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Bonjour, je remercie le comité organisateur de me donner I'oppportunité de vous
présenter cette conférence.
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| Environnements terrestres

Divers types de sols
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La Terre offre plusieurs environnements (CLIC) qui

représentent autant de types de sols.
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£ Ces sols se istinguent de par:
% > Composantes abiotiques

=  Propriétés physiques & géochimiques

¢
g

- ,.' » Composantes biotiques

=  Microorganismes & Faunes
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Ces sols se distinguent de par leurs composantes abiotiques et biotiques.



i[n ﬂi Composantes abiotiques

Propriétés physiques & géochimiques

Structure physique du sol
v’ Textures du sol
Argile-Limon-Sable
v Porosité
v Densité et Compaction
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Composition chimique
v' Types d’humus et

%M.o. pourcentage de sable
v' pHet éléments R i

Parmi les principales propriétés physiques du sol I'on retrouve les classes de texture, argile-
limon-sable, la porosité, la densité et I'indice de compaction. Parmi les principales
propriétés chimiques mentionnons les types d’humus qui caractérisent les formes stables
ou labiles de la matiére organique en décomposition, le taux de matiére organique, le pH,
la concentration en éléments minéraux. (CLIC) Lenvironnement et la climatologie
influencent les interactions entre ces propriétés physico-chimiques et les organismes
vivants dans le sol.



"‘ﬂ ﬁ Composantes biotiques

Microorganismes & Faunes

- Environnement et climatologie
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Microflore
» Virus
» Archaebactéries
» Eubactéries
» Champignons
» Algues

Microfaune
» Protozoaires [10° ~ 104 g
» Nématodes

Mésofaune
» Tardigrades
» Collemboles
» Mites

Macrofaune
» Versde terre
» Fourmis
> Insectes

B

~45 genes.
(4 - 69 Kb)
b 110" - 10° g

Jeffery et al. 2010 |

Les composantes biotiques du sol regroupent un vaste ensemble de microorganismes et
d’organismes vivants; les virus, les bactéries, les champignons, les algues, de méme que la
micro, méso et macrofaune. Le nombre d’espéces connues ou estimés varient selon les
organismes, de méme que leurs dimensions, leurs caractéristiques métaboliques et les
réles qu’ils assument dans le sol. (CLIC) Lenvironnement et la climatologie exercent une
grande influence sur leur niche écologique.



"ﬂﬁ Evaluation du microbiome
d’un sol agricole

L’evaluatlon de Ia sante et de Ia productlwte
% d’un sol vise a répondre a cinq questions:
= > Qui est présent dans le sol ?

= > Que fait-il ? ou que font-ils?
i » Ouest-il? Oule fait-il ?
» Quand le fait-il ?
» Comment le fait-il ?

L'évaluation de la santé et de la productivité d’un sol vise a répondre a cinq questions de
base: QUI fait QUOI, OU, QUAND et COMMENT. (CLIC) Les deux premiéres questions sont
celles qui concernent le plus la présentation de ce matin. Vu le tres grand nombre de
composantes et la complexité des interactions, I"évaluation du microbiome du sol
représente un bon challenge.



il'n a Les microbiotes d’un sol
| en santé et productif

Une grande diversité de microbiotes et une grande diversité de roles
| J : E— =— % : ,

RO obiochimiques
» Roles structure et agrégation du sol
§ > Roles indirectes aux cycles nutritifs
»> Roles bénéfiques a des microbiotes
» Roles de prédation de microbiotes
» Roles directes dans les cycles nutritifs
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# > Roles bénéfiques aux végétaux 5 Productivité du sol S5
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> Roles nuisibles aux végétaux )
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Un sol en santé et productif regroupe une grande diversité de microbiotes (les différents
microorganismes et organismes vivants dans le sol). Cet ensemble de microbiotes
assument une grande diversité de roles, dont un certain nombre contribuent a la santé du
sol, tandis que d’autres assurent la productivité du sol envers la croissance des végétaux.



"ﬂﬂ L'analyse idéale du microbiome du sol




"ﬂﬂ L'évolution des analyses du microbiome du sol

Depuis les 25 dernieres années, les méthodes d’analyses du microbiome du sol ont évolué.
Je vais présenter trés brievement cette évolution avec les prochaines diapos. Débutons par
I'utilisation des milieux nutritifs pour dénombrer des groupes de microbiotes.



"‘ﬂ 'D? Dénombrement de groupes microbiens
a I’aide de géloses nutritives

Etude de X|e et coll. (2015) Impact de 4 traitements d’un substrat de culture appliqués pour
réduire I'incidence de maladies des racines de latomate et des concombres.
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Tml Tml TmlL 1mL Tml
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Echantillon &

analyser

Dilutions de

raison 1710 1710 1/100 1/1000 1/10 000 1/100 000
réalisées dans %/ ) N\ \_/ )

des tubes
contenant 9 mlL 1mL , mL ‘ mlL
de diluant stérile
i
Dilutions non exploitables : nombre de colonies supérieur & 300 Dilutions exploitables
deux dilutions successives

dont une contient entre 10
¢t 300 UFC.
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Les géloses nutritives en pétri ont été utilisées pour dénombrer des groupes de microbiotes
que I'on isolent d’'une quantité déterminé de sol en préparant des dilutions en série. De
chaque dilution, un volume est répandu sur une gélose nutritive contenue dans un pétri.
Les pétris sont incubés a une température optimale pour la croissance des microbes a
isoler. Le facteur de dilution facilite le dénombrement. Ainsi pour chaque échantillon nous
obtiendrons un nombre de colonies par gramme de sol.



"'m Dénombrement de groupes microbiens
al alde de géloses nutritives

Etude de Xie et coII (2015) Impact de 4 traitements d’un substrat de culture appliqués pour
réduire I'incidence de maladies des racines de la tomate et des concombres.

LA SENS S G NN S TAY LR RN A R e SR G — <
Géloses nutritives spécifiques contenant antibiotiques, dilutions en séries incubées 2 a 9 jrs:
Bactéries ( Boeuf Extrait Peptone ), Champignons (Rose Bengal), Actinomycétes (Gauze Nol)
Fusarium oxysporum (Komada 1975), Phytophthora spp. (Masago et al. 1977)

B Dénombrements exprimés en nombre de colonies par gramme de sol sec

» Technique simple mais laborieuse avec plusieurs echantlllons
(3-5 dilutions/éch) et plusieurs groupes microbiens ciblés
3 > Ne permet Ia detectlon que des orgamsmes cultlvables (< 10%)

~ > Efficace pour |soler des organlsmes cultlvables spemﬁques
[+ > Trés employée pour étudier des agents pathogénes, de lutte bio
" oudes biostimulants (Ex.: PGPR) mais pas pour les mycorhizes.

(CLIC) La recette du milieux nutritif utilisé pour isoler les microbiotes du sol détermine le
groupe de microbiotes que l'on peut cultiver. Cette technique est maintenant peu utilisée
en écologie microbienne puisque l'on estime pouvoir cultiver moins de 10% des
microorganismes du sol. (CLIC) Cette méthode reste toutefois efficace pour isoler des
organismes cultivables spécifiques, surtout les bactéries ou champignons pathogenes, les
microbes biostimulants ou ceux employés en lutte bio. Par contre les mycorhizes ne
peuvent pas étre dénombrées par cette méthode.



"dﬂ L'évolution des analyses du microbiome du sol

La quantification du Carbone, de I'Azote ou du Phosphore organique microbien dans le sol
par I'analyse fumigation-extraction permet d’estimer la biomasse microbienne.

12



[ J
Il'ﬂ Déterminer la biomasse microbienne

par I’extractlon du C microbien
T o e L -
Méthode de fumigation: Extraction (Vance et coII 1987 Wau et coll. 1990; Chaussod 1996)
Compare dosage du C organique extrait du sol témoin a celui du sol fumigé au chloroforme.
Le chloroforme tue les microorganismes du sol et libére dans le sol le C org microbien.
Le C org microbien extrait au K,SO, (0,5M) puis dosé par oxydation au dichromate
BM= Biomasse microbienne (mg/kg sol)= Corg micro (mgC/kg sol)= (Cex fum-Cex tém)/ 0,45

4 » Utilisée pour évaluer 'impact des pratiques agricoles
contrastantes, changement systemes culturaux, de régie de
fertilisation, ou lors de changements de vocation des sols.

» BM varie entre 0 et 800 mgC/kg sol agricole

. » BM/Corg sol varie de 0 a 5%, valeurs faibles = détresse microbes

s > Peut aussu mesurer Ie N org mlcroblen le P org mlcroblen

Trés brievement, la méthode de fumigation-extraction pour évaluer le Carbone organique
microbien consiste a préparer deux sous-échantillons de sol. L'un est utilisé comme
échantillon témoin pour extraire le Carbone organique, tandis que I'autre est placé dans
une enceinte étanche pour y étre fumigé avec du chloroforme, ce qui tue les microbes du
sol. La mort de ces microbes libere dans le sol les molécules de C organiques d’origine
microbienne. Apres 24 heures d’attente, 'ensemble du C organique est extrait. Les
guantités organiques extraites du sous-échantillon témoin sont soustraites de celles du 2e
sous-échantillon fumigé pour obtenir le C organique microbien. Ces valeurs sont utilisées
pour estimer la biomasse microbienne de I'ensemble des groupes microbiotes qui sont tués
par la fumigation du sol. Tout ce processus peut étre fait pour estimer la biomasse
microbienne en se basant plut6t sur I’'Azote ou le Phosphore organique microbien.

(CLIC) llimporte de préciser que cette analyse du C organique microbien ne différencie pas
les groupes microbiens et faunique du sol. Elle ne permet pas la détection de changements
fonctionnels rapides.
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"dﬂ L'évolution des analyses du microbiome du sol

L'analyse par marqueurs phospholipidiques PLFA a été mise au point dans les années 1980.

14



Gas Chromatography Bactéries

Gram negative

Gram positive

L
"'n a Déterminer la biomasse microbienne
| a l'aide des marqueurs PFLA
Dans les membranes des microoranismes, des marqueurs phospholipidiques sont

extraits, méthyl esterifiés et caractérisés par chromatographie en phase gazeuse.
' Les pics correspondent a des marqueurs de groupes microbiens.

14:1w5, i15:0, a15:0, 15:0, i16:0,
16:1w9, i17:0, al7:0, c¢y17:0,
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Mycorhizes NLFA 16:Iv5 ;
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Biomarkers are identified by gas
chromatography with flame
ionization detection (GC-FID)

. o

“ La biomasse d’un groupe microbien
- correspond a la somme des proportions des

Tous les microorganismes et organismes ont des phospholipides d’insérer dans les
membranes et parois cellulaires. Ces phospholipides peuvent étre extraits et traités
chimiquement pour former un ensemble de marqueurs phospholipidiques qui sont
détectés par chromatographie gazeuse. Plusieurs groupes de microbiotes vivants dans le
sol portent dans leurs membranes des phospholipides qui peuvent servir de marqueurs
spécifiques a ce groupe. (CLIC) Ainsi, des marqueurs sont spécifiques aux bactéries, ou aux
bactéries Gram négatives ou Gram positives, aux champignons ou aux mycorhizes. La
biomasse du groupe microbien correspond a la somme des proportions des marqueurs du
groupe microbien par rapport au total des marqueurs PFLA détectés.



L J
"'n F * Le choix de I’'analyse varie
- selon le contexte agricole

Les analyses de blomasse, de diversité et de respiration
_microbienne d’avant 2010 ont été utilisées pour

= documenter des changements majeurs d’affectation du
sol ou pour des pratiques agricoles ou des régies de

¢ fertilisation trés contrastantes.

Pas assez discriminantes pour informer de I'impact de
- regles peu contrastantes sur un sol agrlcole performant

¥ La redondance fonctlonnelle (une fonctlon accomplie par
- plus d’un groupe taxonomique) rend difficile le lien entre
 biomasse, diversité et taux de respiration microbienne

Lire le texte en gris
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"'n a Classification phylogénétique

basée sur les génes ribosomiques

“ CLASSIFICATION PHYLOGENETIQUE DU VIVANT  [geeerotes pluricefuiaies : %

D’aprés H. Le Guy + G. L e, P. Lop: cia [ = Mycites (Champignons et Myxomycites)
= photosynthétiques [ = chiorobiontes (Végétaux)

= méthanogénétiques
= chimiosynthétiques

® = connus seulement par leur ARNr

Excavés

Amoebozoaires

W\

K

Hétérocontes
(Straménopiles)
o~

Opisthocontes

Speidon 1on Ceplearu - Mer Habure)

Les genes ribosomiques jouent un role essentiel dans les cellules. Les séquences de ces
genes sont donc particulierement bien protégées et conservées au cours de I'existence des
organismes.

Les genes ribosomiques portent des séquences spécifiques a I'espece d’organisme qui les
portent. Ces séquences deviennent des marqueurs phylogénétiques pour différencier les
microorganismes et les organismes eucaryotiques du monde vivant.

17



"ﬂﬂ L'évolution des analyses du microbiome du sol

Lanalyse métagénomique basée sur les genes ribosomiques et sur la technologie de
séquencgage de nouvelle génération MiSeq Illlumina permet d’estimer a la fois la biomasse,
la diversité et les fonctions de groupes tres précis de microbiotes du sol.

18



L J
"‘da Les analyses taxonomiques moléculaires
basées sur les génes ribosomiques

Les principales étapes de I'analyses taxonomiques moléculaire sont:....
(CLIC) Les milliers de séquences (OTU) .....

19



|[|]1 Field plots design and

2015

potato production systems

Entre 2011 et 2013, un dispositif expérimental a été installé chez trois producteurs de
pommes de terre. En 2012, a chaque site, des parcelles géoréférencées de quatre
précédents culturaux ont été implantés avec 4 répétitions. En 2013, tous les sites étaient
en culture de pommes de terre. Des échantillons de sol et du sol de la rhizosphere ont été
prélevés et les ADN ont été extraits pour étre amplifiés avec une PCR qui cible le géne 16S
de 'ADNr bactérien. Les produits amplifiés ont été quantifiés et soumis au séquencage de
nouvelle génération MiSeq Illlumina.

20



[

2015,

ll Rendement de pommes de terre et
. wwowc Indice de richesse bactérienne

Les rendements de pommes de terre ont été déterminés et figurent dans le tableau
supérieur.

(CLIC) Le site B a les rendements les plus élevés, tandis que (CLIC) les rendements
obtenus dans les parcelles d’avoine +raygrass ont un rendement moyen assez
similaires entre les 3 sites.

(CLIC) Le tableau du bas présente les indices de richess bactérienne calculés suite a
I'analyse bioinformatique des séquences obtenues pour chaque parcelle. (CLIC) Les
indices de richesse les plus élevés sont obtenus dans les parcelles du site B et dans

les parcelles du précédent avoine + raygrass de chaque site.
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2015
ANN

\imf[ Communautés bactériennes du sol et
de la rhizosphére — Effet précédent

@Sod
Rhizosphere Rhizosphere

Avoine + tréfle
Moutarde
Raygrass
Sarasin

PCoA illustrant la diversité
bactérienne dusol etdela
rhizosphére pour chacundes
systémes précédents
culturaux-pomme de terre
auxsites A,BetC

Rhizosphere

Une fois I'indice de richesse bactérienne déterminé, nous avons comparé les profils
des séquences bactériennes des communautés issues du sol ou de la rhizosphere
pour chacun des trois sites. L'analyse en composante principale (PCoA) des
communautés bactériennes de chacun des trois sites indique une plus grande
hétérogénéité entre les communautés bactériennes de chaque précédent cultural
au site C, tandis que les communautés au site A sont plus homogenes.

Les communautés bactériennes de la rhizosphére du précédent moutarde ou
avoine+raygrass sont plus homogénes.
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"[IEL Abondance relative de certaines classes de
bactéries de la rhizosphere selon les sites

2015

ANNEE
INTERNATIONALE
DES SOLS

1 2 3 45 6

LDA score (log 10)

L'abondance relative des classes bactériennes détectées dans la rhizosphere de
chaque parcelle a été déterminée. Un nombre plus élevé de classes bactériennes a
été spécifiquement détecté dans les rhizosphéeres des champs A et B. La rhizosphéere
prélevée au site C partage plus de classes bactériennes avec autant le champ A que
B.
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"-[I Abondance relative de certaines classes de
L El bactéries de la rhizosphere selon les sites
fw,‘EF IONALE
DES SO
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Hormis les classes bactériennes partagées entre les sites, il a été possible
d’identifier des classes bactériennes spécifiques a chaque site.




i[ n E| Structure et fonctions bactériennes
de 16 champs de pommes de terres

16 champs en rotation mais-pommes de terre sont géoréférencés et
L des échantillons de sol et de racines sont prélevés dans 4 parcelles 3
tous les ans apreés la floraison.

-~

» Les ADN des sols et de la rhizosphére sont extraits, les génes 16S
ADNTr des bactéries sont amplifiés et séquencés MiSeq lllumina.
» L'analyse métagénomique permet d’identifier les communautés

bactériennes des sols et de la rhizosphére.
E > Les fonctions potentielles de ces communautés bactériennes dont
i celles liées au cycle de I'azote peuvent étre estimées.
. > L'amplification quantitative spécifique de 3 génes du cycle de
L I'azote permet de vérifier I'estimation des fonctions potentielles.

2 : i

B -
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Technigues moléculaires
#Métabolisme de I'azote

Identification taxonomique
de la diversité bactérienne totale des sols

Classes bactéries

A

—Gammaproteobacteria
—Betaproteobacteria
___Alphaproteobacteria

~—————__ Clostridia

— Bacilli

]

—Actinobacteria

Inf 30 bet30-40  sup 40 Text 1 Text 2 Text 3
Catégories de rendement en t/ha Loam ———> Sable
225818 208423 195000 151751 200340 219363

Unités de transcription potentielles du métabolisme de I'azote

Les rendements de pommes de terre déterminés aux 16 sites ont été répartis en trois
classes de rendement, de méme que la texture des sols des 16 sites a été répartie en trois
classes. La répartition des proportions des séquences de chaque classes de bactéries
fluctue selon le rendement ou les classes de texture.



"[]El Que font-ils dans le sol ?

Les analyses enzymathues ciblent:
8 > La dégradation de substrat simple ou complexe
» La respiration cellulaire

Les techniques utilisées:

5 > Enzymes spécifiques (Ex: B-glucosidase, Phosphatases) §

 ; » BIOLOG — ECOPLATE (31 substrats en triplica)
-+ > SOLVITA ou autre test de respiration microbienne
- » Taux de minéralisation de I'azote

Lire le texte en gris....
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il’dﬂ Mesure du taux de respiration et
du taux de minéralisationdu Coudu N

Lire le texte en gris.... (CLIC) avant 2e paragraphe.
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"[lﬂ Perspectives

Lire le texte en gris.... (CLIC) avant 2e paragraphe.
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"ﬂd Laboratoire d’écologie microbienne (LEM)

Des questions

o .- =

| Service de caractérisation taxonomique et analyses métagénomiques

Consulter le site  http://www.irda.qc.ca/lem
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