported protein of unknown function H
NKI171161.1 Amidase, Asp-tRNAAsn/Glu-tRNAGIn amidotransferase A subunit J
NKI171645.1 rplP 50S ribosomal protein L16 J

NI protein of unknown function J
NKI168641.1 LysR family transcriptional regulator K
NKI172806.1 transposase L
NKI168262.1 plcN Non-hemolytic phospholipase C M
NKI68666.1  mrcA Penicillin-binding protein 1A M
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NKI169363.1
NK169405.1
NKI171095.1
NKI172507.1
NK168496.1
NK169248.1
NKI169912.1
NKI172023.1
NKI172219.1
NKI72562.1
NKI70121.1
NKI171510.1
NKI72113.1
NKI72201.1
NKI72274.1
NKI172605.1
NKI72716.1

NKI167804.1
NKI168502.1
NI
NKI71458.1
NKI72652.1
NKI72179.1
NKI170646.1
NKI168516.1
NKI168701.1
NKI168877.1
NKI169325.1
NKI70794.1

NKI71018.1
NKI71108.1
NKI171438.1
NKI171603.1
NK168405.1
NK168510.1
NK168544.1
NK168550.1
NKI169712.1
NKI70227.1
NKI171034.1
NKI71518.1
NKI71778.1
NKI71790.1

NI

NI

acpA Acid phosphatase

plcN Non-hemolytic phospholipase C

plcN Non-hemolytic phospholipase C
amiC N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

putative Peptide-N(4)-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagine amidase

ppiA peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A (rotamase A)

msrB Methionine sulfoxide reductase

CcsA-like protein
lifo Lipase chaperone

Methionine-R-sulfoxide reductase

mdoD glucan biosynthesis protein, periplasmic
phoD Alkaline phosphatase
nasF Nitrate ABC transporter, nitrate-binding protein
ABC-type nitrate/sulfonate
Nitrate sulfonate
Alkaline phosphatase
metQ DL-methionine transporter subunit ; periplasmic-binding component of
ABC superfamily
YSgA putative hydrolase

putative multicopper oxidase
protein of unknown function
conserved exported protein of unknown function
Type 4 fimbrial biogenesis protein PilY1
exported protein of unknown function
YadA-like protein
ars Hydrolase
putative transmembrane protein
Sulfite dehydrogenase (Cytochrome) subunit SorA apoprotein
yvnB LPXTG-motif cell wall anchor domain protein
gdhS Sorbitol/Glucose/2-Keto-D-gluconate dehydrogenase, membrane-
bound, gamma subunit
Phosphoserine phosphatase
putative secreted protein
Lipoprotein
ophA ABC peptide
conserved exported protein of unknown function
conserved exported protein of unknown function
conserved protein of unknown function
protein of unknown function
conserved protein of unknown function
conserved protein of unknown function
conserved exported protein of unknown function
conserved exported protein of unknown function
exported protein of unknown function
conserved exported protein of unknown function
protein of unknown function
protein of unknown function

VWOVVLNECCOOOO TUVUVUVUTUTUTOOO0OO0O0OZZIZILZLZ

OV ULOLLOLBLOLnOunnomnomwomom

- 115 -



CHAPITRE 2 : La Glucose/Méthanol/Choline oxydoréductase, une enzyme impliquée dans l'altération des minéraux via un processus
d’acidolyse

mp
=Q
uC
nE
mF
"G
“H
]
K
|oeL
f .M
"N
"0
"8
U

METABOLISM

Figure S1 : COG class distribution of the TAT-proteins
The proteins highlighted in red colors light to dark are those involved in metabolism, which
encompass ca. 45 % of the total TAT-proteins.
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Domain 1 FAD

Col PMB31
Col.prat Ter291
Col.prat Ter9l
Col.arenae Cal35
Col sp PA-H2
Col.fungi Ter6
Col.fungi Ter331
Col.arenae Ter282
Col.arenae TerlO
Col sp OK307

Col sp OK607

Col sp OK242
Glacii sp PCH181
Glacii sp GS1
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
Burkholderia
Gluc_japonicus
Pantoea agglo.
Gluc oxydans
Glucon frateuri
Glucon fra (GADH)

LSADVVIVGSGVAGALVAHQLAMSGASVLVLEAGPREBERWRIVENY]
LSADVVIVGSGVAGALVAHQLASGASVLVLEAGPR

ERWRIVENY]

LSADVVIVGSGVAGALVAHQLAKAGVSVLVLEAGPRIERWRIVENY
LSADVVIVGSGVAGA.VAHQLAKSGVSVLVLEAGPRLERWRIVENY

i¥s 2DV VERIGRAGVRGA LEAEL AR GRS VLELEFGPR
S ADVVESIGIG VGA LEARLARS GINS VLBLEEGP
O~ DV VIV GSGVAGAVAHO L ANEGES

LsADVV IHGRAGESCELEA RN GIES v LELBAGPRE
saDfivIVGSG AN EOCNMS VLVLEAGH

PR R R RRRPRRRERRRRPRRRERRRRR B R

domain

Col PMB31
Col.prat Ter291
C.pratensis Ter
C.arenae Cal35
Collimonas sp P
C.fungivorans T
C.fungivorans T
C.arenae Ter282
C.arenae Terl0
Collimonas _sp O
Collimonas sp O
Collimonas _sp O
Glaciimonas_sp
Glaciimonas sp
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
AAN39686.1Burkh

BAM93252.1Gluco RWMIEPDNKSQYIB (AT)REN] P
AAF21261.1Panto BWMIFFANRAGSIIFOG @20 E
AFW02570.1Gluco NTINEN - ———INGA Q" J2Ne5 PV P

BAD60913.1 'TTEN————EGA O/ P'Y PlaVaill AL P
Glucon_ frateuri YPESI----D—-2LRGAIRKRLIONLSQTTVTVR
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domain

Col PMB31 INONRN T/ HIWAAAAWRELPNDEF GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
Col.prat Ter291 INONRN T HWAAAAWRELPNDE] B CRDWPISYDELEPYYYRAEVELGVY]
C.pratensis Ter 101 [NIBEUECVAATIERZNING GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
C.arenae Cal35 INONRN T HWAAAAWRELPNDE] GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
Collimonas sp P 101 [NUEUECNVAATERZNING GRDWPISYDELEPYYYGAEVELGV
C.fungivoransiT INONRN T HWAAAAWRELPNDE] GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
C.fungivorans T 101 [NIENECVATERZ\NG GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
C.arenae Ter282 INONRN T HWAAAAWRELPNDE] GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
C.arenae Terl0 INONRN T/ HIWAAAAWRELPNDEF GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
Collimonasispio INONEN T HWAAAAWRELPNDE] GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
Collimonas sp O 101 NIEWNEVGNVAATERZNING GRDWPISYDELEPYYYRAEVELGYV
Collimonasispio INONRN T HWAAAAWRELPNDE] GRDWPIGYDELEPYYYRAEVELG
Glaciimonas sp 101 [NIENECNVAATNERZ\ING GRIWPISYDELEPYYYRAEVELGV
Glaciimonas sp 101 S GRDWP YDELEPYYYRAEVELG
Janthin UBA1134 101 ER YYRAEIELGV
Herba_seropedlc 102 YYY

Herba rubrisuba 102 LE YYY AEV GV

AAN39686.1Burkh 103 LEPYYMRAEBELG
BAM93252.1Gluco 108
AAF21261.1Panto 114
AFW02570.1Gluco 106
BAD60913.1 106
Glucon frateuri 101

domain

Col_PMB31 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQREFSAVVN
Col.prat_Ter29l 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQRFSAVVN
C.pratenSiS_Ter 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQREFSAVVN
C.arenae_Cal35 149 GTDLGSPRKQPYPMEHLPLSWNDQRFSAVVN
Collimonas_sp_P 149 GTDLGSPRKQPYPMIHLPLSWNDQRFSAVVN
C.fungivoranS_T 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQRFSAVVN
C.fungivorans_T 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQREFSAVVN
C.arenae_Ter282 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQRFSAVVN
C.arenae_TerlO 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQREFSAVVN
Collimonas_sp_O 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPLSWNDQRFSAVVN

Collimonas sp O 149
Collimonas _sp O 149

Glaciimonas sp 149

Glaciimonas sp 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLPESWNDQRFSAVVN H-

Janthin UBA1134 149 GTDLGSPRKQPYPMDHLALSHNDQRFFD K-

Herba seropedic 150 H PMER PHSW

Herba rubrisuba 150

AAN39686.1Burkh 151 A
BAM93252.1Gluco 156 %Y GL{GBR T SKL-€--FSNTPVjEOR
AAF21261.1Panto 162 IZEAHG YFAS PH-@&
AFW02570.1Gluco 154 I (GADORIRK

BAD60913.1 154 I (GADORIRK

Glucon frateuri 161 SGEAYKVNGKIVGN@NIFDGDRSDN I% PAVKD TASTFRﬂAATEAG———YHPYSLP‘
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Domain 2 GMC_N

Col PMB31 197 _CGNNNC o YSGITHVEKAEKAGA
Col.prat Ter291 197 "CGNNNC B YSGIIHVEKAEKAGA
C.pratensis Ter 197 _CGNNNC o YSGITHVEKAEKAGA
C.arenae Cal35 197 "CGNNNC YSGIIHVEKAEKAGA
Collimonas sp P 197 _CGNNNC o YSGITHVEKAEKAGA
C.fungivorans T 197 "CGNNNC YSGIIHVEKAEKAGA
C.fungivorans T 197 _CGNNNC o YSGITIHVEKAEKAGA
C.arenae Ter282 197 "CGNNNC YSGIIHVEKAEKAGA
C.arenae Terl0 197 _CGNNNC o YSGITHVEKAEKAGA
Collimonas _sp O 197 "CGNNNC YSGIIHVEKAEKAGA
Collimonas sp O 197 _CGNNNC o YSGITIHVEKAEKAGA
Collimonas _sp O 197 "CGNNNC YSGIIHVEKAEKAGA
Glaciimonas sp 197 _CGNNNC o YSGITHVEKAEKAGA
Glaciimonas sp 197 "CGNNNC
Janthin UBA1134 197 _CGNNNC
Herba seropedic 194 CCGNNNC
Herba rubrisuba 194 “CGNNNC
AAN39686.1Burkh 201 CCGNNNC
BAM93252.1Gluco 205 _CGNNNC
AAF21261.1Panto 211 CCGNNNC|
AFW02570.1Gluco 204 CIBGNNNC
BAD60913.1 204 IBGNNNC

Glucon frateuri 218

Domain 2 GMC_N

Col PMB31 247
Col.prat Ter291 247
C.pratensis Ter 247

C.arenae_CaI35 247 @ RVTGKYFVLAANGIEIPKLML
Collimonas sp P 247 MHRVTGKYFVLAANGIEIPKLMIL
C.fungivorans T 247 @I RVTGKYFVLAANGIEIPKLML
C.fungivorans T 247 EHRVTGKYFVLAANGIEIPKLMIL
C.arenae Ter282 247 @I RVTGKYFVLAANGIEIPKLML
C.arenae Terl0 247 MHRVTGKYFVLAANGIEIPKLMIL
Collimonas _sp O 247 @I RVTGKYFVLAANGIEIPKLML,
Collimonas sp O 247 MHRVTGKYFVLAANGIEIPKLMIL
Collimonas_sp O 247 @ IRVTGKYFVLAANGIEIPKLML
Glaciimonas sp = 247

Glaciimonas sp = 247

Janthin UBA1134 247

Herba seropedic 244 AVHY MDA —HRIT FVLAANBIENWPKL
Herba rubrisuba 244 ;DWNK I RVT FVLAANIIETPKL
AAN39686.1Burkh 251 ‘ALYKDKTGAE—HR GKYFVLAANGIEQNPK
BAM93252.1Gluco 255 KEFVIAANGIEPKL
AAF21261.1Panto 261 KIFALABNGTEMWPRL
AFW02570.1Gluco 254

BAD60913.1 254 gli

Glucon frateuri 276
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Domain 2 GMC_N
Col PMB31
Col.prat Ter291
C.pratensis Ter
C.arenae Cal35
Collimonas sp P
C.fungivorans T
C.fungivorans T
C.arenae Ter282
C.arenae Terl0
Collimonas sp O
Collimonas sp O
Collimonas sp O
Glaciimonas sp
Glaciimonas sp
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
AAN39686.1Burkh
BAM93252.1Gluco
AAF21261.1Panto
AFW02570.1Gluco
BAD60913.1
Glucon frateuri

Domain 3 GMC_C
Col PMB31
Col.prat Ter291
C.pratensis Ter
C.arenae Cal35
Collimonas sp P
C.fungivorans T
C.fungivorans T
C.arenae Ter282
C.arenae Terl0
Collimonas _sp O
Collimonas sp O
Collimonas _sp O
Glaciimonas_sp
Glaciimonas sp
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
AAN39686.1Burkh
BAM93252.1Gluco
AAF21261.1Panto
AFW02570.1Gluco
BAD60913.1
Glucon_ frateuri

304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
304
301
301
308
312
318
312
312
334

360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
360
357
357
364
368
374
369
369
391

NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTELA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTGVTEF LA
NSSDQVGRNLMDHPGTNVTFLA SN
NSSDQVGRNLMDHPGTH

FLAGERIN
NSSDQVGRNLMDHPGTGleLA———D—
NNV GRNLEDH PERCY T F i
ND VGRNLDH P

NSSDNVGRNLMDHPGTG

LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAAQ
LNNMAQTNHAO
LNNMAQTNHAAQ

@sSRIDOE T@K I FRA-——-——-
YN TSN SREYEMK]
YY" SRVV TR TEOoR
VDDN@VDFITGLE
VDDN@VDFITGLE
GGSPVWV§OIELKP

AAATIGTGGGETPRW]

EDLWPGRGPIEMTS
EDLWPGRGPIEMTS
EDLWPGRGPIEMTS

DMRDGAFRSEYAAKKLH]
DMRDGAFRSEYAAKKLH
DMRDGAFRSEYAAKKLH]
EDLWPGRGP IEMT SMVDMRDGEFRIX Y ARKKLH
EDLWPGRGPIEMTSHVDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIVDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIVDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTS[IVDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIXDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIVDMRDGAFRISEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIVDMRDGAFRINEYAAKKLH
EDLWPGRGPIEMTSIVDMRDGAFRINEYAAKKLH
EDIWPGRGEIEMTSIVDMRDGEF EYABKKLE
EDMWPGRGEI EMBS IVDMRDGAFRSEYAAKKLH
EDLWPGRGPHE

E

< LNOE ITRRRAARTVNINSFHDILPNPE
< LNOEITRRRAARTVNINSFHDILPNPE
< LNOEITRRRAARTVNINSFHDILPNPE
< LNOEITRRRAARTVNINSFHDILPNPE
< LNOE IRRRAARTVNINSEFHDILPNPE
< LNOEITRRRAARTVNINSFHDILPDPE
< LNOE IRRRAARTVNINSFHDILPDPE
<\ LNOETRRRAARTVNINSFHDILPN

——KLNQEIRRRAARTVNINSFHDILPQ

IDAE T R
IBJE TR

NS FDC
‘HG‘DEYAN
AV H ¥D SISLu Pl
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Domain 3 GMC_C
Col PMB31
Col.prat Ter291
C.pratensis Ter
C.arenae Cal35
Collimonas sp P
C.fungivorans T
C.fungivorans T
C.arenae Ter282
C.arenae Terl0
Collimonas sp O
Collimonas sp O
Collimonas sp O
Glaciimonas sp
Glaciimonas sp
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
AAN39686.1Burkh
BAM93252.1Gluco
AAF21261.1Panto
AFW02570.1Gluco
BAD60913.1
Glucon frateuri

Domain 3 GMC_C
Col PMB31
Col.prat Ter291
C.pratensis Ter
C.arenae Cal35
Collimonas sp P
C.fungivorans T
C.fungivorans T
C.arenae Ter282
C.arenae Terl0
Collimonas _sp O
Collimonas sp O
Collimonas _sp O
Glaciimonas_sp
Glaciimonas sp
Janthin UBA1134
Herba seropedic
Herba rubrisuba
AAN39686.1Burkh
BAM93252.1Gluco
AAF21261.1Panto
AFW02570.1Gluco
BAD60913.1
Glucon_ frateuri

409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
409
406
406
415
417
423
418
418
449

464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
464
462
462
470
472
478
473
473
509

NRIRPSEEKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSEEKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSEEKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSEEKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSEEKRDALGIPQPEITYSIEDYVKKSA
NRIRPSWEKRDALGIPQPEITYSINDYVEKSA
NRIRPS‘EKRDALGIPQPEITYSINDYVEKSA
NRIRPSEKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSEMKRDALGIPQPEITYSIDDYVKKSA
NRIRPSWEKRDALGIPQPEITYSINDYVKKSA
NRIRPSWEKRDALGIPQPEITYSINDYVKKSA
NRIRPSMEKRDALGIPQPEITYSINDYVKKSA
NRIRQSWEKRDALGIPQPEITYRIDDYVKKSA
NRE P SINBEIB DA LGI PQPE I TYNI DDYVKKSA

EE DALGIMPEITYSI@DYVKKSA]

DI¥L.GE PP [D)e)aYVINC TEKIRAAMDANSNAR T (&
DIRLGEPNYP

KTATNA (iR
V41 SEONE D~ LG 1 PBIPER T v el v VB K S A2
P HE [ Cle Y MD| /GN4Y - HCIE R
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Digltete F' A PNNH I MGA

IMGGDPRDSVVDAHCRSHDHENLEFTIASSAVMPVAGTVNCTLTIA
IMGGDPRDSVVDAHCRSHDHENLETASSAVMPVAGTVNCTLTIA
IMGGDPRDSVVDAHCRSHDHENLEFTIASSAVMPVAGTVNCTLTIA
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Domain 3 GMC_C
Col PMB31 AU/ T.STRIADTLRT
Col.prat Ter291 520 RNSSIBNENBISNNN
C.pratensis Ter 520 ENESIRNNIRNVE
C.arenae Cal35 YAV T.STLRIADTLRT
Collimonas sp P 520 ENSSIRNSNNRN:VE
C.fungivorans T 520 ENSSIBEVNDURNVK
C.fungivorans T 520 ENSSIRNNNRNVE
C.arenae Ter282 520 RNSSINNENBISNNN
C.arenae Terl0 VAR T.SLRIADTLRT
Collimonas sp O 520 ENSSIBEV-NDUUNVK
Collimonas sp O 520 ENSSIRNVNNRNVE
Collimonas sp O 520 ENSSIBSEVNDUUNVK
Glaciimonas sp 520 ENSSIRNENNRN:VE
Glaciimonas sp 520 LNFSINNSMRNYY
Janthin UBA1134 520
Herba seropedic 518
Herba rubrisuba 518
AAN39686.1Burkh 526
BAM93252.1Gluco 528
AAF21261.1Panto 534
AFW02570.1Gluco 529
BAD60913.1 529
Glucon frateuri 569

Figure S2: Highlight of the active domains detected in the large subunit of the GMC
enzyme and of the cysteine rich region

Domain 1 : FAD ; Domain 2 and 3 correspond to GMC sites. Each line corresponds to a protein
sequence and its localisation. The abbreviations correspond to those presented in the
phylogenetic tree in Figure 6. Gluc_ BAH805545.1, gluconate dehydrogenase;
Gluc_BADG60913.1, sorbitol dehydrogenases; Burkholderia, glucose dehydrogenase;
Gluc_japonicus, fructose dehydrogenase; Pantoea agglo., choline dehydrogenase;
Gluc_oxydans, sorbitol dehydrogenases.
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Gluconobacter frateurii BAH80545.1] # 02
q7 | Gluconobacter oxydans [AFW02570.1] &
Gluconobacter frateurii [BAD60913.1] @
100 [~ Herbaspirillum rubrisubalbicans [WP_112069846.1]
L Herbaspirilum seropedicae [WP_069373629.1]

7o Collimonas sp. OK242 [WP_082354883.1]
721 Collimonas sp. OK307 [WP_092413118.1]
gt Collimonas sp. OK607 [SFA84533.1]

Collimonas fungivorans Ter331 [AEK64251]
*lcollimonas fungivorans Ter6 [AM097938.1)

Collimonas sp. PA-H2 [WP_098494668.1)
e Collimonas arenae Cal35 [AlY 44149.1]
% Colfimonas pratensis Ter91 [AMP07795.1]
Collimonas sp. PMB31
Collimonas pratensis Ter291 [AMP17492.1]

ollimonas arenae Ter10 [AM098198.1]
3ﬁoﬂ:‘mcmals arenae Ter282 [AMP08069.1]
100 —Glaciimonas sp. PCH181 [WP_108441800.1]
Glaciimonas sp. GS1 [WP_153234757 1]
Janthinobacterium sp. [HAT29541.1]
Burkholderia cepacia [AAN39686.1) #
701 Pantoea agglomerans [AAF21261.1]
Gluconobacter japonicus [BAM33252.1] &

g

70 100} |g

N

Figure S3: Phylogenetic tree based on protein sequence of the large subunit of different
GMC-DH

Comparison of the GdhL sequence from PMB3(1) with homologous protein sequences from a
set of 22 different genera or species related to Collimonas and available on international
databases were analysed among them, 11 were assigned to the Collimonas genus. Other genera
taxonomically close to Collimonas were chosen (Glaciimonas, Janthinobacterium,
Herbaspirillum and Burkholderia). Enzymes belonging to the GMC family and with a
demonstrated function were included in the analysis such as Gluconate DH (GADH ; green
circle), Sorbitol DH (SDH ; orange circle), Fructose DH (FDH ; blue circle) and Glucose DH
(GDH ; red circle). For these protein sequences, the accession number from NCBI is indicated

between brackets.
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1. Préambule

L’analyse du génome de la souche modé¢le Collimonas pratensis PMB3(1) a révélé la présence
d’un cluster de génes potentiellement impliqué dans la synthése d’un sidérophore. Une étude a
suggéré que ce sidérophore serait probablement de 1’ornibactine mais elle se base seulement
sur des prédictions bioinformatiques et aucune caractérisation chimique n’a été réalisée (Song
et al., 2015). La question de la caractérisation chimique de ce sidérophore ainsi que son
implication dans 1’altération des minéraux a eté adressée via une approche avec a priori par

mutagénese ciblée.

2. Avrticle 3 : The mineral weathering ability of Collimonas pratensis PMB3(1)

involves a Malleobactin-mediated iron acquisition system

L. Picard, C. Paris, T. Dhalleine, E. Morin, P. M. Oger, M. P. Turpault, S. Uroz
Environmental Microbiology (2021)
https://doi.org/10.1111/1462-2920.15508

RESUME : L’altération des minéraux par les microorganismes est considérée comme étant une
succession de mécanismes basés sur 1’acidification et la chélation. Tandis que le rble de
I’acidification est établi, le role des sidérophores est difficile a distinguer de I’effet de
I’acidification. La souche modéle Collimonas pratensis PMB3(1) a été utilisée pour déterminer
le role des sidérophores dans 1’altération des minéraux. Nous avons identifié une seule région
qui comporte un gene codant une enzyme impliquée dans la synthese de peptide indépendante
des ribosomes (non-ribosomal peptide synthetase ; NRPS) et qui est responsable de la
biosynthése de sidérophore dans le génome de PMB3(1). En combinant des tests de chélation
du fer, de la mutagénése ciblée et des analyses chimiques (HPLC, LC-ESI-HRMS), nous avons
déterminé que le siderophore produit était une malléobactine X et que sa production était
régulée par la concentration en fer disponible dans le milieu. En comparant cette séquence avec
les séquences génomiques d’autres Collimonas, nous en avons déduit que la production de
malléobactine semblait étre un trait fonctionnel conservé pour ce genre bactérien, néanmoins,
certains Collimonas arborent d’autres systémes de synthése de sidérophore. Nous avons aussi
révelé en comparant la souche sauvage et son mutant impacté dans la production de

malléobactine que la synthése de ce sidérophore était essentielle pour permettre la dissolution
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d’hématite en condition non-acidifiante. Cette étude représente la premiére caractérisation d’un

sidérophore produit par le genre Collimonas et son role dans 1’altération des minéraux.

Mots clés: Collimonas pratensis PMB3(1) ; altération des minéraux ; sidérophore ;

malléobactine ; hématite

CONTRIBUTION : J’ai participé au design expérimental, j’ai réalisé les expérimentations
excepté les analyses chimiques HPLC et LC-ESI-HRMS ou j’ai seulement participé a la

préparation des échantillons. J’ai également analysé les résultats et rédigé 1’article.
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SUMMARY

Mineral weathering (MW) by microorganisms is considered to occur through a succession of
molecular mechanisms based on acidification and chelation. While the role of acidification is
established, the role of siderophores is difficult to disentangle from the effect of the
acidification. We took advantage of the ability of strain Collimonas pratensis PMB3(1) to
weather minerals but not to acidify depending on the carbon source to address the role of
siderophores in MW. We identified a single non-ribosomal peptide synthetase (NRPS)
responsible for siderophore biosynthesis in the PMB3(1) genome. By combining iron-chelating
assays, targeted mutagenesis and chemical analyses (HPLC and LC-ESI-HRMS), we identified
the siderophore produced by strain PMB3(1) as malleobactin X and how its production depends
on the concentration of available iron. Comparison with the genome sequences of other
collimonads evidenced that malleobactin production seems to be a relatively conserved
functional trait, though some collimonads harbored other siderophore synthesis systems. We
also revealed by comparing the wild-type strain and its mutant impaired in the production of
malleobactin that the ability to produce this siderophore is essential to allow the dissolution of
hematite under non-acidifying conditions. This study represents the first characterization of the

siderophore produced by collimonads and its role in mineral weathering.

Originality-Significance Statement

Nutrient access is an essential process in nutrient-poor and non-amended ecosystems. To deal
with such conditions, plants have developed particular strategies to adapt, noticeably through
the selection in their rhizosphere of functional communities effective at mobilizing the
nutrients. Among them, bacteria have been shown to be effective at mineral weathering (MW)
and at promoting plant growth. Acidification and chelation are considered as the main
mechanisms used by MW bacteria. However, our understanding of the molecular mechanisms
and genes involved remains limited. While the role of acidification is established, the role of
siderophores is difficult to disentangle from the effect of the acidification. In strain PMB3(1)
of Collimonas pratensis, the mineral weathering effectiveness depends on the carbon source
used for growth. Its high MW effectiveness in presence of glucose is explained by its strong
ability to acidify the medium. On the contrary, in presence of mannitol or trehalose, this
acidification is moderate but the MW ability is partly conserved, suggesting that strain PMB3(1)
is capable of using alternative mechanisms to weather minerals. The variable MW effectiveness
of strain PMB3(1) and its ability to promote plant growth make it a good model to decipher
MW mechanisms. The novel results obtained in this study through the combination of
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bioinformatics, chemical and phylogenetic analyses allowed us to identify and to characterized
the siderophore produced by this model strain. This study represents the first experimental
demonstration of the siderophore produced by Collimonas (i.e., malleobactin). We evidenced
how conserved is this iron acquisition system among collimonads and improved the siderophore
prediction tools. Noticeably, our results will permit a better discrimination of ornibactin and
malleobactin. Last, this study demonstrated for the first time the role of this iron acquisition
system in mineral weathering. Our findings offer relevant information for different fields of

research such as environmental genomics and chemistry, and soil sciences.
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INTRODUCTION
Iron is an essential micronutrient for living organisms. It is involved in key cellular processes
such as DNA synthesis, respiration, photosynthesis or metabolism (Rout and Sahoo, 2015). Due
to its oxidoreduction potential iron is used by several enzymes as energy source (i.e. cytochrome
subunit of enzymes or cofactors). Although this element is abundant in the Earth crust, its
bioavailability is strongly reduced in aerobic soils ranging from neutral to basic pH, while in
acidic soils such as in temperate forests, its bioavailability is higher. However, it tends to
decrease from the topsoil horizon to the deeper horizons due to the precipitation of iron as iron
oxi-hydroxides and its adsorption on different substrates such as organic matter and primary
minerals. In soils, the main sources of iron are the primary minerals (i.e., granite and other Fe-
carrying minerals and rocks), the secondary minerals such as iron oxi-hydroxides (i.e., hematite,
goethite) and the adsorbed forms. However, most of those minerals dissolve at much slower
rates than those required to support plant and microbial growth (Lindsay, 1995). Consequently,
iron access is subject to important competitions between living organisms (Butaité et al., 2017).
The ability to mobilize iron from the different soil compartments (i.e., minerals, rocks,
organic matter) has been reported for several plants, fungi, and bacteria. Noticeably, effective
iron mobilizing bacteria have been evidenced in the rhizosphere of various plants and in
different soils (Uroz et al., 2009a). The presence of such bacteria and their relative enrichment
in the rhizosphere compared to the surrounding bulk soil suggest that these functional
communities are recruited in the root environment to make iron bioavailable for plant nutrition.
Among the effective iron mobilizing bacteria encountered in nutrient-poor forest soils, bacteria
belonging to the genus Collimonas have been described for their effectiveness in mobilizing
iron (Uroz et al., 2009b, 2007; Leveau et al., 2010). Although, collimonads are considered as
members of the rare biosphere in the soil (Leveau et al., 2010), they can be the dominant taxa
in specific habitats such as in the mineralosphere (Uroz et al., 2015) or in the mycorrhizosphere
(Lepleux et al., 2012; Uroz et al., 2012). Representatives of this genus have been isolated from
various nutrient-poor environments (i.e., grass land, forests soil; (Uroz et al., 2009b, 2014;
Hoppener-Ogawa et al., 2008) and often in the close vicinity of fungi (De Boer, 2004; Uroz et
al., 2012). Some Collimonas species have been used as plant growth promoting agent (e.g.
tomatoes) to protect them against fungal pathogens (Kamilova et al., 2007; Senechkin et al.,
2013; Doan et al., 2020) and to promote the growth of Pinus sylvestris seedlings (Koele et al.,
2009). All these characteristics make this genus an interesting plant growth-promoting (PGP)

candidate.
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The functional screening of Collimonas collections revealed that all the collimonads were
especially effective at weathering minerals compared to other genera. Among them, Collimonas
pratensis strain PMB3(1) appeared as the most effective (Uroz et al., 2009b; Picard et al.,
2020). This strain is able to solubilize inorganic phosphorous, mobilize iron and dissolve
minerals. At the molecular level, this high ability to weather mineral is explained by the ability
of the collimonads to produce protons via the direct oxidative pathway (Picard et al., 2021).
Strain PMB3(1) is capable of strongly acidifying its environment when glucose is used as sole
carbon source and to produce high concentration of gluconic acid (Uroz et al., 2009b; Picard et
al., 2021). In that respect, the glucose/methanol/choline (GMC) oxidoreductase was identified
as responsible for this acidification process in strain PMB3(1) (Picard et al., 2021). Other
molecular mechanisms such as complexolysis may also play a role in the dissolution of minerals
(Uroz et al., 2009a; Dong, 2010). Indeed, most of the bacteria recruited in the rhizosphere are
capable of producing siderophores. To date, different types of siderophores have been reported
and new chelating molecules are continuously discovered (Hernandez et al., 2004; Mathew et
al., 2014). Siderophores can impact directly (i.e., surface dissolution) or indirectly (i.e.,
modification of the solution equilibrium) the mineral weathering process, especially when
carbon sources other than glucose are available (i.e., mannitol, trehalose) (Holmén and Casey,
1996; Kraemer, 2004; Parrello et al., 2016; Perez et al., 2019).

In absence of acidification, the dissolution of minerals may occur through the action of
siderophores (Shirvani and Nourbakhsh, 2010), but no experimental study was done on
collimonads to functionally characterize the gene clusters involved and the type of siderophore
produced. The ability to chelate iron was evidenced for several Collimonas strains (Uroz et al.,
2009b; Ballhausen et al., 2016). More recently, bioinformatics analyses identified genes
encoding a potential Non-Ribosomal Peptide Synthetase (NRPS) in the genomes of
collimonads (i.e., Ter6, Ter91, Ter331, Terl0, Ter282 and Ter291) and predicted the production
of ornibactin (Song et al., 2015). In this context, the goals of this study were i) to identify and
chemically characterize the siderophore produced by the model Collimonas pratensis strain
PMB3(1), ii) to investigate how conserved the gene sequences were among collimonads and
related genera and iii) to determine the role of the siderophore in mineral weathering. To do
this, we combined bioinformatics, genomics, genetics, geochemistry and functional bioassays
to decipher the genes conferring the chelating and mineral weathering abilities to strain
PMB3(1) and other collimonads. The use of high-performance liquid chromatography (HPLC)
coupled to high-resolution and tandem mass spectrometry (HRMS and MS/MS) allowed us to
identify the siderophore produced as malleobactin X.

- 131 -



Table 1: List of bacterial strains, constructions and primers used in this study

Strains, plasmids or primers

Characteristics

References

Strains

Collimonas pratensis

Strain PMB3(1)

ANRPS (PMB3(1)(NRPS::Gm))

Escherichia coli
DH5a

S17.1Apir

Plasmids
puUC1318
pGEM-T Easy
pGEM-NRPS
pGEM-NRPS::Gm
pK19mob
pK19mob-NRPS::Gm

Primers
For-NRPS
Rev-NRPS

Wild type strain
Wild type strain, with GmR cassette inserted in double
crossing over

sup E44, AlacU169, (®lacZAM15), recAl, endAl, hsdR17,
thi-1, gyrA96, relAl

TpR SmR recA, thi, pro, hsdRM+, RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7
Apir

AmpR, GmR

AmpR

pGEM-T Easy carrying a NRPS fragment

pPGEM-NRPS with insertion in Smal of the GmR cassette
KmR

pK19mob containing a EcoRI fragment obtained from pGEM-

NRPS::Gm

Tm( C)

5’-GCCCATCCAATACGCCGATTAC-3’ 54
5’-GGTCGGACCGTAGTGATTGATG-3’

Uroz et al., 2007
This study

Lab collection

Lab collection

Lab collection
Kit Promega
This study
This study
Lab collection
This study

This study
This study
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and growth media

Bacterial strains, plasmids and primers are listed in Table 1. The model Collimonas pratensis
strain PMB3(1) studied here was isolated from oak (Quercus petraea)-Scleroderma citrinum
ectomycorrhizae sampled in the organo-mineral soil horizon from the long term experimental
forest site of Breuil-Chenue (Morvan region, France; for sampling details see (Calvaruso et al.,
2007). This model strain was chosen for its high mineral weathering effectiveness (Uroz et al.,
2009b, 2007). All strains were grown at 25°C, except the strains of Escherichia coli, which
were grown at 37°C. The media used were Luria-Bertani (LB) and AB medium supplemented
with mannitol (2 g/l final concentration) as carbon source (ABm; (Chilton et al., 1974).

Gentamycin was added to the media at 20 pug/ml (final concentration) when required.

Preparation of bacterial inocula
For each growth or functional assay presented below, the wild type (WT) strain PMB3(1) and
the mutant strain affected in its ability to mobilize iron (ANRPS) were recovered from glycerol
stock (-80 °C) and grown on ABm solid medium, amended with gentamycin for the ANRPS
mutant. After a 2-day incubation at 25 °C, one colony of each strain was inoculated in liquid
ABmM medium (10 ml) and incubated for 2 days at 25 °C under 200 rpm agitation. The cultures
were then centrifuged at 8,000 g for 15 min at 10 °C and the pellet was washed twice with 5 ml
of sterile Milli-Q water to eliminate all culture medium and antibiotic traces. The pellet was
recovered in 5 ml of sterile Milli-Q water. To control the quantity of cells inoculated, the optical

density (OD) was measured at 590 nm and cell suspensions were adjusted at 0.90 + 0.03.

Siderophore activity

To determine the siderophore activity, the Chrome Azurol S (CAS) assay was performed
according to (Schwyn and Neilands, 1987) using the solid and liquid versions. Both assays are
based on the competition for iron between the CAS-Fe(lll) complex and siderophores. In
absence of chelating agent, iron is associated to the Chrome Azurol S and forms a blue complex.
When a siderophore with a higher affinity for iron is present, iron is released from the CAS-
Fe(l11) complex and the colour of the CAS solution turns to yellow.

For the solid CAS assay, a volume of 5 pl of the bacterial inoculum of the WT or the mutant
strains were inoculated on CAS agar plates and incubated at 25 °C for 3 days. The presence of
yellow halo was scored and its diameter as well as that of the colony diameter was measured,

to determine siderophore production and the growth.
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For the liquid CAS assay, a volume of 100 pl of the bacterial inoculum of the WT or the mutant
strains were inoculated in liquid ABm medium devoid of iron (10 ml) and amended with
gentamycin for the mutant strain. After 2-days incubation at 25 °C, the cultures were
centrifugated at 8,000 g for 15 min at 10 °C to recover the culture supernatant. The supernatant
was then filtered at 0.22 um (GHP Acrodisc 25 mm syringe filter; PALL) and stored at -20 °C
for further analyses. To evaluate the presence of siderophore activity, 100 pl of the filtered
supernatant was added to 100 pl of liquid CAS medium devoid of carbon source in a 96-well
microplate. The supernatant of non-inoculated medium was used as a negative control. After 1
hour of incubation at room temperature in the dark, the absorbance was measured at OD = 655
nm with a microplate reader (Bio-Rad, model iMark). The decrease of absorbance corresponds
to a change from blue color of the CAS complex to a yellow color when a siderophore is present.

ANRPS mutant construction

Total DNA was extracted from the WT strain using the protocol of (Pospiech and Neumann,
1995). To construct a targeted mutant of the gene mbaA, a portion of this gene was amplified
using the primers For-NRPS and Rev-NRPS (Table 1). These primers amplified a region of ca.
2 kb of the mbaA gene characterized by the presence of a natural Smal site in its center. The
purified PCR product was ligated into the pGEM-T Easy plasmid (Promega) resulting in the
plasmid pGEM-NRPS (Table 1). The plasmid pGEM-NRPS was then digested with Smal to
introduce the Smal-digested gentamycin (Gm) resistance cassette from plasmid pUC1318,
resulting in the plasmid pGEM-NRPS::Gm. A fragment containing the mbaA::Gm cassette was
then obtained by EcoRI restriction and cloned in the plasmid pK19mob, resulting in the
pK19mob-NRPS::Gm plasmid. This construction was transferred to E. coli S17.1Apir and then
to strain PMB3(1) by bi-parental conjugation. ANRPS mutants were recovered after 5 days of
incubation at 25 °C on gentamycin-containing ABm plates and organized in 96-microtiter
plates. The transconjugants obtained were verified by PCR with For-NRPS and Rev-NRPS
primers, to differentiate the single and double crossing-over events. Several single and double
crossing-over mutants were conserved. The experiments described in our study were done using

a double crossing-over mutant named ANRPS.

Minimal concentration of iron inhibiting siderophore production
To evaluate the concentration of iron inhibiting the siderophore production, the WT strain and
its ANRPS mutant were incubated with different concentrations of iron. Briefly, in a 96-wells

microplate, 10 pl of calibrated suspension (described above) of WT and ANRPS were
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inoculated in 180 pl of ABm medium devoid of iron and 10 pl of a FeCls solution. Different
FeCls solutions were prepared in Milli-Q water to obtain final concentrations of iron ranging
from 0 to 5 mg/I (0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 0.9; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 5.0 mg/l). A non-
inoculated condition was performed as control. After 3 days of incubation, the 96-wells
microplate was centrifuged (1,100 g; 15 min) and 100 ul of supernatant were transferred to a
new 96-wells microplate and mixed with 100 ul of CAS liquid solution (as described above).
This solution was incubated 1 h in the dark before measuring the absorbance at 655 nm.

Impact of iron concentration and iron competition on the growth of strain PMB3(1) and its
ANRPS mutant

To determine how iron concentration affects the growth of the WT strain and its ANRPS
mutant, cultures were done in ABm medium devoid of iron and supplemented or not with FeCls
(final concentration of iron: 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 1.0 mg/l). A volume of 10 ul each of bacterial
inoculum (i.e., WT and mutant) was added to 190 ul each of ABm medium described above. In
addition, a competition assay was done to determine how iron availability may affect the growth
of strain PMB3(1) and its ANRPS mutant. To do it, a strong chelator agent (i.e., 10 mM of
EDTA) was added or not to the culture medium supplemented with 1 mg/l of iron. All samples
were tested in triplicate. The 96-well microplate was incubated at 25 °C on orbital shaking
during 3 days in a microplate reader (Tecan infinite M200 pro). The absorbance was measured
at OD =600 nm every 3 hours. To evaluate the growth of the strains, the slope of the exponential

phase (i.e. growth rate) was calculated for each condition and replicate.

Chemical characterization of the siderophore
Siderophore production and purification

To enable the chemical characterization of the siderophore(s) produced by strain PMB3(1),
cultures of 50 ml were done in iron-depleted ABm culture medium. The WT strain and its
ANRPS mutant were incubated 3 days at 25 °C under shaking (200 rpm). A non-inoculated
condition was used as negative control. After this incubation period, the cultures were
centrifugated at 8,000 g for 15 min and the supernatant was filtered at 0.22 um and stored at -
20 °C for further analyses. The siderophore was concentrated and purified using a Sep pack
Vac 6¢c tC18 Cartridges (Waters). The column was first washed with 10 ml of 100 % methanol,
then it was equilibrated with 10 ml of 0.01% trifluoroacetic acid (TFA) to acidify the column.
Next, 25 ml of supernatant was applied on the column. The siderophore was eluted with 5 ml
of 10 % methanol solution (i.e. methanol / MQ water). The eluent was collected into 2 ml
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eppendorf tubes and evaporated in a speedvacum system for 5h. The dried samples were
dissolved in 100 pul of MQ water. The siderophore activity was tested using the liquid CAS
assay on the culture filtrate (0.22 um) as well as on the Sep pack purified solution.

Ferrisiderophore (FS) preparation
A siderophore-containing extract was analyzed in the presence and in the absence of an iron(l11)
acetate solution. Iron(111) solution was prepared with a 4-fold excess of acetate relative to iron
(25 mM) / acetate (100 mM). Iron(111) chloride (FeCls) was initially dissolved in glacial acetic
acid before dilution with water to desired volume (pH=1.90) and finally double filtrated.
The formation of ferrisiderophore was carried out under non-inert atmosphere as follows.
Extract was first diluted 10 times (pH = 4.01) and pH was adjusted at pH 2.79 with 0.1 M HCI.
Then, iron(111) acetate solution (25 mM, 100 ul) was added to 400 pl of diluted extract to get
the final reaction mixture (500 ul), at pH 2.46.
The control test was simply carried out by mixing 400 pl of 10-times diluted extract with 100 pl
of pure water, pH being adjusted under pH 3 with 0.1 M HCI.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) analyses and fractionation
The analysis was done on Sep pack treated supernatants coming from inoculated (WT and
ANRPS strains) or non-inoculated (control medium) media. Fifty microliters of each
supernatant were injected onto a Gemini C18 column (150 x 3.0 mm internal diameter, 5 um
particle size, Phenomenex) equilibrated with Milli-Q water with 0.01% formic acid at 25 °C
and connected to a Shimadzu Prominence HPLC system. A gradient elution of Milli-Q water
with 0.01% formic acid (buffer A) and acetonitrile with 0.01% formic acid (buffer B) for 40
min was used at a flow-rate of 1 ml/min and detection was monitored with diode array UV-vis
detector at 210 nm. The potential peaks of interest were identified by comparing HPLC spectra
and retention times from the WT and ANRPS strains and the control medium samples.
To determine the siderophore activity of the peaks of interest, a fraction collect was performed
in 96-wells microplate using fraction collector system (FRC-10A fraction collector system,
Shimadzu). For each sample, fractions of 200 ul were recovered each 12 s using the same HPLC
conditions described above. Fractions were then evaporated in a speedvacum system. Samples
were suspended in 25 pl of CAS liquid assay diluted with 25 pl of Milli-Q water and transferred
in a new microplate for absorbance measure at 655 nm.
To perform further mass spectrum analyses, the major peaks identified were collected and the
fractions combined to concentrate the metabolite of interest.
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Liquid chromatography coupled to high-resolution electrospray mass spectrometry
(LC-ESI-HRMS)
Qualitative and semi-quantitative analysis of siderophores (S) and ferrisiderophores (FS) was
realized using a LC-ESI-HRMS method previously described by (Paris et al., 2021). The
UHPLC-MS system (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA) consists in a quaternary
UltiMate 3000™ solvent delivery pump connected to a photodiode array detector (PDA) and a
LTQ-Orbitrap™ hybrid mass spectrometer. Ten microliters of pre-purified HPLC extract were
separated on a C18 Alltima reverse phase column (150 x 2.1 mm, 5 um - Grace/Alltech,
Darmstadt, Germany) equipped with a C18 Alltima pre-column (7.5 x 2.1 mm, 5 um) at 25 °C.
The flow rate was set at 0.2 ml/min and mobile phases consisted in water modified with
nonafluoropentanoic acid (NFPA) (5 mM) for A and pure methanol for B. Compounds of
interest were separated thanks to a program of 36 min, using a linear gradient from 5 % to 98
% of B for 25 min.
Mass analysis was carried out in ESI positive ion mode (ESI*) and mass spectrometry
conditions were as follows: spray voltage was set at 4.5 kV; source gases were set (in arbitrary
units/min) for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas at 40, 5 and 5, respectively; capillary
temperature was set at 300°C; capillary voltage at 46 V; tube lens, split lens and front lens
voltages at 112 V, - 70 V and - 6.25 V, respectively.
Full scan MS spectra were performed at high resolution (R=60000 at m/z 400) on the Orbitrap™
analyzer from 120 to 2000 m/z to obtain exact masses of siderophores and ferrisiderophores on
the HPLC purified peaks as well as on the total extract. MS? full scan spectra were additionally
realized for structural elucidation thanks to LTQ™ analyzer (Linear Trap Quadrupole). Raw
data were processed using the XCALIBUR™ software program (version 2.1,

http://www.thermoscientific. com).

Hematite weathering assay

Mineral description
Hematite used as mineral in our study comes from a batch isolated in Brazil. Hematite is an
iron-oxide mineral of the oxides and hydroxides group. Iron oxides (i.e., hematite, goethite)
occur, at least in small amounts, in nearly all soils (Dixon et al., 1989). Hematite is a widespread
mineral occurring in a great variety of soils as a result of the weathering of Fe-containing
minerals (Dixon et al., 1989). Igneous rocks (i.e., granite, trachyte, and rhyolite) can contain
primary accessory grains of hematite. This mineral was chosen for its high weatherability, its
high content of iron and the presence of hematite as secondary minerals in the experimental site
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where was isolated the strain PMB3(1) (Calvaruso et al., 2009). The hematite chemical
composition was determined on crushed powder by inductively coupled plasma-atomic
emission spectrometry (700 Series ICP-OES, Agilent Technologies) after alkaline fusion in
LiBOz and in HNO:s. It reveals that hematite crystals are pure at 99.3% (Fe203), contain in small
amounts of 0.40% TiO2, 0.18% SiO2, 0.16% Al203, 0.10% MgO, 0.037% MnO and have a loss
on ignition of 0%.

Mineral weathering assay
The assay was performed in glass tubes containing 2 g/l of sterile hematite and 10 ml of ABm
medium devoid of iron. Before introduction of hematite, the glass tubes were rinsed with
hydrochloric acid (HCI, 3.6 %) and MilliQ water. The tubes containing the culture medium and
hematite were then sterilised by autoclaving at 121°C. For the weathering assay, 100 pl of each
bacterial inoculum (described above; WT and ANRPS mutant strains) were used to inoculate
the sterile glass tubes. Non-inoculated media with and without hematite were used as controls.
After seven days of incubation at 25 °C (200 rpm), 200 ul of supernatant were sampled and the
OD at 595 nm was measured to determine bacterial growth. Then, 1 ml of supernatant was
centrifuged at 11,000 g for 15 min to remove bacterial cells. Quantification of the iron released
from hematite in the culture supernatant as well as the pH were determined by adding 180 pl
of supernatant of each culture with 20 pl of ferrospectral or bromocresol green (1 g/l),
respectively (Uroz et al., 2007). The absorbance of these suspensions was measured at 595 nm.
The same culture supernatant was also used to measure siderophore production with the liquid
CAS assay. The average values for three independent replicates for growth, iron quantification,
pH and siderophore production were used to determine the weathering potential of the ANRPS

mutant and the wild-type strains.

Bioinformatic analyses

Genome properties gene localization and homology
Genome analysis was performed using NCBI and MaGe (Vallenet, 2006). Homology search
analysis and alignment were performed with BLAST (BlastN and BlastP) (Altschul et al.,
1990).

In silico search and identification of NRPS genes.
An in silico survey was done on the genome sequence of strain PMB3(1) to identify the
conserved domains of NRPS involved in siderophore production using antiSMASH (Blin et al.,
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Figure 1: Impact of increasing concentrations of iron on chelating and growth abilities.

Siderophore activity: A. The Collimonas pratensis strain PMB3(1) WT (top) and its ANRPS mutant (bottom) were
incubated for 3 days at 25°C on CAS solid medium. The presence of a siderophore activity is determined by the
production of yellow halo around the colony. B. To determine the concentration of iron inhibiting siderophore production,
liquid cultures of WT (red) and ANRPS (blue) were performed with different concentrations of iron (i.e., 0.5; 0.6; 0.7; 0.8;
0.9; 1.0 mg L1). Pure water (black) was used as a negative control. After 3 days, the absorbance at 655 nm was measured.
The absorbance measured at 655 nm detects blue colour, yellow colour (corresponding to siderophore activity) will result
of a decrease of the absorbance measured. Growth assay: C. The growth of the WT strain (red) and ANRPS mutant (blue)
was monitored in presence (full circle) or absence (empty circle) of EDTA (10 mM) and with iron (1 mg L1) in AB
medium (2 g L1 mannitol). The growth was performed under orbital shaking at 25C for 90 h. The absorbance was

measured at 600 nm every 3 h. Each dot is the mean of independent triplicates.
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Figure 2: Organization of the genomic region involved in the biosynthesis of siderophore in Collimonas pratensis
strain PMB3(1).
Each wide arrow represents one gene and the size is according to the gene length. Gene annotation is shown under each
gene and the complete description is provided in Table 1. Fine grey arrows represent promoters. Thin black arrows
represent mbaF-dependent promoters with specific 35 and 10 regions (TAAA/n(17)/CGTC; Thomas, 2007). The purple
gene encodes a putative sigma regulation factor. Green genes are responsible for the siderophore biosynthesis and the two
NRPS genes are specifically represented in red. The blue genes are involved in the siderophore utilization and transport.
The two white genes have unknown function in siderophore biosynthesis or utilization, and represent potential accessory
genes involved in siderophore production. The little red arrow in the mbaA gene indicates the Smal restriction site used for

the insertion of the gentamycin resistance cassette to create the ANRPS mutant.
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2019). A combination of 3 tools based on the Stachelhaus code of the adenylation domain was
used to predict the amino acids recruited and the potential structure of the siderophore produced
(NRPS predictor (Rausch, 2005); PKS/NRPS Analysis (Ansari et al., 2004); NP.searcher (Li et
al., 2009)).

Phylogenetic analysis on Collimonas genus

As the MbaA protein is involved in the synthesis of the most variable part (i.e. N-terminal part)
of the siderophore, a phylogenetic analysis was performed on it (Franke et al., 2015). A total
of 52 NRPS protein sequences were used to build a phylogenetic PhyML tree with Seaview
(version 4.5.4; (Gouy et al., 2010)). These sequences were chosen for their similarity to Orbl
or MbaA proteins that are NRPS responsible of ornibactin or malleobactin biosynthesis,
respectively. Our analysis includes sequences from Collimonas genera available online and
other Collimonas related genera (i.e. Paraburkholderia, Burkholderia, Caballeronia,
Herbaspirillum) for which the siderophores produced were predicted or experimentally
demonstrated (Table S1). As Collimonas is strongly related to Herbaspirillum, the NRPS
protein involved in serobactin production by Herbaspirillum seropedicae was included
(Rosconi et al., 2013).

Statistical analyses.

Statistical analyses were performed in R software. Data shown were means of at least triplicates.
Differences between sample’s means were analysed by ANOVA and TukeyHSD tests.
Nucleotide sequence accession number.

The whole-genome is available on NCBI under the accession no. WXXL01000000.

RESULTS

Identification of a genomic region involved in siderophore production

The CAS plate assay revealed that the model Collimonas pratensis strain PMB3(1) produced
chelating molecules as shown by the development of a yellow halo around the colony (Fig. 1A).
To identify the genomic region potentially involved in the production of chelators in strain
PMB3(1), an antiSMASH search was performed on the genome sequence. Such analysis
identified 11 regions encoding putative polyketide synthases (PKS; n=2) or Non-Ribosomal
Peptide Synthetases (NRPS; n=9) with prediction or not of the final product (Table S2). Among
the potential NRPS, only one was predicted as encoding a siderophore. This region large of

27.7 kb is characterized by 13 genes (Fig. 2; Table 2). Six genes are involved in siderophore
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Table 2: Description of the NRPS region involved in siderophore production by Collimonas pratensis strain PMB3(1).

Each gene of the region of interest is presented with its NCBI accession number. Both MaGe and NCBI annotations are

displayed. The putative function of each gene is indicated by a colour code [regulation (purple); siderophore biogenesis

(green) including NRPS (red); transport and utilization of the siderophore (blue); unknown function (grey)]. * percentage of

homology evaluated with BLASTN tool.

subunit alpha

Putative  Accession Length Gene MaGe NCBI analyses
function number (pb) Annotation Annotation % identity *
DNA-directed RNA DNA-directed RNA
polymerase polymerase Collimonas
NKI169287.1 651 mbaF specialized sigma specialized sigma 7% fungivorans
subunit, sigma24-like  subunit, sigma24-like Ter331
protein protein
putative MbtH-like putative MbtH-like 0 Collimonas sp.
NK169288.1 309 mbaG domain domain 81% MPS11E8
putative taurine putative taurine Collimonas s
NK169289.1 1023 mbaH catabolism catabolism 92% MPS11ES -
dioxygenase TauD/F  dioxygenase TauD/F
L ABC cobalamin/Fe3+- .
putative siderophore siderophores Collimonas
NK169290.1 876 mbal transport system ATP- P 81% fungivorans
L . transporter, ATPase
binding protein YusV . Ter331
subunit
putative iron-
Fe(3+)-hydroxamate .
NKI69291.1 2094  mbal hydroxamate ABC transporter 79% Burkholderia
transporter permease sp. K24
. permease FhuB
subunit
. siderophore-iron 0 Collimonas sp.
NKI169292.1 813 mbaK Ferric reductase reductase FhuF 71% OK412
putative iron putative iron Collimonas s
NKI169293.1 1014 mbal compound ABC compound ABC 86% -
MPS11E8
transporter transporter
ABC-type siderophore
export system, fused  cyclic peptide export 0 Collimonas sp.
NK169294.1 1746 mbaN ATPase and permease ABC transporter 93% OK412
components
non-ribosomal peptide
Non-ribosomal synthase domain
o  NKI692951 9666  mbaA  peptidesynthetase | CROL720/amino 79% Collimonas sp.
acid adenylation OK412
module . L
domain-containing
protein
putative NRPS amino  putative NRPS amino Collimonas s
° NKI169296.1 5076 mbaB acid adenylation acid adenylation 84% -
. . MPS11E8
domain domain
NK169297 1 1374 mbaC L-ornithine 5- putative L-ornithin-5- 96% Collimonas sp.
monooxygenase monooxygenase MPS11E8
putative TonB- putative TonB- Collimonas s
NK169298.1 2220 mbaD dependent siderophore dependent siderophore 96% -
: MPS11E8
receptor receptor, partial
N(5)-hydroxyornithine N(5)-hydroxyornithine Collimonas s
NKI169299.1 822 mbaE formyltransferase, transformylase, PvdF- 89% -
OK412
PvdF-type type
xanthine
Isoquinoline 1- dehydrogenase family Collimonas s
NKI169300.1 2358 iorB oxidoreductase beta protein 95% -
i ; PA-H2
subunit molybdopterin-
binding subunit
Isoquinoline 1- - .
NKI69301.1 465 iorA  oxidoreductase (2Fe-25)-binding 99% Collimonas sp.
protein PA-H2
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biogenesis. Among them the larger genes mbaA and mbaB encode Non-ribosomal peptide
synthetase (NRPS) composed of modules which including domains (Condensation,
Adenylation, Thiolation). In addition, the region is characterized by 6 genes involved in

siderophore transport and utilization and by one gene encoding a sigma factor.

Prediction of the siderophore structure

To predict the structure of the siderophore, the two NRPS encoding genes (mbaA NK169295.1
and mbaB NKI169296.1) were submitted to NRPS prediction using three different tools. All
predictions identified four biosynthetic modules, three were encoded by the mbaA gene and the
last one by the mbaB gene. Modules are composed of different domains: adenylation (A),
thiolation (T), condensation (C) and epimerization (E) following the schema (AT)-(CATE)-
(CAT)-(CATC) for modules 1-2-3-4 respectively. The NRPS prediction tools also proposed the
amino acid composition of the siderophore based on the Stachelhaus code (Stachelhaus et al.,
1999). For modules 2 and 3, the three NRPS prediction tools proposed the same amino acids.
Module 2 corresponds to a surfactin synthetase B (75 % identity) that recruits an aspartate
(Asp). Module 3 has 100 % identity with a pyoverdin synthetase that recruits a serine (Ser). No
consensus was obtained for modules 1 and 4. Indeed, the signature sequence (DVETLGGISK
or DVETLGG]I) identified for module 1 indicated the recruitment of beta-hydroxy-tyrosine
according to ‘“NRPS predictor 2’ or an ornithine according to ‘“NP.searcher’. For the amino acid
recruited by the module 4, the signature sequence was DGEYTGGITK or DGEYTGGI. Such
sequence is predicted to recruit a leucine according to ‘NRPS predictor 2° and ‘NP.searcher’,
or an ornithine according to ‘PKS/NRPS analysis’. Altogether, our bioinformatics analyses
predicted a siderophore composed of four amino acids, the second being a serine and the third
an aspartate (X-Ser-Asp-X).

Involvement of the mbaA gene in the production of siderophore

To demonstrate the involvement of this NRPS encoding region in siderophore synthesis, a
mbaA mutant named ANRPS was constructed and tested using different bioassays (i.e.,
siderophore production, growth assay).

Regarding the ability to chelate iron, the WT strain of PMB3(1) was able to mobilize iron in
the CAS plate assay after 3 days. The yellow halo formed around the colonies (WT colony
diameter: 1.0 = 0.1 cm) was about 1.5 + 0.1 cm, while no halo was observed for the ANRPS
mutant strain (ANRPS colony diameter: 0.6 + 0.1 cm) (Fig. 1A). The production of chelating
agent by the WT strain was also confirmed in liquid CAS assay where the absorbance in absence
of iron in the culture medium is significantly decreased (OD at 655 nm = 0.053 + 0.001)
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Figure 3: HPLC analysis and determination of the siderophore activity in the fractions collected.

A. HPLC analysis and UV detection. Products analysis of the pre-purified supernatant of theWT strain (red), ANRPS
mutant (blue) and non-inoculated medium (black) were monitored at 210 nm after HPLC separation using a Milli-Q
water/acetonitrile gradient for 40 min at 1 ml minl. A major peak at 1.2 min retention time and two smaller peaks at
2.2 and 3.8 min retention time were detected in the supernatant of the WT strain. These three peaks are highlighted by
red arrows. B. Overlay of the HPLC and CAS analyses. To determine the presence of a siderophore activity, fractions
were collected during the HPLC run and tested using the liquid CAS assay (activity level on the right axis). The HPLC
spectra of the WT strain (red line; left axis), the mutant ANRPS (blue line; left axis) and the medium (black line; left
axis) were overlaid with the siderophore activity measured by the CAS test on the fractions for the WT strain (red

dotted line; right axis), the mutant ANRPS (blue dotted line; right axis) and the medium (black dotted line; right axis).
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compared to the control. Noticeably, for the WT strain, a siderophore activity was observed for
iron concentration ranging from 0 to 0.7 mg/l, while the production of chelator is inhibited for
greater values (iron concentration of 0.8 mg/l: OD at 655 nm = 0.372 + 0.019; P<0.05) (Fig.
1B). Whatever the iron concentration, the ANRPS mutant did not present a chelating activity
(OD at 655 nm = 0.458 + 0.005) (Fig. 1B).

Impact of the mbaA mutation on growth

To determine how the concentration of iron and the mutation of the mbaA gene (ANRPS
mutant) affect the growth of strain PMB3(1), were performed tests in medium containing
increasing concentrations of iron (i.e. 0.1; 0.2; 0.3; 0.5; 1.0 mg/l). In this way, we demonstrated
that the growth rate increased with increasing concentrations of iron and that strain PMB3(1)
and its ANRPS mutant presented the same growth rate (P > 0.05) (Fig. S1). With 1 mg/1 of iron,
the growth rates of the ANRPS mutant and WT strains without EDTA were ca 0.06 + 0.005 h
! However, in presence of EDTA (10 mM), no growth was observed for the ANRPS mutant
while the growth of the WT strain was maintained, but its growth rate decreased to 0.01 + 0.005
h (Fig. 1C).

Purification of the siderophore and chemical characterization

To determine the structure of the synthetized siderophore, the supernatants of 3-days old
cultures in ABm devoid of iron of the WT strain (containing the siderophore), the ANRPS
mutant strain and the medium were analysed by HPLC and LC-ESI-MS (or MS/MS).

The HPLC chromatograms of the WT, ANRPS mutant and medium supernatants are presented
in figure 3A. Such analysis evidenced a major peak with a retention time (RT) of 1.2 min only
present for the WT strain and absent from the two other conditions. To investigate the potential
presence of a siderophore activity associated to this peak, the collected HPLC fractions were
tested with the liquid CAS assay. Both HPLC chromatogram and siderophore activity were
overlaid and are presented in figure 3B. Noticeably, the CAS assay revealed a strong reduction
of the absorbance (ODessnm = 0.055) for the fractions corresponding to the peak present at RT
= 1.2 min, matching with the yellow color observed with the CAS assay. This confirmed the
presence of a chelating activity in the first peak. In addition, two other peaks were detected for
the WT strain at 2.2 (peak 2) and 3.8 (peak 3) min RT (Fig. 3A). The liquid CAS assay revealed
a decrease of absorbance (ODegssnm = 0.110 and 0.103 for peak 2 and 3, respectively; Fig. 3B)

after 1h incubation, suggesting the presence of a chelating activity in the two peaks.
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Figure 4: Chemical characterization of siderophore and ferrisiderophore.

ESI+-HRMS analysis of the fraction collected at 1.2 min (after HPLC purification) from the crude extract of the WT strain was
performed. A. Without prior incubation with iron, the spectrum shows a major signal at m/z = 623.3069 (mono-protonated ion
[M + H]*) which indicates a siderophore exact mass of MS = 622.3069. B. After prior incubation with iron, the analysis reveals
a major signal at m/z = 676.2191 (mono-protonated ion [M + H]*) which indicates a ferrosiderophore exact mass of MFS =
675.2191. The isotopic pattern detailed in the dashed inset shows the obvious presence of an iron atom in the structure, thanks
to the clear contributions of 54Fe and 56Fe (i.e., m/z = 674.2246 with 5.7% ratio and m/z = 676.2191 respectively). C. MS/MS
spectrum. The previously highlighted siderophore compound (MS = 622.3069) was further analysed by ESI-MS/MS to validate
its structure. M/z values framed in red correspond to theoretical fragments consecutive to breaking of the peptide bonds of the
expected siderophore (m/z values framed in orange correspond to the dehydrated forms). D. Theoretical structure and
fragmentation of malleobactin X. Each letter represents the amino acid letter code forming the malleobactin X (ornithin (O);
acid aspartic (D); serine (S) and putrescine (Put)). The cleavage of the different peptide bonds (blue dashed lines) results in the
formation of different ions containing the N-terminus of the peptide (b) and to ions containing the C-terminus of the peptide
(y). Depending on the peptide bond cleaved, different fragments can be formed and their mass is presented as b(1,2,3,4) and
y(1,2,3,4). The fragments identified experimentally (see panel C), which mass corresponds to the theoretical masses, are
presented in red, the other are presented in blue. E. Structure and composition of the malleobactin X. The molecule represented
corresponds to the reference malleobactin X predicted by Vargas-Straube et al. (2016). The name of each amino acid is written
in full under the molecule as well as its one letter abbreviation.
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A deeper analysis was done by liquid chromatography coupled to positive ion-mode
electrospray mass spectrometry (LC-ESI*-HRMS) on the first peak collected to perform the
chemical characterization on a fraction which chelating activity was demonstrated. High
resolution MS analysis revealed that the siderophore compound (S) has an exact mass of Ms =
622.3069 (monoprotonated ion seen at m/z = 623.3069) (Fig. 4A). This value is strictly similar
to the mass of the malleobactin X (Fig. 4E). To confirm the malleobactin X structure, the
siderophore was further analyzed by tandem mass spectrometry (MS/MS) and the major
product ions (Fig. 4C) compared with theoretical fragments (Fig. 4D). Product ion at m/z =
535.4 (Fig. 4C; b4) was attributed to the initial loss of C-terminal putrescine from the precursor
ion and that at m/z = 517.4 to additional dehydration (H20 loss from m/z = 535.4). Product ion
at m/z = 465.3 (also seen in its dehydrated form at m/z = 447.4) (Fig. 4C; y1) was attributed to
the initial loss of N-terminal ornithine from the precursor ion. The breaking of the peptide bond
between serine and ornithine gave rise to a product ion at m/z = 377.2 (also seen in its
dehydrated form at m/z = 359.2) (Fig. 4C; b3) and another product ion at m/z = 247.3 (Fig. 4C;
y3). The breaking between aspartate and serine gave rise to a product ion at m/z = 334.3 (Fig.
4C; y2).

An additional LC-ESI*-HRMS analysis was performed on the same fraction (collected at RT =
1.2 min), but previously incubated with iron (see details in Ferrisiderophore preparation
section). As presented on Figure 4B, formation of the expected ferrisiderophore (FS) was
confirmed through the clear observation of the ion at m/z = 676.2191 (Mrs (exp) = 675.2191).
This experimental value is in full agreement with the complexation between iron (55.935 u for
major isotope *°Fe) and the triply deprotonated siderophore S (622.3069 — 3 x1.008 = 619.2829
u), leading to a theoretical mass Mrs (theo) = 675.2179 (55.935 + 619.2829). The presence of iron
in the structure was also validated by the detection of the characteristic isotopic pattern detailed
in Figure 4B, showing clearly the contributions of 5*Fe and °6Fe isotopes (m/z = 674.2246 and
676.2191, respectively). In addition, the relative intensities of the ions at m/z = 677.2213
(28.8 %) and at m/z = 678.2236 (4.4 %) were found to be in perfect accordance with the
predicted isotopic distribution for malleobactin (Manura and Manura, 2015). The MS/MS
analysis conducted on the ferrisiderophore FS (fragmentation of the ion at m/z = 676.2) revealed
a product ion at m/z = 588.3 explained by the loss of C-terminal putrescine (dehydrated form
also seen at m/z = 570.2) (Fig. S2). A second intense ion at m/z = 606.2802 was also observed
on Figure 4B, in addition to that attributed to the ferrisiderophore FS (m/z = 676.2191).

The experimental masses found for the siderophore S (without incubation with iron) and for the
ferrisiderophore FS (after incubation of the siderophore with iron) agree with the results

- 141 -



a:Dengetal 2017
b:Meyer et al. 1995

c : Esmaeel e al. 2016
d : Darling et al. 1998
e : Holden et al. 2009
f: Schwager et al. 2013
g: Alice et al. 2006

h : Franke et al. 2013
i: Vargas-Straube et al. 2016
j : Esmaeel et al. 2018
k : Songet al. 2015

1: this study

m : Rosconi ez al. 2013

9 [6 Burkholderia contaminans M S14 [AKM41418.1] @
Burkholderia cepacia ATCC25416 [ALK19624.1] @
100 Buricholderia cenocepacia AU1054 [ABF76067.1] ©
Burkholderia cenocepacia H12424 [ABK08392.1] ©
Burkholderia cenocepacia MC0-3 [ACA90788.1] ©
1 09) Burkholderia cenocepacia K56-2Valvano [EPZ86657.1] @
Burkholderia cenocepacia 12315 [CAR51994.1] ®
Burkholderia cenocepacia H111 [CDN60130.1] ®
Burkholderia cenocepacia 842 [AMUQ7848.1]
_[Burkholderia ambifaria M C40-6 [ACB64045.1]
9 &urkholderia cepacia GG4 [AFQ48201.11 ©
Burkholderia viemamiensis G4 [ABO54592.1] ©
100 ' Burkholderia sp. KI006 [AFI85828.1] (©
g Burkholderia multivorans ATCC17616 [ABX15286.1] ©

3 Burkholderia sp. yr520 [WP_112006956.1]
@He}’oniﬂ glathei [WP_035938986.1]
Burkholderia sp. Y123 [WP_014252707.1] ©

8 |Burkholderia pseudomallei BPC006 [AFR15864.1]

I

S
=

10

100

100

Burkholderia pseudomallei K96243 [CAH35777.1] @
Burkholderia pseudomallei 1026b [AF166360.1] (©
Burkholderia mallei SAVP1 [ABM49973.1] ©

9 Burkholderia pseudomallei NCTC13179 [AGZ29569.1] ©
Burkholderia pseudomallei NCTC13178 [AHE28433.1] ©
9 |Burkholderia mallei NCTC10247 [AIS29669.1] ©

100 ¥ Byrkholderia mallei NCTC10229 [ABN02075.1] ©
Burkholderia pseudomallei MSHR 146 [AHG67934.1] ©
Burkholderia pseudomallei MSHR511 [AHG33479.1] ©
Burkholderia pseudomallei MSHR305 [AGR71527.1] ©
Burkholderia thailandensis E264 [ABC36450.1] ©
Burkholderia thailandensis E444 [AHI78774.11 ©

1001 g, -k holderia thailandensis [MUV21210.1] @

100y Burkholderia sp. Ch1-1 [WP_007178203.1]
100{ ! Paraburkholderia sp. Msb3 [WP_165189222.1]
Burkholderia xenovorans LB400 [ABE35422.1] @
0 Burkholderia sp. WP9 [WP_091806340.1]
Paraburkholderia sp. BL2SIIN1 [WP_106278636.1]
Paraburkholderia phytofirmans PSIN [ACD18456.1]1 Q)
igaraburkholderia sp. BLOI2N2 [WP_132378777.1]
Burkholderia sp. K24 [KFX66133.1]
? qullimonasfungivorans ESAI-A1 [RKD43007.1]
Collimonas fungivorans Ter331 [AEK62123.1] ‘k:
Collimonas fungivorans Ter6 [AM095610.1] k'
Collimonas arenae 515 [TWE40924.1]
100" Collimonas sp. OK412 [WP_092399293.1]
Collimonas arenae Ter10 [AM099972.1] -k
Collimonas arenae Ter282 [AMP09867.1] k'
4{Collimonas pratensis Ter291 [AMP14640.1] ik
100

o
(=
)

100 ]

Collimonas pratensis Ter91 [AMP05285.1] ‘k*
Collimonas pratensis PMB3(1) [NKI69295.1] @
Collimonas sp. MPS11E8 [ADU90672.1]
r Herbaspirillum sp. WT00C [WP_158035481.1]

100

0.2

L Herbaspirillum seropedicae [WP_013234321.1] @

Figure 5: Phylogenetic tree based on the NRPS MbaA protein.

The conservation of the protein MbaA among Collimonas and other related genera (Paraburkholderia, Burkholderia,
Caballeronia, Herbaspirillum) is presented on this phylogenetic tree. A set of 52 NRPS protein sequences was analysed and is
detailed in the Table S1. Our model strain Collimonas pratensis PMB3(1) is in bold. The distribution and relatedness to known
NRPS types is indicated by a colour code: ornibactin (i.e., Orbl-like protein: green circles), malleobactin (i.e., MbaA-like protein;
red circles) or serobactin (purple circle). The MbaA homologues for which production of such siderophore was experimentally
demonstrated or only predicted are presented with full circles and empty circles respectively. The production of ornibactin have
been experimentally demonstrated for three strains included in the analysis (full green circles; Meyer et al., 1995; Darling et al.,
1998; Deng et al., 2017). Malleobactin was identified in three strains included in the analysis (full red circles; Alice et al., 2006;
Franke et al., 2013; Vargas-Straube et al., 2016). The other proteins considered in this analysis had only predicted function (empty
circles; Holden et al., 2009; Schwager et al., 2013; Song et al., 2015; Esmaeel et al., 2016, 2018). The siderophores predicted as
ornibactin and discussed in this study are represented by green dotted circles. Letters inside circles correspond to the cited

reference (in the figure) in which the prediction or demonstration was/were done.
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previously obtained on Burkholderia xenovorans strain LB400 (Vargas-Straube et al., 2016),
allowing us to clearly identify the malleobactin X as the siderophore produced by strain
PMB3(1).

Comparison with other Collimonas and related genera

Our phylogenetic analysis revealed a good differentiation of the NRPS proteins according to
the chemical structure of the siderophores (Fig. 5; green, ornibactin; red, malleobactin), the
taxonomic belonging and the MbaA protein sequence. Beside the serobactin-related cluster,
two clusters can be identified. The cluster 1 is supported by NRPS sequences (i.e., Orbl
homologues) assigned to Burkholderia cepacia, B. cenocepacia or B. vietnamiensis and is
predicted to produce ornibactin. Noticeably, the production of ornibactin was experimentally
demonstrated for three strains (B. contaminans MS14 (Deng et al., 2017), B. cenocepacia K56-
2 (Darling et al., 1998), B. cepacia ATCC25416 (Meyer et al., 1995)) of this cluster. The second
cluster is composed of NRPS sequences (i.e., MbaA homologues) assigned to Burkholderia
pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis and Collimonas and predicted to produce ornibactin
or malleobactin. In this cluster, the production of malleobactin was experimentally
demonstrated for three strains (B. pseudmallei K96243 (Alice et al., 2006), B. thailandensis
(Franke et al., 2013), B. xenovorans LB400 (Vargas-Straube et al., 2016)), while the production
of ornibactin was only predicted. The strain PMB3(1) represents the fourth strains in this cluster
which malleobactin production was experimentally demonstrated and the first collimonads. The
strong proximity between the MbaA protein of the collimonads, the ability of strain PMB3(1)
to produce malleobactin and the conserved ability to mobilize iron in collimonads suggest that
all the collimonads considered synthetize malleobactin and not ornibactin as previously
predicted (Fig. 5, green dotted circle; (Song et al., 2015). Noticeably, the most distantly related
sequence (38.25% of identity) to MbaA of strain PMB3(1) is the NRPS protein responsible of
the biosynthesis of serobactin in Herbaspirillum seropedicae that is however the closest genus
of Collimonas according to taxonomy (Rosconi et al., 2013).

Siderophore involvement in hematite weathering

To evaluate the potential involvement of the siderophore produced by Collimonas strain
PMB3(1) on mineral weathering, a hematite dissolution experiment was performed (Fig. 6). To
exclude an acidification effect, the experiment was done with mannitol as sole carbon source,
which was previously shown not to lead to the acidification of the medium during growth (Uroz
et al., 2009b). After 7-days of incubation, the iron released in solution from hematite as well as
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Figure 6: Determination of the weathering ability of the WT Collimonas pratensis strain PMB3(1) and its ANRPS mutant.
The hematite weathering potential of strain PMB3(1) and its ANRPS mutant was evaluated by the measure of iron released from
hematite in ABm medium devoid of iron, after 7 days of incubation at 25 °C under agitation (200 rpm). Non-inoculated media
with and without hematite (termed Hematite and Medium respectively) were used as control. A. Quantity of iron released in
solution. The iron released from hematite was measured by ferrospectral determination (optical density measured at 595 nm). A
standard calibration of iron (FeCl;) was used to calculate the iron concentration of the different samples tested (WT, ANRPS,
Hematite alone or Medium alone). Samples with the same letter indicate no significant difference (P < 0.05). B. pH of the
supernatant. The acidification of the medium was measured by absorbance at 595 nm using the bromocresol green method. C.
Siderophore activity. The siderophore activity of the different samples was determined using the CAS method. The yellow colour
indicates a siderophore activity. For each measure, data are presented under the corresponding pictures and are the mean of
independent triplicates; the standard deviation is indicated in italic.
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the pH were measured, permitting to monitor the mineral weathering potential of the different
strains tested. In this experiment, no significant growth difference was observed between the
ANRPS mutant and the WT strains (ODsgsnm = 0.8 £ 0.1; P<0.05), though the WT strain released
significantly more iron from the mineral (0.99 £ 0.19 mg/l; Fig. 6) than the ANRPS mutant
strain or the non-inoculated controls (i.e. 0.01 £ 0.01 mg/l; P<0.05). Noticeably, the pH of the
medium remained stable at 6.2 whatever the treatment (inoculated with the WT strain,
inoculated with the ANRPS mutant strain and non-inoculated controls). In this sense, the CAS
assay performed on the supernatant for each condition demonstrated a siderophore activity

(yellow colour) only for the WT strain (Fig. 6).

DISCUSSION

The high effectiveness of Collimonas pratensis strain PMB3(1) to weather mineral led us to
investigate in more details the molecular mechanisms involved. In a previous study, we showed
that the mineral weathering effectiveness of this strain was related to the carbon substrate used
(i.e., glucose, mannitol, trehalose, gluconate; (Uroz et al., 2009b)). In presence of glucose this
strain strongly acidified the medium and effectively weathers minerals, through the production
of protons and gluconic acids (Picard et al., 2021). Noticeably, the strain PMB3(1) appeared
also capable of weathering minerals in presence of mannitol, a sugar highly produced by
mycorrhizal fungi and metabolized by this bacterial strain through a moderately-acidifying
pathway. The mineral weathering ability observed with mannitol suggests the existence of
alternative MW mechanisms such as iron acquisition systems. In this study, we investigated the
mechanisms by which this strain was able to mobilize iron from artificial (i.e., CAS) or natural
iron complexes (i.e., hematite). The in silico analyses revealed that the genome of strain
PMB3(1) harbors the ftrABCD system (siderophore-independent iron uptake system; (Mathew
et al., 2014): [NKI69657.1-NK169654.1]), the bacterioferritin (iron storage protein; (Andrews,
1998): [NKI172009.1- NKI172013.1]), the fecIR operon ((Braun et al., 2003): [NK168784.1-
NK168785.1]), and an incomplete hmu operon ((Nienaber et al., 2002); only hmuU
[NKI72430.1] and hmuV [NKI172429.1] were identified). In addition, an antiSMASH analysis
identified a NRPS cluster, predicted to synthetize a siderophore (i.e., ornibactin). The presence
in this strain of all these iron acquisition systems suggests that it is quite adapted to the nutrient-
poor conditions occurring in the soil where it was isolated, but may also reflect the competition

for iron occurring in the mycorrhizosphere with other bacteria and fungi.
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Although, strain PMB3(1) possesses all these putative iron acquisition systems, the knock-out
of a single gene of the NRPS cluster fully abolished its ability to mobilize iron as seen using
the CAS assay. These results suggest that the other iron acquisition systems play a minor role
in comparison to the production of siderophores or that they are important in other processes
such as the mobilization of intracellular iron reserves. The NRPS region detected in strain
PMB3(1) presents the classical structure found in other bacterial species producing NRPS-
dependent siderophores with the identification of genes involved in siderophore biogenesis
(including the 2 NRPS genes), in siderophore transport and utilization (Fig. 2; (Esmaeel et al.,
2016, 2018; Butt and Thomas, 2017)). Noticeably, the mbaA and mbaB genes coding for
siderophore production presented 36 % identity with genes mbaA and mbaB of B. xenovorans
LB400, a strain capable of chelating iron and producing malleobactin (Vargas-Straube et al.,
2016). Different homologues of enzymes involved in N- and C-terminal modifications during
siderophore production were also detected. These included mbaH which encodes a taurine
dioxygenase TauD/F involved in the modifications on the N-terminal ornithine (Franke et al.,
2013), mbaC which encodes a L-ornithine 5-monooxygenase involved in the formation of a
nitrogroup (Franke et al., 2013) and mbaE encoding a N(5)-hydroxyornithine transformylase
PvdF-type involved in modifications of the C-terminal ornithine (McMorran et al., 2001,
Vargas-Straube et al., 2016). The mbal, J, L, N and D genes involved in the ferrisiderophore
complex recognition and transport were also identified (Butt and Thomas, 2017). In addition,
the enzyme in charge of the reduction of the ferrisiderophore and of the release of Fe?* and
siderophore in the cytoplasm was identified as the mbaK gene encoding a siderophore-iron
reductase FhuF (Matzanke et al., 2004). The mbaF gene responsible of the siderophore
expression and regulation was also identified as well as mbaF-dependent promoters with
specific -35 and -10 regions (TAAA/n(17)/CGTC) (Agnoli et al., 2006; Thomas, 2007). Last,
two genes (iorA, iorB) were identified at the end of the siderophore biosynthesis region. They
are predicted to encode two subunits of an aldehyde dehydrogenase responsible of the formation
of a carboxyl group. This function may be responsible of modifications occurring after the
synthesis of the siderophore. However, a AlorB mutant presented no differences in siderophore
mass (Ms = 622.3069) or in its chelating activity compared to the WT strain (data not shown).
A comparison with all the other available collimonads genomes revealed a good conservation
of the NRPS regions as well as of the iorAB genes. Indeed, the complete NRPS region was
found in nine of the 14 genomes and was absent from the other five (Collimonas sp. OK242;
Collimonas sp. OK307; Collimonas sp. OK607; Collimonas sp. PA-H2 and Collimonas arenae
Cal35). A more in-depth analysis of the genomes of these collimonads revealed that some of
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them possessed genes involved in the synthesis of other siderophores predicted to be
myxochelin (41% of homology for strains Cal35 and PA-H2) or staphylobactin (18% of
homology for strains OK242 and OK307). No siderophore region was detected for strain
OK®607. These results suggest that malleobactin may not be the sole siderophore produced by

collimonads.

The combination of HPLC, fraction collect and mass spectrometry allowed us to identify the
siderophore produced by Collimonas pratensis strain PMB3(1) as malleobactin. This
hydroxamate type siderophore was reported for the first time to be produced by Pseudomonas
pseudomallei (reclassified as Burkholderia pseudomallei) hence its name (Yang et al., 1991).
To date, different forms of malleobactin have been discovered in different Burkholderia and
Paraburkholderia species, be they members or not of the Burkholderia cepacia complex (Bcc)
(i.e. most pathogenic Burkholderia) (Esmaeel et al., 2016). In our study, the ESI-MS analysis
revealed that the major metabolite in the purified extract (i.e., peak 1 with RT=1.2 min) had an
exact mass of Ms = 622.3069 and m/z = 623.3069 without iron and of Mrs = 675.2191 with
iron (Fig. 4B). This compound effectively chelated iron as stated with the CAS assay. This mass
value obtained with iron corresponds perfectly with the mass of the malleobactin previously
identified in the strains Burkholderia xenovorans LB400 (Vargas-Straube et al., 2016) and
Burkholderia thailandensis (Franke et al., 2013). In both studies, the molecule detected was
named malleobactin, but Vargas-Straube et al. (2016) proposed the name malleobactin X and
Franke et al. (2013) proposed malleobactin B. The single difference between malleobactins B
and X is the position of an aldehyde group on the N-terminal ornithine. Such position was
predicted by Vargas-Straube et al., (2016) to be on the second nitrogen of the N-ter ornithine,
while Franke et al., (2013) determined it by NMR to be on the first nitrogen of the N-ter
ornithine. As the two molecules present the same properties (i.e., mass, fragmentation peaks,
chelation ability) and the genome sequences are quite similar, malleobactin B and X may
correspond to the same molecule. For clarity in the text we used the term malleobactin X.
Finally, Vargas-Straube et al. (2016) also identified another compound in the MS spectrum of
the malleobactin produced by B. xenovorans LB400 presenting a peak at m/z = 606.4 that they
hypothesized to be a fragment of the ferrisiderophore produced by a McLafferty rearrangement
(elimination of CH>CHCH2CH2NH: corresponding to [Mes-70]"), but without the
demonstration of the presence of iron in this compound. For our strain PMB3(1) of Collimonas,
we detected a similar compound (m/z = 606.2802) in the MS spectrum of the ferrisiderophore
(i.e., malleobactin + Fe). However, the isotopic profile of this ion (m/z = 606.2802) did not
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present the characteristic iron signature, i.e. the clear contributions of the two major iron
isotopes >*Fe and *°Fe (Fig.S3). The absence of iron signal indicates that the m/z = 606.2802
molecule is consequently not the result of a Mc Lafferty rearrangement of the ferrisiderophore.

The chemical analyses granted us the possibility to authenticate two other minor peaks (2 and
3; Fig. 3) in the purified extract, far less intense than the peak 1 corresponding to malleobactin
(RT = 1.2 min). The absence of these two peaks in the HPLC chromatogram of the extract of
the ANRPS mutant (Fig. 3A) demonstrated that the NRPS region we identified was responsible
for the synthesis of (at least) the three molecules (corresponding to the main peak 1 and the
minor peaks 2 and 3). Interestingly, the production of three different malleobactins by a single
NRPS region was also proposed for Burkholderia pseudomallei strain K96243, but the exact
structure and identity of these malleobactins were not reported (Alice et al., 2006). In the current
work, we show that these two other molecules presented a lower chelating activity than the
main molecule we identified as malleobactin X. This is not incongruent with these molecules
being malleobactins. In fact, among the wide range of malleobactins described (malleobactin
A-H and X; (Franke et al., 2015; Vargas-Straube et al., 2016), the affinity for iron strongly
varies. Some of them (i.e. malleobactin B, F and H) present such a low chelating activity
compared to malleobactin E that their real role in cell has been questioned (Franke et al., 2015).
Thus diversity of malleobactin forms was proposed to result from the low specificity of the
adenylation domain Al and A4 of the NRPS modules (Misiek et al., 2011; Franke et al., 2015),
but also from a spontaneous structural change (Franke et al., 2013). Noticeably, malleobactin
B (similar to malleobactin X) was shown to undergo such a structural change to other
malleobactin forms (A, C or D) without any enzyme activity (Franke et al., 2013). Comparing
the affinity for iron of these different forms revealed that malleobactin A has a very low affinity.
Based on the literature, our observations suggest that the two minor peaks (2 and 3) represent
alternate structures of the main malleobactin detected in peak 1. However, due to their low

concentration and low affinity for iron, we were not able to determine their mass.

While the chemical characterization of the siderophore produced by strain PMB3(1) allowed
the identification of a malleobactin, the bioinformatic analyses done on the NRPS genomic
sequence (antiSMASH) predicted the production of ornibactin (Stephan et al., 1993). This
discrepancy is mostly explained by the antiSMASH database that does not contain malleobactin
standard regions as few malleobactins have been characterized at both chemical and genomic
levels. The comparison of the chemical structures of ornibactin and malleobactin reveals that
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they are strongly similar (Alice et al., 2006; Deng et al., 2017). Indeed, the two siderophores
differ only on the N-terminal ornithine residue, where an aliphatic chain is present only on
ornibactin (Franke et al., 2013). Such similarities suggest that the two siderophores are encoded
by very similar NRPS systems and that many predicted ornibactin-producing bacteria may be
malleobactin producers. To solve this issue of identification, Esmaeel et al. (2016) proposed to
add new criteria to differentiate the NRPS-encoding ornibactin and malleobactin based on
particular genes present or absent in the NRPS clusters (Esmaeel et al., 2016). They suggested
that orbK-like and orbL-like genes (encoding acetylases) are only present in ornibactin clusters,
whereas the presence of mbaM gene (encoding a protein of unknown function) was only present
in malleobactin clusters (Esmaeel et al., 2016). However, the presence of the mbaM gene was
only highlighted for Burkholderiales (Butt and Thomas, 2017). In our study, we do not detect
a mbaM homologue in our model strain nor in the other Collimonas strains or in Burkholderia
xenovorans strain LB400, indicating that this protein is not necessary for malleobactin
production and is not a good marker of the malleobactin cluster. The absence of the orbK-like
and orbL-like genes are therefore the most relevant for the identification of the malleobactin

cluster.

Siderophores represent one of the main class of molecules reported to play an important role in
mineral weathering which are frequently detected in soil (Holmstrom et al., 2004). They are
suspected to act directly on the mineral surfaces where they form iron-siderophore complexes
that are then transferred into the soil solution (Kalinowski et al., 2000; Kraemer, 2004). They
may also indirectly act in MW by chelating the iron released in solution, a phenomenon that
modifies the equilibrium of the surrounding solution and thus enhances mineral dissolution.
While the effect of pure molecules was clearly evidenced, the experiments done with bacteria
producing such molecules were less clear. Indeed, concomitantly to the production of
siderophores, many bacteria acidify their environment, making it difficult to disentangle the
relative effects of the acidification and the chelating molecules in the mineral weathering
process (Hersman et al., 1995; Holmén and Casey, 1996; Maurice, 2000). Furthermore, several
studies have shown a synergistic effect of siderophores and acidifying molecules on mineral
weathering (Reichard et al., 2007; Dehner et al., 2010; Lin et al., 2018). Controlling the pH of
the solution is therefore essential at chemical, mineralogical and microbiological levels. First,
it conditions the activity of the siderophores. Deferrioxamine B, protochelin or rhizoferrin
clearly showed contrasted chelating activity with pH (Akafia et al., 2014). Second, acidic
conditions allow a spontaneous dissolution of minerals (Brantley, 2008), which may release
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significant quantities of iron in solution and consequently inhibit siderophore production by
bacteria. Indeed, the production of siderophore was shown to be inhibited by iron
concentrations ranging from 0.2 to 5 mg/l (Dave and Dubc, 2000; Deng et al., 2017) or in
presence of Fe-bearing glasses (Perez et al., 2019). In our study, the production of malleobactin
by strain PMB3(1) appeared inhibited from 0.8 mg/l of iron in the solution, while the amount
of iron released passively in solution from hematite in our experimental conditions was below
0.1 mg/l. To exclude a potential effect of acidification, our mineral weathering experiments
were performed in a buffered medium (constant pH = 6.2), devoid of iron and containing a
carbon source (i.e. mannitol), which does not permit an acidifying metabolism. Using this
approach, we were able to demonstrate for the first time that malleobactin production by
Collimonas pratensis strain PMB3(1) contribute to a significant increase of the hematite
dissolution as showed by comparing the WT and ANRPS mutant strains. Together, our results
suggest that depending on the availability of carbon substrates (i.e., glucose vs mannitol) and
the nutrients (i.e., quantity of iron in solution), strain PMB3(1) may use high levels of organic
acid such as gluconate and 2-keto-gluconate or malleobactin to weather minerals and to
scavenge iron from its surrounding environment, two mechanisms which can act independently

or in a synergistic way (Picard et al., 2021).

CONCLUSION

The combination of molecular and chemical methods allowed us to identify the siderophore
produced by Collimonas pratensis strain PMB3(1) as malleobactin X. This is the first chemical
and molecular characterization of a siderophore produced by a collimonads as previous studies
were only based on in silico analyses which predicted that the siderophore produced by
Collimonas was ornibactin (Song et al., 2015). Malleobactin is a hydroxamate type siderophore
characterized by a large diversity of structures that was previously reported in Burkholderiales
and for several strains of Burkholderia. The conservation of the NRPS region among
Collimonas species and the ability of the related strains to mobilize iron indicate that the
production of malleobactin is a common trait among collimonads. It would be interesting to
extend such analysis to a broader number of collimonads and neighboring genera. This study is
also the first one demonstrating that malleobactin production is involved in mineral weathering.
The use of a non-acidifying C source and of buffered conditions clearly proved the impact of
malleobactin on the dissolution of hematite. Although malleobactin impacted hematite, a highly
weatherable iron oxide, its impact on primary minerals present in soils such as phyllosilicate

remains to be tested.
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SUPPORTING INFORMATION

Table S1: List of NRPS proteins used in the phylogenetic analysis

A total of 52 NRPS protein sequences synthetizing ornibactin (green), malleobactin (red) or

serobactin (purple) were used in this study. Their corresponding strain is indicated as well as

their putative function (NCBI annotation) and their NCBI accession number. We proposed to

name proteins of the analysis according to literature and results of our study. If the chemical

structure of the siderophore (i.e., ornibactin, malleobactin or serobactin) produced has been

experimentally verified, NRPS protein of the related strain is named Orbl (ornibactin; full green

circle), MbaA (malleobactin; full red circle) or @ (full purple circle) respectively. When the

siderophore structure has only been predicted, NRPS protein is named Orbl-like (predicted as

ornibactin; open green circle) or MbaA-like (predicted as malleobactin; open red circle)

respectively. The siderophore predicted as ornibactin and discussed in this study are represented

by green dotted circles.

Annotated NCBI accession  Reference
Strain NCBI annotation protein from number

this study
Burkholderia cytochrome C peroxidase () Orbl AKM41418.1  Deng et
contaminans al. 2017
MS14
Burkholderia non-ribosomal peptide o Orbl ALK19624.1 Meyer et
cepacia synthetase al. 1995
ATCC25416
Burkholderia amino acid adenylation (o) Orbl- ABF76067.1 Esmaeel
cenocepacia like et al. 2016
AU1054
Burkholderia amino acid adenylation (@) Orbl- ABKO08392.1 Esmaeel
cenocepacia domain protein like et al. 2016
HI2424
Burkholderia amino acid adenylation (@) Orbl- ACA90788.1 Esmaeel
cenocepacia domain protein like etal. 2016
MCO0-3
Burkholderia siderophore malleobactin o Orbl EPZ86657.1 Darling et
cenocepacia non-ribosomal peptide al. 1998
K56-2Valvano synthetase MbaJ
Burkholderia ornibactin biosynthesis (@) Orbl- CAR5199%4.1 Holden et
cenocepacia non-ribosomal peptide like al. 2009
J2315 synthase
Burkholderia non-ribosomal peptide (o) Orbl- CDN60130.1 Shwager
cenocepacia synthetase modules like etal. 2013

H111
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Burkholderia

cenocepacia 842

Burkholderia

ambifaria MC40-

6

Burkholderia
cepacia GG4
Burkholderia

vietnamiensis G4

Burkholderia sp.

KJO06

Burkholderia
multivorans
ATCC17616

Burkholderia sp.

yr520
Caballeronia
glathei

Burkholderia sp.

Y23
Burkholderia
pseudomallei
BPCO006
Burkholderia
pseudomallei
K96243
Burkholderia
pseudomallei
1026b
Burkholderia
mallei SAVP1
Burkholderia
pseudomallei
NCTC13179
Burkholderia
pseudomallei
NCTC13178
Burkholderia
mallei
NCTC10247
Burkholderia
mallei
NCTC10229
Burkholderia
pseudomallei
MSHR146
Burkholderia
pseudomallei
MSHR511

non-ribosomal peptide
synthetase

amino acid adenylation
domain protein

amino acid adenylation
domain-containing protein
amino acid adenylation
domain protein
non-ribosomal peptide
synthetase modules,
pyoverdine

amino acid adenylation
domain protein

amino acid adenylation
domain-containing protein
non-ribosomal peptide
synthetase

non-ribosomal peptide
synthetase

putative siderophore non-
ribosomal peptide
synthetase MbaJ

putative siderophore
related non-ribosomal
peptide synthase
siderophore malleobactin
non-ribosomal peptide
synthetase MbaJ

putative non-ribosomal
peptide synthetase
D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

putative non-ribosomal
peptide synthetase

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

O O

(o)

O O O O

Orbl-
like
Orbl-
like

Orbl-
like
Orbl-
like
Orbl-
like

Orbl-
like

Orbl-
like
Orbl-
like
Orbl-
like
MbaA-
like

MbaA

MbaA.-
like

MbaA.-
like
MbaA.-
like

MbaA.-
like

MbaA-
like

MbaA.-
like

MbaA-
like

MbaA.-
like

AMUQ07848.1

ACB64045.1

AFQ48201.1
ABO54592.1

AFJ85828.1

ABX15286.1

WP_112006956.1
WP_035938986.1

WP_014252707.1

AFR15864.1

CAH35777.1

AF166360.1

ABM49973.1

AGZ29569.1

AHE28433.1

AIS29669.1

ABNO02075.1

AHG67934.1

AHG33479.1

Esmaeel
et al. 2016
Esmaeel
et al. 2016
Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Alice et
al. 2006

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016
Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016
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Burkholderia
pseudomallei
MSHR305
Burkholderia
thailandensis
E264
Burkholderia
thailandensis
E444
Burkholderia
thailandensis
Burkholderia sp.
Chi-1
Paraburkholderia
sp. Msh3
Burkholderia
Xenovorans
LB400
Burkholderia sp.
WP9
Paraburkholderia
sp. BL25I11N1
Paraburkholderia
phytofirmans
PSJN
Paraburkholderia
sp. BL9I2N2
Burkholderia sp.
K24

Collimonas
fungivorans ES
Al-Al

Collimonas
fungivorans
Ter331

Collimonas
fungivorans Ter6

Collimonas
arenae 515

Collimonas sp.
OK412

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

peptide synthetase-like
protein

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

amino acid adenylation
domain-containing protein
non-ribosomal peptide
synthetase

amino acid adenylation
domain-containing protein
non-ribosomal peptide
synthase

non-ribosomal peptide
synthetase
non-ribosomal peptide
synthetase

amino acid adenylation
domain protein

amino acid adenylation
domain-containing protein
cytochrome C peroxidase

non-ribosomal peptide
synthase protein
(TIGR01720
family)/amino

acid adenylation domain-
containing protein
non-ribosomal peptide
synthetase module

D-alanine--
poly(phosphoribitol) ligase,
subunit 1

non-ribosomal peptide
synthase protein
(TIGR01720 family)/amin
acid adenylation domain-
containing protein
non-ribosomal peptide
synthetase

(@)

(o] ® O O ¢ O

o

(o)

o

MbaA.-
like

MbaA.-
like

MbaA.-
like

MbaA

MbaA.-
like
MbaA.-
like
MbaA

MbaA.-
like
MbaA.-
like
MbaA.-
like

MbaA.-
like
MbaA.-
like
MbaA.-
like

Orbl -
like

Orbl -
like

MbaA.-
like

MbaA.-
like

AGR71527.1

ABC36450.1

AHI78774.1

MUV21210.1
WP_007178203.1
WP_165189222.1

ABE35422.1

WP_091806340.1
WP_106278636.1

ACD18456.1

WP_132378777.1
KFX66133.1

RKD43007.1

AEK62123.1

AMO95610.1

TWE40924.1

WP_092399293.1

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Esmaeel
et al. 2016

Franke et
al. 2013

Vargas-
Straube et
al. 2016

Esmaeel
et al. 2018

Song et
al. 2015

Song et
al. 2015
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Collimonas
arenae Terl0

Collimonas
arenae Ter282

Collimonas
pratensis Ter291

Collimonas
pratensis Ter91

Collimonas
pratensis
PMB3(1)
Collimonas sp.
MPS11E8
Herbaspirillum
sp. WT00C
Herbaspirillum
seropedicae Z67

D-alanine--

poly(phosphoribitol) ligase,

subunit 1

D-alanine--

poly(phosphoribitol) ligase,

subunit 1

D-alanine--

poly(phosphoribitol) ligase,

subunit 1

D-alanine--

poly(phosphoribitol) ligase,

subunit 1

amino acid adenylation

domain-containing protein

putative non-ribosomal

peptide synthase

amino acid adenylation

domain-containing protein

non-ribosomal peptide

synthetase

Orbl- AMO099972.1  Song et
like al. 2015
Orbl - AMP09867.1 Song et
like al. 2015
Orbl - AMP14640.1 Song et
like al. 2015
Orbl - AMP05285.1 Song et
like al. 2015
MbaA NK169295.1 This study
MbaA- ADU90672.1
like
WP_158035481.1
%) WP_013234321.1 Rosconi et
al. 2013

Table S2 : List of NRPS/PKS regions identified in Collimonas pratensis strain PMB3(1)

(see details of each cluster in the online version of this article at the publisher’s web-site)

Cllljgter Begin End Length Rffr;gn MIBIG Completion Product_predicted Type
1 1580827 1635577 54751 NRPS BGC0001721 0.867 Ornibactin nrps
PKS- nrps-
2 2244630 2285913 41284 like  BGC0001098 0.222 Iturin transatpks
3 2360088 2392122 32035 NRPS _ _ _ _
Rhizomide A/
rhizomide B /
4 2392223 2394924 2702 NRPS BGC0001758 1 rhizomide C nrps
5 2395025 2417533 22509 NRPS BGC0000774 0.057 Lipopolysaccharide saccharide
NRPS-
6 2680989 2723985 42997 like _ _ _ _
7 3792281 3814464 22184 T3PKS BGC0001233 0.263 Feglymycin nrps
8 5553998 5556883 2886 NRPS _ _ _ _
Rhizomide A/
rhizomide B /
9 5556984 5558971 1988 NRPS BGC0001758 1 rhizomide C nrps
NRPS-
10 5571165 5572859 1695 like _ _ _ _
NRPS-
11 5574638 5575990 1353 like  BGC0001135 1 Bicornutin nrps
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Figure S1: Evaluation of the growth of the WT and ANRPS mutant strains according to
iron availability

The WT (red) and ANRPS mutant (blue) strains were incubated in ABm with various
concentrations of iron ranging from 0 to 1 mg/Il. To evaluate the growth in each condition, the
slope of the exponential phase was calculated and termed growth rate (ht). The growth rate is
reported as a function of the concentration of iron in the solution. Letters indicate significant
differences of the growth rate according to iron concentrations (P<0.05). No significant

differences for the growth rate of WT and ANRPS mutant were observed.
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Figure S2: Fragmentation spectrum of the molecule at m/z = 676

The main molecule incubated with iron corresponding to am/z = 676.2191 was further analyzed
by ESI-MS/MS to determine its structure. Molecular weights framed in red correspond to the
fragmentation of the molecule via the break of a peptide bound. The orange ones correspond to
the mono-dehydrated form for each red-framed molecular peak (M-18).

100 606.2803

[(e}
T

[0}
T

~
o
pilin

[o)]
T

676.2195

N
o

Relative Abundance
w &)
= o

perc e bvrr e e by

608.2860

N
o

644.2367

598.2311
| | | 622.2753\ 636.1872 ‘651-‘3026 674.2243 682.‘1931 704.2|147

. . . . | | , | | | . |, . |
e s I O B B O
590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
m/z

Figure S3: Isotopic profile of the unknown compound at m/z = 606
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Mass spectrometry analysis of the fraction of interest from the crude extract of the WT strain
(RT = 1.2 min) revealed, after incubation with iron, a second intense signal at m/z = 606.2803
(in addition to the main signal at m/z = 676.2195 attributed to the ferrosiderophore compound).
The isotopic pattern of this ion indicates the absence of iron (no characteristic signal associated
with 54Fe), the corresponding compound can not be the result of a Mc Lafferty rearrangement

of the ferrisiderophore.
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1. Préambule

Les deux chapitres précédents ont permis d’identifier certains mécanismes moléculaires
développés par la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1) pour altérer les minéraux.
Dans nos conditions expérimentales, ces mécanismes semblent jouer un rdle essentiel.
L’acidolyse implique une Glucose/Méthanol/Choline oxydoréductase (GMC) tandis que la
complexolyse est liée a I’action d’un sidérophore, la malléobactine. Aprés ces premiers
développements, la question qui s’est posée dans ma thése a été de savoir si ces deux
mécanismes ont la méme efficacité face a différents types de minéraux (facteurs intrinseques)
et différentes conditions environnementales (facteurs extrinséques) ? Pour répondre a cette
question, une approche de mutagénése couplée a des tests biotiques et abiotiques d’altération

ont été réalisés.

CONTRIBUTION : Dans ce chapitre, j’ai participé au design expérimental, j’ai réalis¢ les
expériences avec 1’aide de Carine Cochet pour les analyses a la torche a plasma. J’ai également
participé a la préparation des minéraux (1’olivine, I’hématite, le grenat et la biotite). J’ai analysé

les résultats et 1’article est en cours d’écriture.

2. Introduction

La dissolution des minéraux dépend de facteurs intrinseques et extrinseques (White and Buss,
2014). Les facteurs intrinseques correspondent aux caractéristiques propres des minéraux (i.e.,
composition chimique, structure cristalline, taille...). Les facteurs extrinseques correspondent
aux caracteristiques environnementales, que I’on peut diviser en différentes catégories selon
leur origine : (i) abiotique (i.e., pH, tampon, vent, eau (Hilley et al., 2010), température (Bahr
etal., 1986; Hall et al., 2008), gel (Matsuoka and Murton, 2008)...) et (ii) biotique (i.e., plantes
(Mottershead et al., 2003), champignons (Jongmans et al., 1997), et bactéries...).

Parmi cette composante biotique, de nombreuses souches bactériennes efficaces pour altérer les
minéraux ont été isolées au niveau de la rhizosphére. Dans cet environnement, sous I’influence
des racines, le glucose représente 1’une des principales sources de carbohydrate retrouvée dans
les sols forestiers et au niveau des exsudats racinaires (Grayston et al., 1997; Jolivet et al., 2006;
Medeiros et al., 2006). Dans les sols forestiers, les arbres sont majoritairement en symbiose
avec les champignons mycorhiziens ; en conséquence, d’autres sources de carbone d’origine

fongique peuvent étre retrouvées parmi lesquelles des polysaccharides et des polyols comme le
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mannitol ou le tréhalose (Frey et al., 1997; Rangel-Castro et al., 2002; Kala¢, 2013). Dans un
tel environnement, les bactéries sont en présence de différentes sources de carbone qui peuvent
potentiellement moduler leur efficacité a altérer les minéraux. Des variations d’efficacité
d’altération des minéraux ont ainsi été mises en évidence pour différentes bactéries, révélant
que certaines sont particulierement efficaces en présence de glucose en comparaison avec
d’autres sources de carbone (i.e., mannitol, tréhalose, saccharose, galactose, xylose, mannose,
maltose, cellobiose, arabinose...) (Hameeda et al., 2006; Reyes et al., 2006; Patel et al., 2008;
Suleman et al., 2018; Uroz et al., 2009b). La source de carbone est donc un parameétre qui
influence la capacité a altérer les minéraux, suggérant un possible lien avec le métabolisme
bactérien.

Méme si les bactéries sont capables de produire des protons et des acides, ces agents altérants
peuvent avoir un impact différent sur I’altération des minéraux en fonction du pouvoir tampon
de I’environnement. Notamment, un milieu présentant un fort pouvoir tampon pourrait étre
capable de neutraliser les protons inhibant ainsi 1’effet de 1’acidolyse. C’est ce que Rajawat et
al. ont démontré pour certaines bactéries qui voyaient leur capacité de solubilisation du
potassium a partir d’aluminosilicate de potassium réduite en milieu tamponné, comparé a un
milieu non-tamponné (Rajawat et al., 2019). En absence d’acidification, ce sont les mécanismes
de complexolyse qui devraient étre favorisés (Kalinowski et al., 2000). Dans les sols,
différentes réactions peuvent consommer des protons produits par les bactéries et ainsi
tamponner leur environnement proche et la solution du sol. C’est le cas par exemple des
minéraux silicatés (feldspaths, micas...) qui fixent des protons lors de leur altération. Certains
minéraux peuvent donc avoir un effet tampon.

Dans les sols, les bactéries peuvent rencontrer une large variété de minéraux définis par leur
cristallographie, leur taille, leur composition chimique et leur altérabilité (Dixon et al., 1989;
Brantley, 2008). Le type de minéral est donc susceptible d’influencer le fonctionnement et la
distribution des bactéries. Si cette démonstration n’a pas été réalisée in situ dans le sol, le
criblage de souches sur différentes formes de phosphate a revélé des variations. 1l a ainsi éte
démontré pour des souches d’Enterobacter, Pseudomonas, Serratia, Klebsiella, Burkholderia
ou Aeromonas que leur capacité a libérer le phosphore a partir de phosphate tricalcique et
dicalcique était plus importante que d’autres formes de phosphate insoluble comme le
phosphate de fer ou une roche phosphatée (Jha et al., 2013). Une autre étude sur 10 souches
bactériennes a montré une meilleure efficacité a libérer le phosphore a partir de phosphate
tricalcique comparé au phosphate d’aluminium et au phosphate de fer (Fankem et al., 2006). Il

semblerait donc que le type de minéral influence I’efficacité des bactéries a altérer les minéraux,
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bien que cela n’ait été démontré que pour des minéraux relativement altérables (i.e., les
phosphates).

Les bactéries hétérotrophes sont décrites pour altérer les minéraux a travers plusieurs
mécanismes dont I’acidolyse (production de protons et d’acides) et la complexolyse (production
de chélateurs) (Robert and Berthelin, 1986). Cependant, les déterminants génétiques impliqués
dans I’altération des minéraux par les bactéries restent encore peu ou pas connus selon les
taxons considérés. L’enzyme la plus décrite impliquée dans 1’altération des minéraux est la
glucose déshydrogénase (GDH) de la voie directe d’oxydation du glucose. Cette enzyme
localisée dans le périplasme convertit le glucose en gluconate et produit un proton menant a
I’acidification du milieu et I’acidolyse des minéraux (Goldstein, 1995; Illmer and Schinner,
1995; Sashidhar and Podile, 2010). A I’heure actuelle, deux types de GDH ont été décrits dans
I’altération des minéraux : les GDH dépendantes du cofacteur PQQ (Gyaneshwar et al., 1999;
Tripuraetal., 2007; Intorne et al., 2009; Sashidhar and Podile, 2009; Miller et al., 2010; Crespo,
2011; Wang et al., 2020) et une glucose/méthanol/choline (GMC) oxydoréductase dépendante
du FAD ((Picard et al., 2021a) ; cHAPITRE 2). Le second mécanisme le plus reporté est celui de
la complexolyse des minéraux qui est liée a I’activité de chélateurs tels que les sidérophores.
L’implication des sidérophores dans 1’altération des minéraux a été démontrée en condition
abiotique, ou le sidérophore a été ajouté directement en présence d’un minéral, sans la présence
de la bactérie productrice. La production et I’action des sidérophores étant difficile a mettre en
évidence en condition acidifiante, la création de mutants impactés dans la production de
sidérophore est nécessaire pour comprendre leur réle dans ’altération. Des expériences sur la
souche modéle Pseudomonas aeruginosa et ses mutants incapables de produire de la pyochéline
et/ou de la pyoverdine, ont démontré que seule la pyoverdine était capable d’altérer les
minéraux en condition biotique (Ferret et al., 2014; Parrello et al., 2016). Les travaux réalisés
dans ma thése ont révélé I’implication de malléobactine produite par la souche de Collimonas
pratensis PMB3(1) dans 1’altération des minéraux. L’implication de ce sidérophore dans
I’altération a été démontrée uniquement en condition tamponneée ou 1’action des protons est

neutralisée ((Picard et al., 2021b) ; CHAPITRE 3).

D’aprés nos connaissances, aucune étude n’a analysé I’influence du type de minéral (i.e.,
facteurs intrinseques) et des parametres environnementaux (i.e., facteurs extrinseques) sur les
mécanismes moléculaires développeés par les bactéries pour altérer les minéraux. Nous avons
considéré dans ce chapitre que le pouvoir tampon du milieu et la source de carbone disponible

étaient des facteurs extrinseques importants pouvant potentiellement influencer les mécanismes
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Figure 4.1 : Propriétés des minéraux, aspect et composition chimique

Le panel A illustre les différents minéraux utilisés dans cette étude. Le panel B indique la composition chimique des minéraux.
Les données en gras représentent les principaux éléments chimiques présents dans la composition de chaque minéraux, ce sont
ceux utilisés pour mesurer la dissolution des minéraux. Le silicium a été retiré de 1’étude car les tubes en verre relarguent une
partie de leur silicium lors des expérimentations. Le potassium n’a pas été étudié car présent dans les milieux de cultures utilisés
tout comme le magnésium dans le milieu AB. Les valeurs en rouges représentent la quantité de fer de chaque minéraux, c’est

I’élément chimique commun pour tous les minéraux sauf 1’apatite. Le panel C est une représentation en barres du tableau en

panel B.
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moléculaires de I’altération des minéraux par les bactéries. Dans ce contexte, le but de cette
étude a été de déterminer I’effet (i) de la source de carbone disponible, (ii) du pouvoir tampon
du milieu et (iii) du type de minéral, sur I’efficacité et les mécanismes impliqués dans
I’altération des minéraux par les bactéries. Pour répondre a cette question, la souche modele
Collimonas pratensis PMB3(1) a été sélectionnée pour sa forte efficacité a altérer les minéraux
comparée a d’autres souche altérantes (Uroz et al., 2009b). D’un point de vue moléculaire, cette
souche altére les minéraux par acidolyse en présence de glucose via une GMC oxydoréductase
(Picard et al., 2021a). Elle est egalement capable de produire de la malléobactine, un
sidérophore impliqué dans I’altération de 1’hématite par complexolyse (Picard et al., 2021b).
En utilisant des approches de mutagénése couplées avec des tests biotiques et abiotiques
d’altération in vitro, nous avons été capables de déterminer dans cette étude I’efficacité de la
souche modele PMB3(1) et I’implication de la GMC et de la malléobactine dans ’altération de
cing minéraux différents (i.e., biotite, olivine, grenat, hématite, apatite), en présence de deux
sources de carbones (i.e., glucose ou mannitol) et deux milieux possédant des pouvoirs tampons
différents (i.e., BHm et AB).

3. Matériels et méthodes

3.1. Matériel minéral

Cing minéraux différents : apatite, biotite, olivine, hématite et grenat ont été sélectionnés pour
leur abondance dans les sols et leur propriétés physico-chimiques contrastées
(InTRODUCTION 82.1.1). Leur composition chimique a été déterminée par spectrométrie a plasma
a couplage inductif (ICP-AES) apreés une fusion alcaline avec du LiBO> et une dissolution au
HNOs (Figure 4.1B). Les cristaux les plus purs pour chaque minéral ont été broyes et tamisés
pour obtenir des fractions homogenes en taille comprise entre 200 et 500 um. Les particules

fines ont éte Otees par ultra-sons.

3.2. Matériel biologique

La souche modeéle Collimonas pratensis PMB3(1) provient de la mycorhizosphere du chéne
associe au champignon ectomycorhizien Scleroderma citrinum (CHAPITRE 1 82.1). Trois
mutants de la souche PMB3(1) ont été analysés dans cette étude (Tableau 4.1). Le mutant
25(10F) a été obtenu par mutagénese aléatoire (insertion du plasposon Tn5-OT182) et est muté

au niveau du géne gdhC (Picard et al., 2021a). Ce géne code pour la sous-unité cytochrome
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Tableau 4.1 : Description des souches bactériennes utilisées dans cette étude

Strains Characteristics

References

Collimonas pratensis PMB3(1)  Wild type strain

25(10F) TetR, PMB3(1)(gdhC::pOT182) disruptant ; wild type strain with

OT182 plasposon insertion into gdhC gene
ANRPS PMB3(1)(NRPS::Gm) ; wild type strain with GmR cassette inserted

in double crossing over into mbaA gene
25(10F)ANRPS TetR, GmR, 25(10F)(NRPS::Gm) ; 25(10F) mutant with GmR

cassette inserted in double crossing over into mbaA gene

Uroz et al., 2007

Picard et al., 2021a

Picard et al., 2021b

This study
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d’une GMC oxydoréductase dont I’implication dans I’altération de la biotite a été démontrée
(Picard et al., 2021a). Le second mutant utilisé dans cette étude est le mutant ANRPS construit
par mutagénése ciblée sur le gene mbaA (Picard et al., 2021b). Ce gene code pour une peptide
synthétase non-ribosomale (NRPS) responsable de la synthése de malléobactine. L’implication
de ce sidérophore dans I’altération de I’hématite a été démontrée (Picard et al., 2021b). Enfin,
dans le cadre de cette étude, un double mutant 25(10F)ANRPS a été construit. Il a été produit
par I’insertion d’une cassette de résistance a la gentamycine au niveau du site de restriction
Smal du gene mbaA du mutant 25(10F) (selon la méme procédure détaillée dans le CHAPITRE 3).
Toutes les souches bactériennes ont été cultivées a 25 °C. Lorsque cela était nécessaire et
seulement pour les précultures des mutants, des antibiotiques ont été ajoutés dans le milieu de

culture aux concentrations suivantes : tétracycline 10 pg/ml et gentamycine 20 pg/ml.

3.3. Préparation de I’inoculum bactérien

Les tests biotiques ont été réalisés avec des suspensions bactériennes calibrées (inoculum). Cet
inoculum a été préparé de la maniére suivante. A partir du stock de glycérol a -80 °C, une
préculture des souches bactériennes en milieu solide AB mannitol (2 g/l) a été réalisée (Chilton
etal., 1974) (Annexe2). Apres 2 jours de culture a 25 °C, une colonie bactérienne a été prélevée
afin d’inoculer 50 ml de milieu AB mannitol liquide. La culture a été incubée a 25 °C sous
agitation (150 rpm) pendant 2 jours. La culture a été ensuite centrifugée a 8000 g, 15 min,
10 °C. Le culot bactérien a été lavé 3 fois dans 10 ml d’eau mQ stérile et a été resuspendu dans
de I’eau mQ stérile. Pour contrdler la quantité de cellules inoculée, la DOs95 nm) @ ensuite été

ajusté a 0.90 + 0.03.
3.4. Biotests
Pour évaluer I’impact des mutations sur les mutants, trois biotests ont été réalisés.
3.4.1. Solubilisation du phosphate
Des gouttes de 5 pl de chaque suspension calibrée (WT ou mutants) ont été inoculées en
triplicats sur la surface du milieu solide TCP supplémenté avec 10 g/l de glucose. La

solubilisation du phosphate a été évaluée par la mesure du diamétre du halo autour de la colonie

apres 7 jours d’incubation.
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3.4.2. Acidification du milieu

Dix microlitres de suspension calibrée ont été inoculés dans 190 pl de milieu TCP liquide (sans
tricalcium phosphate ; Annexe 2). Apres une incubation de 3 jours, la microplaque a été
centrifugée a 5000 g, 15 min, 4 °C et 180 pl de surnageant ont été prélevés et ajoutes a 20 pl
de vert de bromocrésol (1 g/l ; indicateur coloré). L’absorbance a 595 nm a été mesurée

permettant d’évaluer le pH de la solution (Uroz et al., 2007).

3.4.3. Laproduction de sidérophore

Le milieu Chrome Azurol S (CAS) a éte réalisé selon (Schwyn and Neilands, 1987) (Annexe 2).
Des gouttes de 5 ul de suspension bactérienne ont été inoculées en triplicats sur la surface du
milieu CAS solide. Apres une incubation a 25 °C pendant 7 jours, la présence d’un halo
jaune/orangé indique la présence de chélateurs de fer tels que les sidérophores. Le diamétre du

halo a été mesureé ainsi que celui de la colonie.

3.5. Altération abiotique des minéraux

3.5.1. Préparation des solutions

Pour déterminer 1’altérabilité des minéraux sélectionnés, une solution de HCl et citrate a 10 mM
a été utilisée permettant de mimer une acido-complexolyse. La quantité d’acide chlorhydrique
a été ajustée pour obtenir les pH suivants : 3.15, 4.15, 5.01 et 5.22. Ces solutions ont été utilisées
pour solubiliser le citrate a une concentration finale de 10 mM chacune. Le pH des solutions de
citrate a ensuite été réajusté a 3.08, 4.19, 4.99, 6.02 avec du NaOH (2N). Toutes les solutions
ont été stérilisées par autoclavage a 121 °C (le pH des solutions a a nouveau été mesuré apres

autoclavage).

3.5.2. Mesure de I’altérabilité des minéraux testés

Avant I’ajout des minéraux, les tubes en verre ont été lavés a 1’acide chlorhydrique (HCI, 3.6
%) et rincés trois fois a I’eau mQ. Cent milligrammes de minéraux ont été introduits dans
chaque tube. Les tubes lavés et contenant les minéraux ont été autoclaves a 121 °C. Cing
millilitres de solution de citrate stérile ont été ajoutés dans chaque tube de facon stérile. Les
tubes ont ensuite été incubés sous agitation a 25 °C, 150 rpm. Aprés 7 jours d’incubation, les
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solutions ont éteé filtrées a 0.22 um et stockées a -20 °C pour les analyses chimiques. La
concentration en mg/l des éléments chimiques issus de I’altération des minéraux (i.e., Fe, Mg,
Al, Mn, Ca, P) pour chaque échantillon a été mesurée par spectrométrie a plasma a couplage
inductif (700 Series ICP-OES, Agilent Technologies).

3.6. Altération biotique des minéraux
3.6.1. Les milieux de culture utilisés

Pour cette étude, deux milieux de culture ont été choisis (i.e., AB et BHm) (Annexe 2). Ces
deux milieux de culture bien que leur composition chimique ne soit pas identique sont tous
deux considérés comme des milieux pauvres. lls ont tous deux été carences en fer. Le milieu
AB a été choisi pour son fort pouvoir tampon permettant de neutraliser les phénomeénes
d’acidolyse et de privilégier la complexolyse. A I’inverse, le milieu BHm modifié¢ (Uroz et al.,
2007) présente une faible capacité tampon permettant les processus d’acidolyse. Ces deux
milieux de cultures ont été supplémentés avec soit du glucose soit du mannitol a une
concentration finale de 2 g/l. Le glucose a été choisi pour son implication dans la voie
d’oxydation directe et menant ainsi a la production de protons. De plus, il représente la source
de carbone dominante dans les sols forestiers et les exsudats racinaires. Il est également le
constituant de plusieurs polysaccharides comme le saccharose, le tréhalose ou 1’amidon
(Derrien et al., 2004). Au contraire, le mannitol est un polyol d’origine fongique retrouvé au
niveau de la mycorhizosphere. Son métabolisme par la souche modele PMB3(1) implique des

voies peu acidifiantes.

3.6.2. Test d’altération biotique

Les minéraux utilisés pour cette expérience sont la biotite, 1’olivine, le grenat et I’hématite. Les
tests d’altération sur I’apatite n’ont pas encore été réalisés en condition biotique.

Avant introduction des mineraux, les tubes en verre ont été lavés a 1’acide chlorhydrique (HCI,
3.6 %) et rincés trois fois a I’eau mQ. Les tubes contenant 100 mg de minéraux ont ensuite été
stérilisés par autoclavage a 121 °C. Pour le test d’altération, 4.5 ml de milieu (AB ou BHm avec
glucose ou mannitol) ont été distribués dans chaque tube puis 500 ul de suspension bactérienne
ont été inoculés (WT, 25(10F), ANRPS ou 25(10F)ANRPS). Des milicux non-inoculés avec ou
sans minéraux ont été utilisés comme contrdles. Apres 7 jours d’incubation a 25 °C sous

agitation a 150 rpm, 200 pl de chaque culture ont été échantillonnés et distribués dans une
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microplaque de 96 puits. L’absorbance a 595 nm a été mesurée afin d’évaluer la croissance
bactérienne. La microplaque a ensuite été centrifugée a 5000 g 15 min 10 °C. Les surnageants
ont été utilisés pour mesurer le pH en ajoutant 20 ul de vert de bromocrésol aux 180 pl de
surnageant. L’absorbance a ensuite été mesurée a 595 nm. Le restant de culture (environ 3 ml)
a été transvasé dans des tubes falcon de 15 ml pour étre centrifugé a 7000 g pendant 15 min. Le
surnageant a ensuite été filtré & 0.22 um et congelé a -20 °C pour une analyse ICP-OES (décrit
ci-dessus). Les valeurs moyennes des trois replicats indépendants pour la densité bactérienne,
le pH et la quantité d’éléments dissous ont été utilisés pour évaluer I’altération des minéraux

dans chaque condition.

3.7. Mesure de ’altération des minéraux et calcul du taux de dissolution

La dissolution a été évaluée pour chaque mineéral par la libération des éléments en solution.
Seuls les éléments non présents dans le milieu de culture ou dans les contenants (les tubes en
borosilicate contiennent du silicium) ont été sélectionnés comme traceurs de 1’altération.
Concrétement ce sont : pour la biotite : Fe, Mg, Al ; pour I’olivine : Fe, Mg ; pour le grenat :

Fe, Mg, Al, Mn ; pour I’hématite : Fe, pour I’apatite : P, Ca (Figure 4.1B).

Pour pouvoir comparer 1’altérabilité de chacun des minéraux entre eux, il a été nécessaire de
calculer le taux de dissolution (%) correspondant a la quantité d’élément chimique libéré
rapporté a la quantité d’élément chimique contenu dans la structure cristalline du minéral.

Qté élément libéré

K (%) =
(%) Qté élément dans le minéral

K : taux de dissolution* du minéral (pour un élément chimique donné) exprimé en %.

Qte elément libéré . quantité d’élément chimique libéré par le minéral lors de son altération
(mg).

Qté élément dans le minéral : quantité d’élément chimique présent dans la structure cristalline
du minéral (mg) a raison de 100 mg de minéral dans 5 ml de solution.

*Siil n’y a pas eu de reprécipitation

3.8. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel R. Les données présentées dans cette
étude sont des moyennes de trois réplicats indépendants. Les différences des moyennes des
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Figure 4.2 : Ditferentes alterabilite des mineraux

La dissolution des minéraux sélectionnée a été évaluée dans une condition mimant 1’acido-complexolyse (HCI et citrate 10 mM a
pH 3.08, 4.19, 4.99 et 6.02). Les différents graphiques représentent le logarithme du taux de dissolution en fonction du pH des
différentes solutions testées. L’apatite et I’olivine présentent des taux de dissolution similaires et sont les deux minéraux les plus
altérables. Les taux de dissolution du grenat et de la biotite sont du méme ordre de grandeur. Enfin, I’hématite est le minéral le
moins altérable.
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Figure 4.3 : Caractérisation du potentiel d’altération des mutants

La capacité des mutants (i.e. 25(10F), ANRPS, 25(10F)ANRPS) a solubiliser le phosphate, acidifier le milieu TCP et mobiliser le
fer sont représentées sur cette figure. (A) Photographies des colonies bactériennes développées au bout de 7 jours de culture sur
milieu TCP ou CAS solide. (B) Diamétre de halo mesurés aprés 7 jours de culture sur milieu TCP ou CAS solide. Les lettres
minuscules et majuscules indiquent les différences significatives de diamétre de halo sur milieu CAS et TCP respectivement (P <
0.05). Les mutants ANRPS et 25(10F)ANRPS n’ont pas été capable de croitre sur le milieu TCP, indiqué par les lettres n.g.. (C)
Le pH du milieu TCP aprés 3 jours de culture est représenté. Les différences significatives sont indiquées par les lettres
minuscules (P < 0.05).

* Une partie des données présentées ci-dessus a déja été publiée (Picard et al., 2021a ; Picard et al., 2021b)
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¢chantillons ont été analysées par une ANOVA a un facteur suivi d’un test TukeyHSD avec

une P-value < 0.05.

4. Résultats

4.1. Evaluation de 1’altérabilité des minéraux

Pour déterminer 1’altérabilité des minéraux sélectionnés (i.e., biotite, olivine, grenat, hématite
et apatite), des tests d’altération abiotiques mimant une acido-complexolyse ont été réalisés a
différents pH (3, 4, 5, 6). Pour pouvoir comparer la dissolution des minéraux, les calculs de
taux de dissolution ont été réalisés. Cette premiére expérience a permis de mettre en évidence
que les minéraux possédaient différentes altérabilités. Notamment, 1’olivine et 1’apatite ont des
taux de dissolution similaires et sont les minéraux les plus altérables avec un taux de dissolution
de 2.34 et 1.98 % pour le fer de 1’olivine et le phosphate de 1’apatite respectivement a pH 3. La
dissolution de la biotite et du grenat présente le méme ordre de grandeur (surtout a pH neutre),
entre 0.19 et 0.05 % de fer dissout a pH 3 respectivement et 0.02 % a pH 6 pour les deux
minérauX. Enfin, I’hématite est le minéral le moins altérable dans nos conditions expérimentales

avec un taux de dissolution maximum de 0.002 % (Figure 4.2).

4.2. Caractérisation phénotypique des mutants

A travers différents biotests, la souche modéle Collimonas pratensis PMB3(1) et ses différents
mutants ont été évalués pour leur potentiel d’altération des minéraux (i.e., solubilisation du
phosphate, acidification, et production de sidérophore) (Figure 4.3). Une partie des résultats
présentés ci-dessous a déja été publiée mais il est tout de méme nécessaire de rappeler le
phénotype des souches testées et surtout de pouvoir les comparer.

L’analyse des biotests a permis de démontrer que le mutant 25(10F) n’était pas impacté dans la
production de sidérophore comparé a la souche WT (halo de 1.56 = 0.03 cm ; P > 0.05) mais
restait significativement altéré dans sa capacité a solubiliser le phosphate et acidifier le milieu
comme démontré par (Picard et al., 2021a) (P < 0.05). A I’inverse, le mutant ANRPS n’était
plus capable de mobiliser le fer sur le milieu CAS confirmant le résultat annoncé par (Picard et
al., 2021b). Dans cette nouvelle étude, nous avons mis en évidence que ce mutant ANRPS
n’était pas capable de croitre sur le milieu TCP solide alors qu’il I’est dans le milieu TCP liquide
(biomasse faible). Ces tests ont montré que le mutant ANRPS ne présentait pas de différences
significatives dans sa capacité a acidifier le milieu TCP comparativement a la souche WT (pH
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Figure 4.4 : Altération des minéraux par la souche PMB3(1) et ses mutants

L’altération des minéraux a été évaluée par la libération de fer a partir des minéraux aprés 7 jours de culture dans un
milieu & faible ou fort pouvoir tampon (respectivement, milieu BHm ou AB) supplémenté avec du glucose ou du mannitol
(2 gfl). Les contrdles non-inoculés avec ou sans minéraux permettent d’évaluer la dissolution passive du minéral ou la
carence en fer dans le milieu respectivement. Le pH du milieu est indiqué au-dessus de chaque barre. Les lettres
minuscules indiquent les différences significatives entre la souche sauvage, les mutants et les contr6les non-inoculés. Les
lettres majuscules indiquent les différences significatives pour la souche sauvage en fonction des différentes conditions
testées (P < 0.05).
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de 4.2 £ 0.01) (P < 0.05). Enfin, le double mutant 25(10F)ANRPS était significativement
impacté dans sa capacité a mobiliser le fer sur le milieu CAS (pas de halo formé)
comparativement a la souche sauvage. Ce mutant a paru lui aussi incapable de croitre sur le
milieu TCP solide mais le test en liquide a permis de démontrer qu’il y avait une faible
croissance du mutant. Dans ce biotest TCP liquide, le double mutant était significativement
différent de la souche sauvage dans sa capacité a acidifier le milieu (pH2scor)anres = 5.3 £ 0.01
vs pHwt =4.2 £ 0.01 ; P <0.05).

4.3. Altération des minéraux par la souche PMB3(1) et ses mutants

Les tests d’altération biotique avec I’apatite n’ont pas encore été réalisés. Le reste de ce chapitre
ne traitera donc que des quatre minéraux suivants : biotite, olivine, grenat et hématite.

Pour évaluer I’efficacité de la souche WT et de ses mutants dans 1’altération des minéraux en
fonction des facteurs extrinseques et intrinseques, les éléments chimiques libérés par les
minéraux ont été mesurés. Sachant que tous les éléments chimiques libérés par les minéraux
suivent le méme schéma, pour des raisons de clarté, nous avons choisi de présenter le fer qui
est ’élément chimique présent dans la composition des quatre minéraux testés (i.e., biotite,

olivine, grenat et hématite) et qui est absent des deux milieux de culture.

4.3.1. Effet des facteurs extrinseques

Pour répondre a la problématique de ce chapitre, cette section traitera dans un premier temps
I’effet des facteurs extrinséques sur I’efficacité de la souche WT a altérer les minéraux et dans
un second temps, 1’effet de ces facteurs sur les mécanismes moléculaires de 1’altération

(différences entre WT et mutants).

4.3.1.1. Effet du milieu de culture sur I’efficacité d’altération par la

souche sauvage PMB3(1)

La comparaison de I’altération passive des minéraux (contrle avec minéral non-inoculé) et de
I’altération des minéraux en présence de la souche modele indique qu’il y a bien une altération
active biotique des minéraux dans toutes les conditions (Figure 4.4).

L’effet du milieu sur I’efficacité d’altération des minéraux a été évalué en comparant les milieux

BHm et AB en présence de glucose. La souche PMB3(1) libéere 1.10 mg/l de fer a partir de la
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biotite dans le milieu faiblement tamponné (BHm) ce qui est significativement plus important
comparé au milieu AB (0.32 mg/l de fer libéré par la biotite ; P < 0.05). Cette différence
significative est observée pour les autres minéraux ou 2.15, 1.14 et 0.48 mg/l de fer sont libérés
en BHm glucose contre 0.69, 0.31 et 0.37 mg/l en AB glucose pour respectivement I’olivine, le
grenat et I’hématite. De fagon intéressante, en présence d’un tampon faible, tel que dans le
milieu (BHm) et de glucose, la souche bactérienne PMB3(1) acidifie le milieu de culture a un
pH d’environ 3.4 pour la biotite, le grenat et I’hématite. Dans ces conditions, pour 1’olivine le
pH est de 6.2. Tandis qu’en présence d’un milieu avec un tampon fort (AB) le pH reste stable
a 6.2 pour tous les minéraux.

En considérant I’effet du milieu de culture en présence de mannitol, la souche sauvage altére
plus efficacement la biotite, le grenat et I’hématite dans le milieu BHm que dans le milieu AB
avec 0.41, 0.63 et 0.36 mg/I de fer dans le milieu BHm mannitol contre 0.30, 0.31 et 0.35 mg/I
de fer dans le milieu AB mannitol pour respectivement la biotite, le grenat et I’hématite. Cela
reste une tendance et les différences ne sont significatives que pour le grenat. Pour ’olivine,
c’est en milieu AB mannitol que la plus forte altération a été mesurée (BHm mannitol :
0.68 mg/l ; AB mannitol : 0.96 mg/I de fer ; P<0.05).

Quel que soit le minéral testé (a I’exception de I’olivine), la souche WT acidifie le milieu BHm
mannitol a environ 4.3 tandis que le pH du milieu AB reste stable a pH 6.2. Pour I’olivine, le
pH mesuré est de 6.2 en milieu AB et en milieu BHm.

4.3.1.2. Effet de la source de carbone sur I’efficacité a altérer les

minéraux par la souche sauvage

Dans le milieu a faible pouvoir tampon (BHm), la souche sauvage a altéré plus efficacement
et significativement les minéraux en présence de glucose comparé au mannitol avec une
libération de fer de 1.10, 2.20, 1.10 et 0.47 mg/I avec le glucose contre 0.41, 0.68, 0.63 et 0.36
mg/l avec le mannitol (P < 0.05), confirmant les résultats antérieurs (Uroz et al., 2009b). De
maniere intéressante, la souche WT acidifie plus efficacement le milieu BHm en présence de
glucose (pH = 3.4) par rapport au mannitol (pH = 4.3).

En considérant le milieu fortement tamponné (AB), aucune différence d’efficacité n’a été

observée entre les deux sources de carbone utilisées.
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4.3.1.3. Effet du milieu de culture et de la source de carbone sur les

mécanismes moléculaires de 1’altération

Dans le milieu faiblement tamponné (BHm) supplémenté avec du glucose, les mutants
25(10F) et 25(10F)ANRPS altérent les minéraux significativement moins que la souche
sauvage WT (0.36, 0.51, 0.45 et 0.32 mg/I de fer pour la souche 25(10F) contre 1.10, 2.20, 1.10
et 0.47 mg/l pour la souche WT pour la biotite, I’olivine, le grenat et ’hématite respectivement ;
P < 0.05). Ces deux mutants 25(10F) et 25(10F)ANRPS acidifient également moins le milicu
de culture comparé a la souche sauvage (pH de 4.2 et 3.4 pour les mutants et le WT
respectivement). Le mutant ANRPS n’est pas significativement différent de la souche WT dans
sa capacité a altérer les minéraux et a acidifier le milieu (P < 0.05).

Dans le milieu faiblement tamponné (BHmM) en présence de mannitol, aucune différence
significative n’a été observée entre les mutants et la souche sauvage, le pH étant d’environ 4.3
pour toutes les souches (a I’exception du cas de 1’olivine explication (85.2.1)).

En ce qui concerne le milieu tamponné AB supplémenté avec du glucose, les deux mutants
ANRPS et 25(10F)ANRPS altérent les minéraux significativement moins que la souche WT en
libérant 0.20, 0.31, 0.12 et 0.28 mg/1 de fer pour le mutant ANRPS contre 0.32, 0.69, 0.31, 0.37
mg/l de fer pour la souche WT pour la biotite, ’olivine, le grenat et I’hématite respectivement
(P < 0.05). Lorsque le milieu tamponné AB est supplémenté avec du mannitol, la quantité de

fer libéré par toutes les souches suivent la méme tendance que dans le milieu AB glucose.

4.3.2. Effet des propriétés du minéral (facteurs intrinséques)

Pour pouvoir comparer la dissolution de différents types de minéraux considérés dans cette
étude, il est nécessaire de calculer le taux de dissolution (K) qui est la quantité d’un élément
chimique libéré rapportée a la quantité de cet élement dans la structure du minéral. Ce taux est
exprimé en % (voir materiels et méthodes §3.7). Ce calcul permet de faire abstraction des
différences de composition chimique existant entre les minéraux.

L efficacité a altérer les minéraux de la souche sauvage en fonction du type de minéral sera
traitée pour la souche sauvage dans la premiére section. La deuxiéme section traitera ensuite
des mécanismes moléculaires de 1’altération en fonction du type de minéral, en se basant sur

une comparaison des taux de dissolution obtenus pour les mutants vs la souche WT.
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Figure 4.5 : Taux de dissolution des minéraux par la souche PMB3(1) et ses mutants

Taux de dissolution du fer libéré a partir des minéraux par les différentes souches bactériennes (WT, 25(10F), ANRPS et

25(10F)ANRPS) dans les 4 conditions de cultures testées (BHm ou AB avec glucose ou mannitol). Les barres colorées

représentent le taux de dissolution du fer de la souche considérée, la partie hachurée indique le taux de dissolution du fer

par le contr6le non-inoculé (dissolution passive du minéral). Les lettres majuscules indiquent les différences significatives

entre les taux de dissolution des minéraux dans un milieu donné par la souche sauvage (P < 0.05).
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4.3.2.1. Effet du type de minéral sur I’efficacité d’altération

Dans toutes les conditions testées (milieu et source de carbone) la méme tendance générale a
été observée : (i) I’olivine s’est altérée de fagon plus importante comparée aux autres minéraux,
(ii) le grenat et la biotite ont présenté des taux de dissolution similaires et (iii) I’hématite reste
le minéral le moins altéré. Par exemple, dans le milieu BHm glucose, le taux de dissolution (K)
calculé pour la souche WT avec ’olivine est de 0.150 % (Figure 4.5). Ce taux de dissolution
est significativement plus élevé que celui obtenu pour la biotite (K = 0.057 %), le grenat (K =
0.054 %) et I’hématite (K = 0.003 %) (P < 0.05). La souche WT altére la biotite et le grenat de

maniére significativement similaire (P > 0.05).

4.3.2.2. Effet du type de minéral sur les mécanismes moléculaires

de 1’altération

Pour déterminer si les mécanismes moléculaires impliqués dans la dissolution des minéraux
different en fonction du type de minéral, une comparaison entre mutants et souche WT a été
réalisée. Pour ce faire, le taux d’altération du fer libéré par un mutant (K(mutant)) a été rapporté
au taux de dissolution du fer libéré par la souche sauvage (K(WT)) : R = K(mutant) / K(WT)
(Figure 4.6). Si le rapport R se rapproche de 1 (i.e., R = 1), alors le mutant considéré présente
un taux d’altération proche de la souche sauvage. Si R est inférieur a 1 (i.e., R < 1), le mutant
considéré est impacté dans sa capacité a altérer les minéraux, comparé a la souche sauvage. Ce

calcul permet de faire abstraction des différences d’altérabilité existant entre les minéraux.

En BHm glucose, les rapports R des mutants 25(10F) et 25(10F)ANRPS sont de : 0.34 et 0.37
pour la biotite ; 0.24 et 0.19 pour ’olivine ; 0.40 et 0.54 pour le grenat ; 0.68 et 0.64 pour
I’hématite. D’aprés la comparaison des taux de dissolution des mutants 25(10F) et
25(10F)ANRPS avec ceux de la souche sauvage, les mutants sont significativement différents
de la souche sauvage en ce qui concerne les tests avec biotite, olivine et grenat (P < 0.05). En
revanche, le mutant ANRPS présente des rapports R proches de 1 pour tous les minéraux testés

(R=0.92,1.0, 1.0 et 1.1 pour la biotite, I’olivine, le grenat et I’hématite respectivement).

Dans le milieu BHmM mannitol, les rapports R des mutants 25(10F), ANRPS et 25(10F)ANRPS
sont tous proches de 1 pour la biotite, I’olivine, le grenat et I’hématite. Démontrant que le taux

de dissolution des minéraux est similaire pour les mutants et la souche WT. Ce résultat a été
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Figure 4.6 : Altération des minéraux par les mutants en fonction du type de minéral comparé a la souche sauvage

Le taux de dissolution du fer pour un minéral altéré par un mutant (K(mutant)) a été rapporté a celui obtenu pour la
souche sauvage (K(WT)). Si le résultat du rapport obtenu est égale a 1, le mutant n’est pas significativement différent de
la souche WT pour altérer les minéraux (lettre a). A l’inverse, si le rapport est inférieur a 1, le mutant est
significativement différent de la souche WT dans sa capacité a altérer (lettre b). Le trait noir indique le seuil de 1
correspondant au taux de dissolution de la souche sauvage. Les encadrés rouges indique les mutants impactés dans leur
capacité a dissoudre les minéraux. Les lettres minuscules indiquent les différences significatives obtenus apres

comparaison du taux de dissolution du fer des mutants comparés au WT (P < 0.05).
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confirmé par la comparaison des taux de dissolution entre les mutants et la souche sauvage (P
> 0.05).

En ce qui concerne le milieu AB glucose les rapports R des mutants ANRPS et 25(10F)ANRPS
sont de : 0.63 et 0.63 pour la biotite ; 0.36 et 0.42 pour ’olivine ; 0.38 et 0.39 pour le grenat ;
0.76 et 0.76 pour I’hématite. D’apres la comparaison des taux de dissolution des mutants
ANRPS et 25(10F)ANRPS avec ceux de la souche sauvage, les mutants sont significativement
difféerents de la souche sauvage pour tous les minéraux testés (P < 0.05). En revanche, le mutant
25(10F) presente des rapports R proches de 1 pour tous les minéraux testés (R = 0.87, 1.0, 0.98

et 0.97 pour la biotite, I’olivine, le grenat et I’hématite respectivement).

Dans le milieu AB mannitol, les mémes mutants ont été impactés dans I’altération des
minéraux (i.e., ANRPS et 25(10F)ANRPS) que dans le milieu AB glucose avec des valeurs de

R similaires.

5. Discussion

La forte capacité a altérer les minéraux de la souche modele Collimonas pratensis PMB3(1) a
permis d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans cette fonction. Les études
précédentes (CHAPITRE 2 et 3 (Picard et al., 2021a, 2021b)), ont permis de découvrir les deux
mécanismes principaux impliqués dans 1’altération des minéraux : la GMC impliquée dans
I’acidolyse (mutant 25(10F)) et la malléobactine impliquée dans la complexolyse (mutant
ANRPS). Cette étude avait pour but de déterminer I’influence des facteurs intrinséques et
extrinséques sur I’efficacité et les mécanismes moléculaires de 1’altération des minéraux par les
bactéries. Nous avons considéré que la source de carbone (glucose et mannitol) et le pouvoir
tampon du milieu (AB et BHm) étaient des facteurs extrinséques pouvant potentiellement
impacter de maniére significative 1’efficacité d’altération ainsi que les mécanismes
moléculaires mis en jeu par la souche modele. Les facteurs intrinseques sont représentés par
des minéraux (biotite, olivine, grenat et hématite) dont la composition chimique et I’altérabilité

sont différentes.
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Figure 4.7 : Les mécanismes moléculaires impliqués dans I’altération des minéraux par la souche PMB3(1) en
fonction des facteurs environnementaux

Dans un milieu faiblement tamponné (vert) en présence de glucose (rouge), la souche modele PMB3(1) altére les
minéraux par acidolyse via la GMC oxidoréductase. Dans cette condition 1’altération est la plus efficace (+++). Dans le
méme milieu en présence de mannitol (jaune), il y a une faible altération des minéraux (+) mais les mécanismes
moléculaires impliqués sont inconnus (?). Dans le milieu a fort pouvoir tampon (AB) (bleu), en présence de glucose
(rouge) ou mannitol (jaune), la souche modele altere les minéraux par complexolyse via la production de sidérophore. Ce

mécanisme est moins efficace que I’acidolyse (+).
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5.1. Les mécanismes moléculaires de 1’altération des minéraux influencés par les
facteurs extrinseques

5.1.1. Effet de la source de carbone

Dans un milieu faiblement tamponné et en présence de glucose, la GMC oxydoréductase est
I’enzyme majoritairement impliquée dans I’acidolyse des minéraux (Figure 4.7). Cependant
cette enzyme nécessite la présence de glucose pour conduire a I’acidification du milieu. En
effet, le mutant 25(10F) ne présente pas de différences significatives comparé a la souche WT
dans le milieu BHm mannitol ce qui suggére que la GMC n’a plus d’impact sur ’altération des
minéraux par la souche PMB3(1) en absence de glucose. Cet effet de la source de carbone sur
I’efficacité d’altération des minéraux a été mis en évidence dans d’autres études. De maniére
générale, le glucose est la source de carbone qui permet 1’altération la plus efficace des
minéraux par les souches bactériennes testées (Nautiyal et al., 2000; Hameeda et al., 2006;
Reyes et al., 2006; Uroz et al., 2007, 2009b; Patel et al., 2008; Suleman et al., 2018). C’est ce
qui est effectivement observé dans notre étude dans un milieu peu tamponné (BHm).
Cependant, dans un milieu ayant un fort pouvoir tampon tel que le milieu AB, aucun effet de la
source de carbone sur I’efficacité d’altération des minéraux par la souche modele n’a été
observé. La source de carbone étant directement lié au métabolisme bactérien, différentes voies
métaboliques sont susceptibles d’étre mises en place par les bactéries. Ces voies métaboliques,
bien que souvent interconnectées, activent certaines enzymes contribuant a 1’acidification plus
ou moins forte du milieu environnant (par la production de protons et acides organiques). En
considérant le glucose, une des voies métaboliques impliquée est celle de 1’oxydation directe
du glucose (OD). C’est via cette voie que la GMC oxydoréductase permet une forte production
de protons et de gluconate au niveau du periplasme qui conduit a I’acidification du milieu
(Goldstein, 1995; Sashidhar and Podile, 2010; Picard et al., 2021a). A ’inverse, le mannitol
implique un métabolisme partiellement acidifiant comme 1’attestent les mesures de pH aprés 7
jours de culture en présence de glucose ou mannitol (pH de 3.4 pour le glucose et 4.3 pour le
mannitol). Cette acidification partielle en présence de mannitol se traduit par une faible
acidolyse des minéraux. La source de carbone joue donc un rdle important dans I’efficacité
d’altération des minéraux par les bactéries, mais cet effet est aussi fortement dépendant des
conditions de milieu (tampon).

Hormis I’effet de 1’acidolyse, le substrat carboné peut influencer I’efficacité des bactéries a
altérer les minéraux en favorisant ou non leur croissance (Kalinowski et al., 2000). L’analyse

de la densité bactérienne lors des tests in vitro ont montrés que la souche PMB3(1) produisait
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une biomasse légérement plus importante en présence de mannitol qu’en présence de glucose,
ces résultats ont également été obtenus lors de tests de croissance in vitro. Ce phénomeéne est
d’ailleurs connu pour d’autres souches bactériennes (Riger and Krambeck, 1994). Cette
préférence pour le mannitol concorde avec 1’origine écologique de la souche PMB3(1) ; en
étroite interaction avec un champignon ectomycorhizien.

Dans le milieu BHmM mannitol, il n’y a pas de différence entre les mutants et la souche sauvage,
en ce qui concerne I’altération de tous les minéraux. L altération biotique mesurée est d’ailleurs
plus importante que le contréle avec minéral non-inoculé. Cela suggére que la souche PMB3(1)
est capable d’altérer activement les minéraux en présence de mannitol mais les mécanismes
moléculaires impliqués ne sont ni la GMC ni la malléobactine. 1l existe probablement d’autres

mécanismes d’altération encore non-découverts pour la souche Collimonas pratensis PMB3(1).

5.1.2. Effet du tampon du milieu

L’effet du pouvoir tampon sur la capacité a altérer les minéraux a été démontré pour deux
souches bactériennes (i.e., Bacillus coagulans et Citrobacter koseri) qui étaient capables de
solubiliser le phosphate uniquement dans un milieu non-tamponné (Gyaneshwar et al., 1998).
Dans ce chapitre, le taux de dissolution des minéraux testés en BHm glucose est
significativement plus élevé (pour la biotite : 3.4 fois ; I’olivine : 2.5 fois ; le grenat : 3.7 fois ;
et ’hématite : 1.3 fois) que dans le milieu AB glucose. Ces résultats démontrent donc un effet
du pouvoir tampon sur la capacité a altérer de la souche PMB3(1).

Neéanmoins, ’effet du pouvoir tampon du milieu sur les mécanismes moléculaires de
I’altération n’avait encore jamais été étudié. D’aprés les comparaisons entre WT et mutants, la
GMC oxydoréductase est impliquée dans 1’altération des minéraux en présence d’un milieu
présentant un faible pouvoir tampon et contenant du glucose. A I’inverse dans un milieu
fortement tamponné (AB) supplémenté avec du glucose, la production de sidérophore est un
mécanisme important de 1’altération dans ces conditions. Ainsi, le pouvoir tampon du milieu a

un effet sur les mécanismes moléculaires impliqués dans ’altération.
5.1.3. Effet synergique des mécanismes
Certaines études suggérent et/ou ont demontré que les sidérophores et les acides organiques

pouvaient agir de maniere synergique dans le processus de dissolution des minéraux (Reichard
et al., 2007; Dehner et al., 2010; Parrello et al., 2016; Lin et al., 2018). Cela a notamment été
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démontré en condition abiotique ou 1’ajout de DFO-B et de différents acides organiques
(oxalate, fumarate, malonate, succinate) entrainaient une augmentation de la libération de fer a
partir de goethite, mais cet effet n’a pas été observé pour I’association de DFO-B et de citrate
(Reichard et al., 2007). La souche PMB3(1) produit principalement du gluconate dans le milieu
BHm glucose (Picard et al., 2021a). L’analyse des résultats du double mutant 25(10F)ANRPS
impacté dans D’activité de la GMC (production de gluconate réduite) et la synthese de
sidérophore a permis de démontrer qu’il n’y avait pas d’effet combiné ni synergique des deux

mécanismes dans les conditions testées.

5.2. Les facteurs intrinséques et I’altération des minéraux par la souche PMB3(1)

Les tests d’altération in vitro réalisés en conditions abiotiques ont permis d’évaluer 1’altérabilité
de chaque minéral en condition d’acido-complexolyse (i.e., HCI et citrate). Ces tests ont révelé
que I’olivine était le minéral le plus altérable et son taux de dissolution était comparable a celui
de I’apatite. La biotite et le grenat présentaient des taux de dissolution similaire et enfin
I’hématite était le minéral le moins altérable. Le classement des minéraux selon leur altérabilité
(déterminée dans ces travaux) est présenté ci-dessous :
Olivine ~ Apatite > Biotite ~ Grenat > Hematite

Ces valeurs et ce classement sont cohérents avec les données issues de la littérature. La
comparaison de ’altérabilité de différents minéraux appartenant a la famille des orthosilicates
a ainsi montré que 1’olivine était le minéral le plus altérable des orthosilicates (Olivine >)
(Morton, 1984; Bateman and Catt, 1985; Velbel, 1999). Bateman et al. et Brantley ont démontré
que les cinétiques d’altération de I’apatite et la forstérite (type d’olivine) étiaent similaires
(Olivine = Apatite) (Bateman and Catt, 1985; Brantley, 2008). Brantley a également démontré
que la cinétique d’altération de la biotite était moins importante que celle de la forstérite
(Olivine > Biotite) (Brantley, 2008). Le grenat est considéré comme un minéral d’altérabilité
intermédiaire, il est notamment moins altérable que 1’olivine (Olivine > Grenat) (Bateman and
Catt, 1985; Velbel, 1999). Enfin, d’aprés nos connaissances, il n’existe pas de comparaison
d’altérabilité entre I’hématite et les silicates, cependant il a été montré que I’hématite était un
des oxides et hydroxydes de fer les moins altérables avec la goethite (> Hématite) (Sidhu, 1981;
Schwertmann, 1991).
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5.2.1. Le cas particulier de I’olivine

Dans la littérature, il a ét¢ montré que 1’altération de 1’olivine par un consortium de bactéries
hétérotrophes menait a une dissolution préférentielle de magnésium et silice (Lamérand et al.,
2020). Lorsque le magnésium est saturé en solution, il précipite (néoformation) en réagissant
avec le COz pour former des carbonates. La précipitation de magnésium en solution suite a la
dissolution du minéral a également ét¢ démontrée pour d’autres minéraux contenant du
magnésium comme la serpentinite (Liu et al., 2021). Dans cette derniere étude, la souche
Bacillus subtilis acidifie le milieu menant a une libération de magnésium a partir de la
serpentinite pendant 6 jours, au septiéme jour, le magnésium précipite entrainant une
augmentation du pH. Les auteurs suggérent que 1’augmentation du pH est due a la précipitation
(formation de carbonate) qui consomme des protons (Liu et al., 2021).

Les résultats obtenus lors de la dissolution de 1’olivine par la souche PMB3(1) dans un milieu
faiblement tamponné (BHm) montrent que le pH est de 6.2 apres 7 jours d’incubation alors que
I’on sait que dans ce milieu la souche PMB3(1) acidifie a un pH d’environ 3. On peut donc
supposer que ’acidification du milieu par la souche PMB3(1) a entrainé la libération de
magnésium a partir d’olivine lors des premiers jours d’incubation. Le magnésium arrivant a
saturation a probablement précipité avec le CO2 pour former des carbonates. De plus,
I’observation au microscope a épifluorescence du surnageant de culture apres 7 jours
d’incubation de PMB3(1) avec I’olivine a mis en évidence la présence de précipités non
identifiés mais correspondant potentiellement aux carbonates de magnésium. La précipitation

du magnésium a probablement capté les protons dans le milieu, jouant un rdle de tampon.

5.3. Relation entre efficacité d’altération des bactéries et altérabilité des minéraux

Nous avons vu plus haut que la souche PMB3(1) altére tous les minéraux testes, mais avec des
taux de dissolution variables. La question qui s’est posée est de savoir si I’efficacité d’altération
suit ou non 1’altérabilité des minéraux ? Autrement dit, est-ce que le minéral le plus altérable
sera le minéral le plus altéré par les bactéries ? Cette question peut paraitre triviale, néanmoins
en considérant la composition chimique des minéraux, on pourrait trés bien considérer que
certains éléments toxiques modulent cette altération ou que, suivant les conditions, des bacteries
peuvent former des biofilms qui inhibent 1’altération. C’est d’ailleurs le cas de la souche de
Shewanella oneidensis MR-1 qui inhibe I’altération de la calcite grace a la formation de

biofilms (Luttge and Conrad, 2004). La comparaison des taux de dissolution entre les conditions
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Figure 4.8 : Comparaison de I’altérabilité des minéraux en condition biotique et abiotique

Le panel A présente en abscisse le logarithme du taux de dissolution de chaque minéraux en condition abiotique (HCI et citrate
(10 mM)) pour chaque pH testé, c’est-a-dire de gauche a droite : pH 6, 5, 4, 3. En ordonnée, est représenté le logarithme du taux
de dissolution des minéraux obtenu aprés 7 jours d’incubation avec la souche Collimonas pratensis PMB3(1) dans chaque milieu
de culture (i.e. BHm glucose (+), BHm mannitol (x), AB glucose (o), AB mannitol (A)).

Pour faciliter la lecture, le panel B représente en abscisse le logarithme de la moyenne des taux de dissolution obtenus pour chaque

minéraux en condition abiotique et en ordonnée en condition biotique.
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biotique et abiotique a permis de démontrer qu’il y avait une corrélation entre le taux de
dissolution biotique et I’altérabilité du minéral (Figure 4.8). En effet, que ce soit dans les
conditions biotiques ou abiotiques, la dissolution de I’olivine était la plus importante, la biotite
et le grenat présentait une dissolution similaire et 1’hématite était le minéral le moins altérable.
Ainsi, plus un minéral est altérable, plus sa dissolution est importante en présence de la souche
PMB3(1).

Les tests d’altération biotiques in vitro de quatre minéraux présentant une composition
chimique et une altérabilité différentes ont démontré que les mémes mecanismes moléculaires
étaient développeés par la souche modéle quel que soit le type de minéral. Dans ce cas, les

mécanismes moléculaires impliqués ne sont donc pas spécifiques d’un type de minéral.

6. Conclusion

Ces travaux ont permis de démontrer que la souche PMB3(1) est capable d’altérer plusieurs
types de minéraux, et ce quelles que soient les conditions environnementales testées. Ces
résultats suggerent qu’une souche efficace pour altérer sera capable d’altérer différents types
de minéraux. Néanmoins, I’efficacité des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de
’altération varie en fonction du pouvoir tampon et de la source de carbone. Les différences
observées pourraient potentiellement étre expliquées par différents processus: (i) une
expression différenciée des genes (gdhC et mbaA) en fonction des conditions du milieu et de la
présence du minéral. (ii) une neutralisation ou une non production des agents altérants du fait

du pouvoir tampon du milieu et/ou de la présence d’ions en solution (ex : fer).
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Apport des méthodes de transcriptomique et protéomique dans la compréhension des
mécanismes engagés dans ’interaction et ’altération des minéraux par la souche

Collimonas pratensis PMB3(1)
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1. Préambule

Les deux mécanismes moléculaires identifiés durant ma these et conférant la capacité a altérer
les minéraux de la souche Collimonas pratensis PMB3(1) sont I’acidolyse via I’action d’une
GMC oxydoréductase et la complexolyse via 1’action de la malléobactine. Ces deux agents
altérants sont-ils les seuls impliqués dans I’altération des minéraux par la souche modéle ? Sont-
ils spécifiques de la présence du minéral et/ou de la disponibilité et du type de nutriment ? Pour
avoir une vision plus globale des mécanismes moléculaires impliqués dans 1’altération des
minéraux et des potentielles régulations, des approches de transcriptomique et protéomique ont

été appliquées.

Ces questions ont déja eté abordées par notre équipe sur une autre souche modeéle efficace pour
altérer les minéraux qui est la souche Caballeronia mineralivorans PML1(12) (Uroz et al.,
2020). Cet article dont je suis co-auteure, présenté en Annexe 1, a permis d’étudier les premiers

stades d’interaction entre bactéries et minéraux.

CONTRIBUTION : Dans ce chapitre, j’ai réalisé le design expérimental ainsi que les
expérimentations y compris I’extraction d’ARN. L’extraction protéique a été effectuée par
I’équipe de Jean Armengaud et la mesure des acides organiques a été réalisée par le laboratoire
LIEC. J’ai participé a 1’analyse du jeu de données de transcriptomique et protéomique avec

’aide de Stéphane Uroz et Lucas Auer.

2. Article 5 : Dual transcriptomics and proteomics analyses of the early stage of

interaction between Caballeronia mineralivorans PML1(12) and mineral

S. Uroz, L. Picard, M. P. Turpault, L. Auer, J. Armengaud, P. M. Oger
Environmental Microbiology (2020)
https://doi.org/10.1111/1462-2920.15159

RESUME : Les minéraux et roches représentent un réservoir essentiel d’éléments nutritifs pour
le fonctionnement a long terme des écosystemes forestiers développés sur des sols pauvres en
nutriments. Des bactéries efficaces dans 1’altération des minéraux ont été isolées au niveau de
la rhizosphére de différentes plantes, mais les mécanismes moléculaires impliqués restent a

découvrir. Pour élucider les mécanismes moléculaires impliqués dans 1’altération des minéraux
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par la souche de Caballeronia mineralivorans PML1(12), des approches de transcriptomique
et protéomique combinées a des analyses géochimiques et physiologiques ont été réalisées