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RESUME

L'analyse des communautés microbiennes, bactériennes et fongiques présentes dans un sol peut permettre d’évaluer la capacité des
écosystemes a répondre a des changements de conditions environnementales. L'étude présentée ici a pour objectif d’estimer I'im-
pact de produits résiduaires organiques (PRO) de natures différentes sur la structure des communautés microbiennes dans les sols
(bactériennes et fongiques, incluant les champignons mycorhiziens) en utilisant deux techniques d’analyse de 'ADN extrait des sols:
la PCR-TTGE et la PCR-T-RFLP. Des échantillons de sol et de racines ont été prélevés sur le dispositif expérimental de Feucherolles
(78) entre septembre 2004 et octobre 2006, et plus précisément sur des parcelles Témoin sans azote (-N), Témoin fertilisé (T+N), avec
apport de compost d’ordures ménageéres résiduelles avec fertilisation (OMG+N), et apport de compost de déchets verts et boue et
fertilisation (DVB+N). Les analyses de la structure des différentes communautés étant effectuées par différentes techniques et par trois
laboratoires différents, une validation inter-laboratoires a été nécessaire. Le principe de chacune de ces techniques, leur application aux
échantillons prélevés sur le site de Feucherolles et une synthése des résultats obtenus sont présentés. La structure des communautés
bactériennes et fongiques dépend de la méthode d’extraction d’ADN utilisée et du laboratoire qui fait I'analyse. Cependant, les extraits
d’ADN obtenus avec les différentes méthodes d’extraction permettent d’aboutir a la méme conclusion quant a la discrimination des
traitements. Les résultats montrent que les communautés bactériennes et fongiques du sol du site de Feucherolles semblent assez
stables et peu influencées par les traitements (OMR+N, DVB+N, T+N), ou que I'effet des traitements est masqué par d’autres effets
comme un effet temporel ou une variabilité spatiale.
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SUMMARY
IMPACT OF ORGANIC AMENDMENTS ON MICROBIAL COMMUNITY STRUCTURE IN SOIL:
Choice of methods, validation, and results

The analysis of microbial (bacterial and fungal) community structure in soil can be used to evalutate the ecosystem ability to cope with
changes in environmental parameters. The objective of the present study was to assess the impact of different residual organic matter
(PRO) amendments on a field site (Feucherolles, 78) on microbial (bacterial and fungal, including mycorrhizal) community structure in
soil, using two DNA analysis techniques: PCR-TTGE and T-RFLP. Soil and root samples were collected on the field experimental site
at Feucherolles (78) between september 2004 and october 2006, on fertilized control plots (T+N), non fertilized control (T-N), plots with
urban waste compost and fertilization (OMG+N) and plots with green compost and sludge and fertilizationz (DVB+N). Since microbial
community structures were analysed using different techniques and were performed by three different laboratories, an inter-laboratory
validation was performed. The principle of both techniques, results of the interlaboratory validation, and a selection of the results obtained
with the soil samples from Feucherolles are presented. Bacterial and fungal community structure differed with the DNA extraction and
analytical method and with laboratories. However, the conclusions about the effect of the treatments were comparable. Results showed
that bacterial and fungal communitites on Feucherolles site were rather stable and not influenced by the treatments (OMG+N, DVB+N,
T+N), or that their effects was overwhelmed by temporal and spatial variations.

Key-words

Bacteria, fungi, arbuscular mycorrhizas, DNA, soil, molecular structure of microbial communities, TTGE, T-RFLP, compost, sludge,
organic amendment.

RESUMEN
IMPACTO DE ENMIENDAS ORGANICAS SOBRE LA ESTRUCTURA DE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS DE LOS SUELOS:
Eleccion de métodos, validacion y resultados

El analisis de las comunidades microbianas y fungicas presentes en un suelo puede permitir evaluar la capacidad de los ecosistemas
a contestar a cambios de condiciones ambientales. El estudio presentado aqui tenia como objetivo estimar el impacto de productos
residuales organicos (PRO) de naturaleza diferente sobre la estructura de las comunidades microbianas en los suelos (bacterianas y
fungicas, incluyendo hongos micorrizianos) usando dos técnicas de andlisis del ADN extraido de los suelos: la PCR-TTGE y la PCR-T-
RFLP. Se tomaron muestras de suelo y de raices en el dispositivo experimental de Feucherolles (78) entre Septiembre 2004 y Octubre
2006, y mas precisamente sobre las parcelas testigo sin nitrdgeno (-N), testigo fertilizado (F+N), con aporte de compost de basuras
domesticas residuales con fertilizacién (OMG+N), y aporte de compost de desechos verdes y lodos y fertilizacién (DVB+N). Como los
andlisis de la estructura de las diferentes comunidades se efectuaron por diferentes técnicas y por tres laboratorios diferentes, una
validacion inter-laboratorios fue necesaria. Se presenta el principio de cada técnica, su aplicacion a las muestras tomadas en el sitio de
Feucherolle y una sintesis de los resultados obtenidos. La estructura de las comunidades bacterianas y fungicas depende del método
de extraccion del ADN usado y del laboratorio que hace el andlisis. Sin embargo, los extractos de ADN obtenidos con los diferentes
métodos de extraccion permiten llegar a la misma conclusion en cuanto a discriminacion de los tratamientos. Los resultados muestran
que las comunidades bacterianas y fungicas del suelo del sitio de Feucherolles parecen bastante estables y poco influenciadas por los
tratamientos (OMG+, DVB+N, T+N), o que el efecto de los tratamientos esta encubierto por otros efectos como un efecto temporal o
una variabilidad espacial.

Palabras clave

Bacterias, hongos, micorrizas arbusculares, ADN, suelo, estructura molecular de las comunidades microbianas, TTGE, T-RFLP, compost,
lodo, enmiendas organicas.
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les interactions avec les constituants minéraux et

organiques conditionnent le fonctionnement des cycles
biogéochimiques. Actuellement, les sols sont de plus en plus
influencés par des activités anthropiques d’origines diverses,
agricoles, urbaines, industrielles, et deviennent des récepteurs de
polluants variés. La présence de ces composés potentiellement
toxiques dans les sols a des concentrations parfois tres
élevées peut avoir des conséquences non négligeables sur les
organismes et, par voie de conséquence, sur le fonctionnement
biologique des sols. Cet effet des polluants sur les organismes
mérite d’étre précisé et étudié, et la réponse de la microflore
pourrait étre utilisée comme indicateur de la qualité biologique
des sols (Janvier et al., 2007).

Dans le sol, les bactéries et les champignons participent au
déroulement des cycles biogéochimiques et aux processus de
décomposition, a la transformation et au transport de la matiére
organique, a la mobilité et au transfert sol-plante des éléments
nutritifs, mais aussi des polluants. Ces microorganismes ont
un réle central dans le fonctionnement des écosystemes et
constituent un réservoir génétique important. Les champignons
mycorhiziens, qui vivent en symbiose avec les racines de la
majeure partie des especes végétales, améliorent la croissance
des plantes et les protegent en conditions de stress (attaques de
pathogeénes, stress hydrique, présence de polluants) (Smith et
Read, 1997; Leyval et al., 1997; Leyval et Binet, 1998), sont aussi
des partenaires importants de la qualité biologique des sols et
des systémes sol-plante.

Les microorganismes dans leur ensemble sont des
organismes clés du fonctionnement des écosystémes et sont
les premiers touchés dans le cas d’une contamination des sols
ou des eaux. Lévaluation des risques écotoxicologiques liés
aux intrants d’origine anthropique sur la qualité des sols repose
souvent sur le suivi d’'un groupe bactérien particulier utilisé
comme indicateur (Brandt et al. 2006), de mesures d’activité
globales (Saison et al., 2009) ou de profils physiologiques de
communautés bactériennes (Viti et al., 2008), plus rarement sur
la prise en compte de I'ensemble du microbiota que les auteurs
réduisent trop souvent aux seules communautés bactériennes
(Boivin et al., 2006; Lazzaro et al., 2006; Zabaloy et al., 2008).
Par ailleurs, le risque écotoxicologique est évalué par rapport
a lutilisation de pesticides (Centofanti et al., 2008) ou de
pollution d’origine industrielle (Wilke et al., 2008). Le caractere
écotoxicologique de produits résiduaires organiques est en
général étudié en relation avec le devenir d’une matiére active
particuliere (Vieublé-Gonod et al, 2007) mais l'effet global
de différents types de produits résiduaires organiques sur le
microbiota de sols agricoles est beaucoup moins mesuré. A
linverse, la « plus value » attendue d’amendements organiques
divers apportés a des sols agricoles a suscité le développement
de méthodes permettant de mesurer leur impact sur 'ensemble
du biota et a révélé des effets variables selon la réactivité des

| es sols sont des réservoirs de microorganismes, dont

communautés affectées et selon la nature des amendements
organiques (Edel-Hermann et al,, 2008; Pérez-Piqueres et al.,
2006). Lanalyse des communautés bactériennes et fongiques
présentes dans un sol peut, plus généralement, permettre
dévaluer les modifications des écosystémes en réponse a des
changements de conditions environnementales (Kiikkila et al.
2001; Lejon et al., 2008).

Dans le cadre du programme Qualiagro, des produits
résiduaires organiques (PRO) de natures différentes ont été
apportés sur le site de Feucherolles (78) et leur impact sur les
qualités agronomiques des sols a été évalué. Sur la base d’un
plan expérimental en blocs comprenant des parcelles témoins,
des épandages de composts d'ordures ménageres résiduelles
(OMR) sur certaines parcelles et de composts de déchets verts
plus boues d'épuration (DVB) sur d’autres parcelles ont été
réalisés en octobre 2004 (Houot et al., 2009).

Une approche microbiologique est cependant nécessaire
pour compléter les données agronomiques. En réponse a
I'appel a projets sur les Bioindicateurs de 'ADEME, I'objectif de
la présente étude était d’évaluer impact de ces amendements
sur la structure des communautés bactériennes et fongiques
dans les sols et des champignons mycorhiziens dans les
racines en utilisant deux techniques moléculaires d’analyse
de I'ADN extrait des sols: la PCR-TTGE (Polymerase Chain
Reaction -Temporal Temperature Gradient Gel Electrophoresis)
et la PCR-T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length
Polymophism). Ces techniques sont appliquées a I'analyse de la
structure des communautés bactériennes et des communautés
fongiques par I'utilisation d’amorces spécifiques des différents
groupes microbiens. Ces analyses ont été réalisées sur des
prélevements effectués dans les différentes parcelles (4 blocs)
avant I'épandage, 2 mois aprées I'épandage et régulierement
ensuite pendant 2 ans afin de mesurer a travers la réponse
de la microflore la résistance et la résilience du sol a cette
perturbation. La technique de TTGE a été utilisée par la Plate-
Forme technologique « Agrosystemes » (IUT de Colmar) pour
étudier la structure des communautés bactériennes, et par le
LIMOS (Nancy Université CNRS) pour étudier la structure des
communautés fongiques et mycorhiziennes. La technique de
T-RFLP a été utilisée par le Laboratoire de Microbiologie du Sol
et de I'Environnement et Géochimie des Sols (INRA, Université
de Bourgogne) pour étudier la structure des communautés
bactériennes et fongiques.

Les analyses ayant été effectuées dans trois laboratoires
différents, une étape de validation inter-laboratoires préalable
des techniques a été nécessaire. Les résultats de cette
intercalibration sont présentés et discutés ainsi qu’une partie des
résultats obtenus sur 'ensemble de I'étude.
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CHOIX DES METHODES UTILISEES
(PRINCIPES, AVANTAGES ET
INCONVENIENTS)

Lapproche retenue pour l'analyse de la structure et la
diversité des communautés microbiennes du sol est une
approche moléculaire qui permet de s'affranchir du caractére
cultivable ou non de ces microorganismes (Prosser, 2002). La
premiere étape de cette approche consiste a extraire et a purifier
I’ADN présent dans le sol. CADN extrait sert ensuite de matrice
pour 'amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) de
fragments de génes codant 'ADN ribosomique (ADNr)(16S
bactérien, 18S ou ITS (Internal Transcribed Spacer) fongiques).
Létape d’amplification par PCR permet d'obtenir un mélange
de molécules d’ADN de tailles voisines mais de séquences
nucléotidiques différentes. Une des manieres d’'analyser les
amplicons d’ADN ribosomique obtenus a partir d’échantillons
environnementaux consiste a les cloner et a les séquencer. De
nos jours, bien que le séquencage soit devenu plus routinier,
I'analyse de milliers de clones reste une tache assez lourde,
laborieuse et coliteuse. C'est pourquoi plusieurs techniques
alternatives, comme la TTGE ou la T-RFLP permettant de séparer
ces amplicons, ont été développées.

La TTGE

La TTGE consiste a réaliser une séparation électrophorétique
de fragments d’ADN basée sur des différences de séquences
nucléotidiques. Cette technique a d’abord été utilisée pour

détecter des mutations ponctuelles dans des séquences
d’ADN humain avant d'étre appliquée, par Muyzer et al. (1993),
a I'étude de la diversité microbienne. Dans ce cadre d’étude, les
fragments d’ADNr amplifiés par PCR a partir ’ADN extrait du
sol sont soumis a une électrophorese dans un gel d'acrylamide
dont la température augmente progressivement au cours de la
migration. Le principe de la TTGE consiste a utiliser ce gradient
de température pour modifier la mobilité électrophorétique
des fragments d’ADN (figure 7). En effet, 'augmentation de
la température dénature partiellement 'ADN bicaténaire et
ralentit, voire arréte, sa migration dans le gel. La température
de dénaturation d’un fragment d’ADN dépend de sa séquence
nucléotidique et conditionne par conséquent sa localisation
dans le gel a la fin de la migration. Pour éviter une dénaturation
compléte des fragments d’ADN, la PCR est réalisée avec une
amorce clampée, qui consiste a ajouter 35 a 40 bases G et C a
son extrémité 5'. Cette technique permet en théorie de séparer
des fragments d’ADN différents d’une paire de base (Miller et al.,
1999).

L'analyse des profils de bandes (nombre, localisation) obtenus
pour chaque échantillon environnemental permet de comparer
rapidement la structure des communautés microbiennes de ces
échantillons. De plus, les bandes du gel peuvent étre excisées,
ré-amplifiées par PCR, pour séquencer 'ADN présent dans ces
bandes et identifier 'espéce microbienne par comparaison aux
banques de données de séquences.

La TTGE, comme la DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) ou la dénaturation est réalisée non pas par un
gradient de température mais par un gradient de dénaturants

Figure 1: Représentation
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chimiques, est une technique qui permet de comparer de maniere
rapide, reproductible, simultanée et peu colteuse un grand
nombre d’échantillons environnementaux (Muyzer, 1999). Cette
technique est particulierement adaptée a I'analyse de populations
microbiennes et permet de suivre leur évolution en fonction du
temps ou des variations des conditions environnementales
(Muyzer et Smalla, 1998). Cependant, comme de nombreuses
méthodes moléculaires, la TTGE dépend grandement de
I'efficacité et de la qualité de I'étape d'extraction et de purification
de ’ADN du sol. Cette technique ne permet de mettre en évidence
que les especes les plus abondantes et elle peut présenter
également certaines limitations dues au fait qu'une bande ne
représente pas nécessairement une seule espéce (co-migration)
(Gelsomino et al., 1999) oU qu’'un méme microorganisme puisse
générer plusieurs bandes (plusieurs copies d’ADNr légérement
différentes) (Gelsomino et al., 1999; Maarit-Niemi et al., 2001).

La T-RFLP

Lanalyse d’ADNr par T-RFLP permet de caractériser
des communautés bactériennes ou fongiques en révélant
le polymorphisme de longueur des fragments de restriction
terminaux de la région d’ADNr ciblée pour chacune de ces
communautés (figure 2). La méthode implique une amplification

par PCR de I'ADNr 16S, ou de 'ADNr 18S en utilisant un couple
d’amorces spécifiques de chacune de ces communautés. Une
des deuxamorces de chaque couple est marquée a son extrémité
par un composeé fluorescent. Les produits d’amplification sont
ensuite soumis a une digestion par une enzyme de restriction,
générant des fragments de restriction terminaux fluorescents
de différentes tailles, en fonction des séquences d’ADNr des
microorganismes présents dans la communauté analysée (Liu
et al., 1997; Marsh et al, 2000). Les fragments de restriction
terminaux fluorescents sont séparés en fonction de leur taille sur
un séquenceur a capillaires. La communauté microbienne est
caractérisée par la taille des fragments qui la composent ainsi
que par leur intensité mesurée par la hauteur des pics. Lanalyse
T-RFLP fournit ainsi une évaluation semi quantitative de la
structure de la communauté en révélant I'abondance relative des
composantes de cette communauté.

Cette méthode trés sensible a été développée pour révéler la
structure des communautés bactériennes des environnements
naturels ou anthropisés (Moeseneder et al., 1999; Braker et
al., 2001). Des efforts méthodologiques ont ensuite permis
de proposer cette approche pour caractériser également la
structure des communautés fongiques (Lord et al., 2002; Edel-
Hermann et al., 2004) et également celle d’autres composantes

Figure 2: Représentation schématique de la procédure d’analyse par T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
du polymorphisme de longueur des fragments de restriction terminaux de séquences d’ADN amplifiées par PCR a I'aide d’une amorce
marquée par un fluorochrome et digérées par une enzyme de restriction (d’apres Gruntzig et al., 2002).

Figure 2: Graphical presentation of the T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) procedure for analysis of length
polymorphism of terminal restriction DNA fragments after PCR amplification with fluorochrome labelled primer and digestion with

restriction enzyme (after Gruntzig et al., 2002).
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du biota comme les protozoaires et les nématodes (Edel-
Hermann et al., 2008). Cette approche permet en particulier
d’apprécier la dynamique d’évolution de ces structures sous
linfluence de facteurs externes, 1a encore naturels ou d’origines
anthropiques (Pérez-Piqueres et al., 2006), et éventuellement
d’identifier les groupes microbiens associés ou impliqués
dans la réponse de la microflore (Marschner et al, 2003;
Nagashima et al., 2003; Suzuki et al., 2005). Lidentification des
microorganismes par séquencage et recherche d’homologie
dans des banques de séquences n'est cependant pas possible
directement et nécessite une étape de clonage (Marsh, 1999;
Mengoni et al., 2002). Enfin, une surestimation de la diversité
est possible si la digestion par les enzymes de restriction est
incomplete, et les résultats sont difficilement comparables si les
enzymes de restriction sont différentes.

Outre son niveau de résolution important, la T-RFLP réalisée
sur séquenceur a capillaires fournit des données numériques
qui constituent une base de données dans laquelle sont stockés
tous les profils permettant des comparaisons d’échantillons
issus d’analyses indépendantes ou de prélevements réalisés au
cours du temps.

MATERIEL ET METHODES

Echantillons de terre analysés

Les échantillons de sol et de racines ont été prélevés sur le
dispositif expérimental de Feucherolles entre septembre 2004 et
octobre 2006 (Houot et al., 2009). Les analyses ont porté sur des
échantillons de terre de 3 parcelles différentes (pour Témoin) ou
de 4 parcelles différentes pour les 3 autres traitements, soit au
total 15 parcelles de sol. Les parcelles étaient plantées avec du
mais en 2005 et du blé en 2006. Le code de ces parcelles est
indiqué ci-dessous entre parenthéses.

T-N: Témoin sans azote (208, 309, 410)

T+N: Témoin fertilisé (102, 205, 303, 404)

OMR+N: Apport de compost dordures ménageres résiduelles
+ fertilisation (103, 202, 301, 405)

DVB+N: apport de compost de déchets verts et boue + fertilisation
(104, 201, 305, 401)

Le calendrier de prélevement des échantillons et la nomenclature des
dates sont les suivants:

Prélevement Date du prélevement
TO 1/09/2004 Avant le 1¢" épandage
T 28/10/2004 2 mois apres I'épandage
T2 12/04/2005 7 mois apres I'épandage
T3 14/06/2005 9 mois apres I'épandage
T4 17/10/2005 13 mois apres I'épandage
T5 1/09/2006 24 mois apres I'épandage
T6 21/10/2006 2 mois aprées un 2¢ épandage

A chacune des 7 dates, les 15 parcelles ont fait I'objet d’'un

prélevement. Ces prélevements de terre (échantillon moyen a
partir de plusieurs sous-échantillons) ont été tamisés a 2 mm et
homogénéisés sur place, répartis en flacons de 150 g (3 flacons
par laboratoire et par échantillon). lls ont été congelés le plus
rapidement possible et envoyés congelés aux trois laboratoires.

Validation inter-laboratoires

L’échantillonnage et la conservation des échantillons avant
analyse sont des étapes cruciales pour la validité des résultats
de celle-ci. Lanalyse de la structure des communautés
microbiennes par les deux techniques mentionnées a été
effectuée sur un échantillon moyen par parcelle. Compte tenu
des différences entre les protocoles d'extraction des différents
laboratoires, protocoles déja homogénéisés et déja validés au
niveau de chaque laboratoire, et des différentes techniques
d’analyse de ’ADN extrait, une validation inter-laboratoires s’est
révélée nécessaire. Elle a été réalisée a partir des 3 échantillons du
2¢ prélevement (T4) (T+N,05, OMR301 et DVB201). Elle a consisté
en une extraction en triplicat, par chacun des 3 laboratoires
impliqués dans I'étude, de 'ADN des trois échantillons, regus
congelés, suivie de I'analyse des communautés microbiennes
dans ces extraits, ainsi que dans les extraits provenant des
deux autres laboratoires, regus précipités dans ['éthanol.
Chaque laboratoire a donc analysé 27 échantillons (3 extraits x
3 laboratoires x 3 réplicats) par ses propres techniques: PCR-
TTGE au LIMOS et a 'UHA et PCR-T-RFLP au MSE.

Extraction d’ADN du sol

Lextraction de 'ADN du sol est une étape délicate et
déterminante pour le succés des techniques d’analyse des
communautés microbiennes, comme la TTGE et la T-RFLP. Il
existe un grand nombre de méthodes publiées pour extraire ’ADN
(Braid et al., 2003; Fortin et al., 2003; Griffith et al., 2000) souvent
adaptées a un type d'études, mais il n'existe pas de méthode
universelle et les biais relatifs aux procédures d’extraction ont
été mis en évidence (Martin-Laurent et al., 2001). Or la nature de
I'environnement d’ou sont prélevés les échantillons peut varier et
nécessiter des ajustements méthodologiques. La comparaison
des résultats obtenus pour différents échantillons par 'une ou
l'autre de ces méthodes n'est possible que si les protocoles
utilisés, depuis I'extraction de 'ADN du sol jusqu’a la séparation
des fragments, sont identiques pour tous ces échantillons.

Dans le cadre de ce travail, deux protocoles d’extraction
d’ADN différents, développés et employés par les différents
laboratoires, ont été utilisés pour les analyses par TTGE et
T-RFLP. Ces protocoles différents ont été volontairement
conserveés, sans souci d’homogénéisation, pour la comparaison
relative des différents échantillons amendés ou non en PRO.

Pour la TTGE, le protocole dextraction d’ADN de sol,
selon le protocole de Corgié et al. (2004) a consisté a libérer
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I'’ADN présent dans un échantillon (0,5¢g) par agitation en
présence de 0,8 ml de tampon d'extraction et de billes de
verre de tailles différentes. Ce tampon d'extraction contenait
du PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) et du CTAB afin de piéger
une partie des contaminants organiques co-extraits avec
I'ADN. A l'issue de cette étape, 'ADN extrait, en solution dans
le tampon, a été purifié par séparation de phase en présence
d'un mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique, suivie
d’'une précipitation en présence d’isopropanol. Le culot d’ADN
est séché puis resuspendu dans 100 pl de tampon. LADN
ainsi obtenu a été ensuite analysé par électrophorése sur gel
d’agarose afin d'évaluer sa quantité et sa qualité et a servi de
matrice pour 'amplification par PCR.

Pour la T-RFLP, I'extraction a été réalisée a partir d’un
gramme de sol selon la méthode décrite par Edel-Hermann et al.
(2004). Lextraction est réalisée par agitation du sol en présence
de 4 ml de tampon d’extraction (Tris, EDTA, NaCl, SDS) et de
billes de verre de tailles différentes, suivie d’une précipitation en
présence d'isopropanol puis de passages successifs sur deux
colonnes de compositions différentes (PVPP puis Sépharose
4B). Ces étapes aboutissent a I'obtention d’'une suspension
contenant I'ADN total mais également de nombreuses
impuretés dorigine tellurique. Dans le cas des échantillons
du sol de Feucherolles, une purification en deux temps s'est
avérée absolument nécessaire a ce stade de la procédure.
La suspension «brunatre » ADN a été d’abord passée sur
une colonne de PVPP qui retient les substances humiques
contenues dans la suspension. Cette étape de purification a été
répétée. Puis I'éluat a été passé sur une colonne Geneclean®
qui adsorbe I'ADN et permet d'éliminer les impuretés restantes.
LADN a été ensuite élué avec un tampon, quantifié sur gel
d'agarose par comparaison a une gamme d'ADN de thymus de
veau et aliquoté (5ng/ul) pour étre conservé a -20 °C.

Analyse des champignons mycorhiziens
dans les racines

Au printemps 2005, les parcelles expérimentales du site
de Feucherolles ont été cultivées avec du mais. Au temps T3
(juin 2005, 9 mois aprés épandage) et T4 (octobre 2005, 13
mois apres épandage), 3 échantillons de racines par parcelle
ont été prélevés et stockés a -20 °C. LADN génomique végétal
et fongique présent dans ces échantillons a été extrait a I'aide
d’un kit d’extraction commercial (Qiagen). Un fragment de TADN
ribosomique 18S des champignons mycorhiziens a arbuscules
présents dans I'extrait a été amplifié par PCR grace aux amorces
AM1 et NS31 (Helgason et al., 1998) et analysé par PCR-TTGE
(Sonjak et al., 2009). La présence et la position des bandes sur
le gel d’électrophorése ont été notées et analysées. Les résultats
sont présentés par une analyse en composantes principales
(ACP).

Analyse par TTGE

Pour lanalyse des champignons présents dans les
sols, le fragment d’ADN ciblé fait partie de I'ADNr 18S.
Le fragment analysé par TTGE est le produit de 2 PCR
successives. La premiere PCR utilise les amorces MH2 et
MH4 (Vandenkoornhuyse et Leyval, 1998) dont les séquences
sont: MH2: 5-TTCGATGGTAGGATAGAGG-3' et MH4:
5-GTCTCACTAAGCCATTC-3. La seconde PCR (PCR
nichée) est réalisée a partir des produits de la premiere PCR
et utilise les amorces GC-MH2 (amorce MH2 additionné
d'un GC-clamp) et TTGE 2 dont la séquence est: TTGE2:
5-ATCCTAGAAACCAACAAAATA-3.  Apres  avoir  vérifié
la qualité et la quantité des amplicons ainsi obtenus par
électrophorése sur gel d’agarose, ces amplicons (550 pb) sont
analysés par TTGE. La TTGE est réalisée sur gel d'acrylamide
a 6 % en conditions partiellement dénaturantes (6 M d'urée).
La migration est réalisée a 130V entre 54,5°C et 59°C a raison
de 0,7°C.h". Aprés coloration au bromure d’éthidium, une image
digitale du gel est réalisée. Grace a cette image, la présence et
la position des bandes sur le gel d’électrophorese sont notées
et analysées. Les résultats sont présentés par une analyse en
composantes principales (ACP).

Pour 'analyse des champignons mycorhiziens présents dans
les racines de malis prélevées en 2005, le fragment d’ADN ciblé
fait également partie de 'ADNr 18S et est aussi le produit de
2 PCR successives. Le gel d’acrylamide et les conditions de
migration de la TTGE sont les mémes que celles utilisées pour
les champignons présents dans le sol.

Pour l'analyse des bactéries présentes dans les sols, le
fragment d’ADN ciblé fait partie de 'ADNr 16S. Le fragment
analysé par TTGE est le produit d’'une seule PCR. Cette
PCR utilise les amorces GC-968f (Feslke et al., 1998) (968f
additionné d’'un GC-clamp) et 1401r (Heuer et al., 1999) dont
les séquences sont: 968f : 5-~AACGCGAAGAACCTTAC-3' et
1401r: 5-CGGTGTGTACAAGACCC-3". Comme précédemment,
apres avoir vérifié la qualité et la quantité des amplicons ainsi
obtenus par électrophorése sur gel d’agarose, ces amplicons
(475 pb) sont analysés par TTGE. La TTGE est réalisée sur gel
d’acrylamide a 6 % en conditions partiellement dénaturantes (8
M d'urée). La migration est réalisée a 145V entre 57°C et 63°C a
raison de 0,7°C.h". Aprés coloration au bromure d’éthidium, une
image digitale du gel est réalisée. La présence et la position des
bandes sur le gel d’électrophorése ont été notées et analysées.

Analyse par T-RFLP

Cette technique a été utilisée avec succés pour préciser,
dans deux études différentes, I'impact d’apports de matieres
organiques sur la qualité phytosanitaire de sols agricoles (Perez-
Piquéres et al., 2006; Steinberg et al., 2004). Elle a montré
lintérét de prendre en compte simultanément la réponse des
communautés bactériennes et des communautés fongiques
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pour proposer des hypotheses quant & leurs roles respectifs
dans la suppression de certaines maladies dues a des
champignons phytopathogénes d’origine tellurique.

Pour les champignons, 'ADNr 18S est ciblé. Deux amorces
ont été utilisées, dont une est marquée en 5 avec le Dye
Beckman D3 (Proligo). Ces amorces sont: nu-SSU-0817-5" (F):
5'-(D3)-TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA-3’ (R = G ou A) et nu-
SSU-1536-3’ (R): 5-ATTGCAATGCYCTATCCCCA-3' (Y=CouT)
(Borneman et Hartin, 2000). Des problemes d'efficacité de PCR
d’ADNr 18S a partir de 'ADN du sol de Feucherolles ont conduit
a modifier la procédure de T-RFLP initialement développée,
en utilisant comme amorce marquée avec le fluorochrome
D3 lamorce sens nu-SSU-0817-5' et non pas I'amorce
réverse nu-SSU-1536-3" (Edel-Hermann et al., 2004). Pour les
bactéries, la méme procédure est utilisée mais les amorces
sont: 27F: 5-(D3)-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' et 1392R:
5-ACGGGCGGTGTGTACA-3". La réussite de I'amplification est
vérifiée par électrophorése en gel d’agarose. Lexces d’amorces
et autres solutés présents peut perturber I'analyse ultérieure
du polymorphisme et nécessite une purification sur colonnes
MinElute (Qiagen). Les produits de PCR purifiés sont quantifiés
sur gel d’agarose par comparaison & une gamme de Smart
Ladder (Eurogentec) pour répondre aux conditions nécessaires
aladigestion par une enzyme de restriction (Haelll dans le cas de
I’ADNr 16S des bactéries, et Mspl dans le cas de ’'ADNr 18S des
champignons). Le choix de I'enzyme de restriction utilisée a été
effectué sur la base d’une comparaison de séquences d’ADNr
pour chacun des groupes de microorganismes (Edel-Hermann
et al., 2004). A l'issue de la phase de digestion, les échantillons
sont précipités, repris dans un tampon, et analysés a l'aide du
séquenceur a capillaires CEQ™ 2000XL (Beckman Coulter)
en présence d'un standard de taille interne (size standard
600 Beckman). lls sont déposés dans une plaque de 96 puits
adaptée au séquenceur. Chaque analyse comprend un multiple
de 8 échantillons déposés dans une colonne de la plaque. Les
produits de la digestion d'un échantillon sont distribués dans 3
puits pour pallier I'éventuel défaut d'annotation d'un pic par le
séquenceur, probléme rencontré lorsqu'il y a abondance de pics
(polymorphisme important au sein de la communauté analysée).

Le séquenceur fournit un électrophorégramme représentant
les pics du standard et les pics de I'échantillon analysé (figure 2).
Chaque pic représente des fragments d'une longueur donnée,
déterminée en comparaison au standard, et leur abondance
relative est révélée par l'intensité de fluorescence comparée a
la fluorescence totale.

Des outils d'analyse des données ont été développés sous
Excel® pour prendre en compte la variabilité liée au probleme
d'annotation des pics trés nombreux obtenus dans le cas des
échantillons du sol de Feucherolles pour la caractérisation de la
structure génétique des communautés bactériennes.

Analyse des données par ACP

Les données de TTGE (présence/absence des bandes) et de
T-RFLP (pics) ont été analysées par Analyse en Composantes
Principales (ACP) a partir de matrices de covariance. La
structure génétique de la communauté microbienne révélée par
I'analyse TTGE ou T-RFLP d'un échantillon est représentée par
la projection d'un point sur un plan factoriel. La position relative
des points représentatifs des différents échantillons permet
d'apprécier la variabilité entre les répétitions et les différences
éventuelles entre les traitements.

RESULTATS

Validation inter-laboratoires

Lanalyse en composantes principales des communautés
fongiques présentes dans les échantillons utilisés lors de la
validation inter-laboratoires montre une bonne reproductibilité
des répétitions selon le laboratoire au sein duquel I'extraction
des acides nucléiques a été réalisée (Colmar, Dijon ou Nancy)
(figure 3a). Pour les différents traitements analysés (T+N,
OMG+N et DVB+N), la plus grande discrimination est observée
pour les extraits provenant de Dijon. Dans le cas des échantillons
provenant de Colmar et Nancy, méme si cette discrimination est
moins forte, elle tend a séparer les trois traitements OMG+N, T+N
et DVB+N pour Colmar, et a discriminer OMG des deux autres
traitements a Nancy. Toutefois, on observe un recouvrement
de certains échantillons provenant de traitements différents et
d'origines différentes comme les échantillons DVB+N-Nancy
et T+N-Colmar par exemple. Lanalyse des communautés
fongiques des mémes échantillons par PCR-T-RFLP (figure 3b)
a aussi montré une bonne répétabilité entre les 3 répétitions d’'un
méme échantillon obtenues avec laméme méthode d’extraction,
mais une structure des communautés différente en fonction
de la méthode dextraction. Concernant les communautés
bactériennes, une bonne répétabilité entre les répétitions a été
également observée (données non présentées). En revanche,
les résultats ne sont pas reproductibles, sans doute parce
qu’en plus de l'effet « expérimentateur » ou « laboratoire », les
conditions d’analyse des échantillons different. Ainsi, I'analyse
de l'ensemble des données montre une discrimination des
échantillons en fonction du laboratoire qui a fait I'extraction
aussi bien qu’en fonction des traitements et ne permet pas de
conclure quant a l'effet des traitements.

Analyse de la structure de la communauté
fongique dans le sol

Les résultats obtenus par TTGE sont présentés (figure 4). Aux
différents temps de prélevement, au total 19 espéces différentes
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Figure 3: Analyse en composantes principales de la structure
de la communauté fongique estimée par a) PCR-TTGE et b)
T-RFLP lors de la campagne de validation inter-laboratoires.
Figure3: Principal component analysis of fungal community
structure estimated by a) PCR-TTGE and b) T-RFLP within the
inter-laboratory validation.
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de champignons ont été détectées dans les échantillons de
sol et entre 6 et 12 espéces selon les échantillons. Lanalyse
des données de chaque prélevement ne montre pas de
discrimination claire entre les échantillons des différents
traitements. Le regroupement de I'ensemble des données
de tous les traitements et de tous les temps de prélévements
sur une méme ACP fait cependant apparaitre une évolution
temporelle de la structure de la communauté fongique. Ainsi, on

Figure 4: Analyse en composantes principales de la
structure de la communauté fongique du sol de Feucherolles
estimée par PCR-TTGE, regroupant les données de tous les
traitements et tous les temps de prélevements.

Figure 4: Principal component analysis of fungal community
structure in Feucherolles soil estimated by PCR-TTGE, taking
into account the data of all treatments and all sampling dates.
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note, par rapport au T0, un déplacement des échantillons vers
la droite suite a I'épandage (T1), puis un regroupement de ceux
correspondant aux échantillons de 2005 (T2, T3, T4), ensuite une
évolution (entre T3, T4 et T5) vers les échantillons de 2006, avec
cette fois un effet moins net du nouvel épandage (T6 par rapport
a T5). Si les résultats de I'analyse faite par T-RFLP ne sont pas
strictement les mémes, en revanche leur analyse conduit aux
mémes conclusions (données non présentées).

Analyse de la structure de la communauté

bactérienne dans le sol

En ce qui concemne la communauté bactérienne, des
conclusions similaires ont été obtenues, que I'analyse de la
communauté ait été réalisée par TTGE ou par T-RFLP, et par
I'un ou l'autre des laboratoires. Les analyses réalisées sur les
différents prélévements, dont un exemple obtenu par T-RFLP
est présenté (figure 5), montrent une structuration de la
communauté bactérienne dans le temps (P < 0,001) mais pas de
différenciation des traitements témoins et amendés.
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Figure 5: Analyse en composantes principales de la structure
de la communauté bactérienne du sol de Feucherolles
estimée par PCR-T-RFLP, regroupant les données de tous les
traitements et tous les temps de prélevements.

Figure 5: Principal component analysis of bacterial community
structure in Feucherolles soil estimated by PCR-T-RFLP, taking
into account the data of all treatments and all sampling dates.
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Analyse de la structure de la communauté de
champignons mycorhiziens dans les racines
de mais par TTGE

Aux deux temps de prélévement, entre 5 et 8 espéces de
champignons mycorhiziens ont été détectées dans les racines de
mais avec une moyenne de 5 espéces par échantillon pour ceux
récoltés au mois de juin et une moyenne de 6 pour ceux du mois
d’'octobre. La comparaison de la structure de la communauté
mycorhizienne observée montre que celle-ci est trés proche
pour un temps de prélévement quel que soit le traitement étudié
(figure 6). Ainsi, les résultats montrent surtout une discrimination
de la structure de la communauté mycorhizienne en fonction
de la saison. Des groupes semblent discriminés en fonction de
I'axe horizontal, mais ils ne correspondent pas a des traitements
ou a des répétitions particuliers.

DISCUSSION

La campagne de validation inter-laboratoires a permis i)
d’appréhender I'hétérogénéité des échantillons, la répétabilité
et la reproductibilité des techniques développées, i) de
comparer les résultats obtenus par différentes techniques

Figure 6: Analyse en composantes principales de la structure
de la communauté de champignons mycorhiziens, dans les
racines de mais prélevées sur le site de Feucherolles aux
temps T3 et T4 et estimée par PCR-TTGE.

Figure 6: Principal component analysis of the community
structure of mycorrhizal fungi in maize roots sampled in
Feucherolles soil at T3 and T4 and estimated by PCR-TTGE.
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(TTGE, T-RFLP) et par la méme technique menée dans
des laboratoires différents. On peut constater que les trois
répétitions (trois extractions d’ADN) d’un méme échantillon
donnent des résultats souvent trés proches, voire identiques
en termes de structure des communautés, quelle que soit
la technique d’extraction ou le laboratoire concerné, et qu'il
s’agisse des bactéries ou des champignons. Toutefois, pour
d’autres échantillons, on note des différences plus importantes
entre les répétitions, ce qui d’une part souligne les limites de la
méthode et incite a réaliser systématiquement des répétitions
techniques et d'autre part suggere une hétérogénéité de
la structure des communautés bactériennes a I'échelle de
I'échantillon (0,5 a 1g de sol).

Toutefois, cette étude montre que les résultats obtenus avec
les différentes techniques d’extraction d’acides nucléiques a
partir du sol, utilisées dans différents laboratoires, peuvent
étre sensiblement différents, et ne peuvent pas étre comparés
directement. En revanche, les résultats obtenus par un
laboratoire & partir d’une technique d’extraction conduisent
aux mémes conclusions que celles obtenues dans un autre
laboratoire utilisant d’autres techniques. Ainsi, dans le cas
présent, les résultats obtenus dans chacun des laboratoires
utilisant ses propres techniques permettent de discriminer de
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maniere comparable différentes communautés microbiennes
et aboutissent a des conclusions identiques.

Aucune réponse de la microflore aux amendements
organiques n'a été mise en évidence dans cette étude, quelle
que soit la technique employée, qu'il s’agisse des bactéries ou
des champignons incluant les champignons mycorhizogenes.
Par contre, les structures génétiques des communautés
bactériennes et fongiques évoluentdansle temps, et cecipendant
les deux années d’étude. Il apparait clairement que 'analyse de
la structure des communautés microbiennes est un révélateur
du comportement du biota dans le sol mais que la causalité des
variations est difficile a identifier dans I'agro-écosystéme. C'est
pourquoi les résultats relatifs aux communautés microbiennes
doivent étre associés a ceux de paramétres agronomiques
des parcelles. Des analyses statistiques de type corrélations
multiples, co-inerties devraient permettent d’identifier les
paramétres pouvant jouer le role d'indicateurs, mais il est certain
que c'est d’'un ensemble de paramétres que cette notion peut se
dégager et non pas d’un seul.

Les résultats montrent que les communautés bactériennes et
fongiques du sol du site de Feucherolles semblent stables et peu
influencées par les traitements (OMR+N, DVB+N, T+N), ou que
I'effet des traitements est masqué par d'autres effets comme
un effet temporel ou une variabilité spatiale. Les techniques
de PCR-TTGE et de PCR-T-RFLP utilisées ici ne permettent
de suivre que les espéces ou populations microbiennes
majoritairement représentées dans les échantillons. Ce travalil
montre donc que les amendements utilisés ici ne perturbent pas
ces populations dominantes dans ces sols, mais il est possible
que des espéces peu représentées le soient par ailleurs. En
effet, des résultats similaires obtenus sur des sols agricoles en
Autriche (étude portant sur 12 ans) montrent que la structure
des communautés bactériennes analysée par DGGE ne semble
pas affectée par la nature des composts, incluant des PRO,
apportés alors que le profil physiologique de ces communautés,
analysé par la méthode Biolog, I'était de maniére significative
(Ros et al,, 2006). Pour expliquer plus clairement le role des
PRO sur le fonctionnement biologique du sol, et pour identifier
d’éventuels indicateurs microbiens de I'impact de ces PRO, il
apparait nécessaire de cibler les populations non dominantes
ou de cibler des communautés fonctionnelles, par exemple
celles associées a la décomposition des différentes matiéres
organiques ou a la biodégradation de composés particuliers
apportés dans les amendements en utilisant par exemple
les puces a ADN (Danon et al., 2008; Franke-Whittle et al.,
2009). On peut également supposer que des épandages avec
des amendements qui imposent des contraintes plus fortes
modifieraient de maniere plus importante ces communautés
du sol. Avec la méme méthode d'analyse de la communauté
fongique, des modifications importantes de la structure de
cette communauté ont ainsi été observées dans le cas de sols
provenant de friches industrielles avec des pollutions massives

par des substances organiques comme les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) (Norini, 2007).

En revanche, les structures génétiques des communautés
bactériennes et fongiques évoluent dans le temps, et ceci
pendant les deux années détude. Ce facteur temps qui
conditionne la structuration des communautés microbiennes
peut étre lié aux variations saisonniéres (conditions climatiques),
mais également aux cultures, ainsi qu'aux pratiques liées a ces
cultures (Stark et al., 2007). Il est également possible que les
doses apportées régulierement au sol (tous les 2 ans) soient
peu perturbatrices en regard de ces autres facteurs exogénes.
Par ailleurs, I'étude s’est inscrite dans une dynamique initiée
plusieurs années auparavant. Un effet perturbateur a court
terme (0-6 mois) des différentes MO, souvent rapporté (Pérez
Piqueres et al.,, 2006; Valarini et al.,, 2003), a pu se produire lors
des premiers apports mais disparaitre ensuite. Ainsi, la réponse
des communautés microbiennes aux différents apports pourrait
étre plus rapide (de I'ordre du mois) et transitoire.

CONCLUSIONS

Développement considérable des outils de biologie
moléculaire, depuis plusieurs décennies, a permis d'accéder
aux microorganismes présents et actifs dans les sols et
non plus seulement aux microorganismes cultivables. Les
techniques comme la TTGE et la T-RFLP sont des méthodes
sensibles, informatives et pertinentes qui permettent de
comparer la structure des communautés microbiennes dans
différents environnements complexes afin d’évaluer l'influence
de stress sur ces communautés. Plus généralement, elles
ouvrent des perspectives pour le monitoring des communautés
microbiennes en relation avec les préoccupations relatives
a l'agriculture durable, a la qualité des sols et aux questions
environnementales. Associées a des techniques de clonage-
séquencage, elles permettent également d'identifier des
groupes microbiens plus directement associés a, ou impliqués
dans, le fonctionnement biologique du sol (Benitez et al., 2007;
Lu et al, 2006). Ces groupes microbiens pourraient étre des
indicateurs de la qualité des sols.

II' faut souligner toutefois que toutes ces techniques
présentent des biais qu'il faut préciser et prendre en compte
dans linterprétation des résultats. Par ailleurs, une étape
décisive reste I'échantillonnage et la représentativité de
I'échantillon analysé. Le rendement d’extraction d’ADN par les
différentes méthodes utilisées doit aussi étre déterminé pour
obtenir des résultats comparables et quantitatifs. Si un certain
nombre de protocoles d’extraction d’ADN ont déja été publiés,
et si des kits d’extraction sont commercialisés, I'extraction
d’ADN d’un sol précis, en particulier d’un sol contaminé, reste
une étape cruciale et nécessite souvent une mise au point
spécifique.
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Dans cette étude, et dans les limites des méthodes
employées, aucune réponse de la microflore bactérienne,
fongique et mycorhizienne aux amendements organiques n'a
été mise en évidence. Par contre, les structures moléculaires
des communautés bactériennes et fongiques évoluent dans le
temps au cours des deux années d'étude, et il faut souligner
la cohérence des conclusions obtenues avec les différentes
approches et avec les différents groupes microbiens. On peut
ainsi considérer I'analyse de la structure des communautés
microbiennes comme un révélateur du comportement du biota
dans le sol mais la causalité des variations est difficile a identifier
dans I'agro-écosysteme. C’est pourquoi les résultats relatifs aux
communautés microbiennes doivent étre associés a ceux relatifs
aux paramétres agronomiques et abiotiques des parcelles.
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