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RESUME

Le sol constitue un écosystéme extrémement riche et abondant en termes d’organismes microscopiques jouant un réle majeur dans les
cycles biogéochimiques. De nombreux facteurs peuvent perturber la composition de ces écosystémes, entrainant des conséquences
sur l'environnement, voire sur la santé humaine et animale. Cet article présente le travail réalisé par des étudiants du master Interactions
Microorganismes Hétes Environnement (IMHE) de I'Université de Montpellier, dans le cadre d’une approche de formation par la recherche
encadrée par leurs enseignantes. Le sol de la réserve naturelle du Lunaret a Montpellier, susceptible d’étre soumis a des perturbations
anthropiques, a été choisi pour en étudier la diversité microbienne par une approche culturale complétée d'une approche moléculaire.
Les étudiants ont participé a I'ensemble des étapes du projet, depuis I'échantillonnage jusqu’a la rédaction de l'article, en passant par les
manipulations pratiques et I'analyse des résultats.

Mots-clés
Communauté bactérienne, biodiversité, apprentissage par la recherche, approche culturale, approche moléculaire.

SUMMARY
RESEARCH-BASED LEARNING AT THE UNIVERSITY OF MONTPELLIER:
Study of microbial biodiversity in the soil of the Lunaret reserve

Soil is an extremely rich and abundant ecosystem in terms of microscopic organisms playing a major role in biogeochemical cycles.
Many factors can disturb the composition of these ecosystems, with consequences on the environment and even on human and
animal health. This article presents the work carried out by students of the Master's degree Microorganism-Host-Environment
Interactions (IMHE) at the University of Montpellier, as part of a research-based learning approach supervised by their teachers.
The soil of the Lunaret nature reserve in Montpellier, which is likely to be subjected to anthropogenic disturbances, was chosen
to study its microbial diversity using a cultural approach complemented by a molecular approach. The students participated in
all stages of the project, from sampling to the writing of the article, including practical manipulations and analysis of the results.

Key-words
Bacterial community, biodiversity, learning-based research, cultural approach, molecular approach

RESUMEN
APRENDIZAJE A TRAVES DE LA INVESTIGACION EN LA UNIVERSIDAD DE MONTPELLIER:
Estudio de la biodiversidad microbiana del suelo en la reserva de Lunaret

El suelo es un ecosistema extremadamente rico y abundante en organismos microscépicos, que desempefia un papel importante
en los ciclos biogeoquimicos. Muchos factores pueden alterar la composicién de estos ecosistemas, con consecuencias para
el medio ambiente e incluso para la salud humana y animal. Este articulo presenta el trabajo realizado por los estudiantes del
Master en Interacciones Microorganismo-Huésped-Medio Ambiente (IMHE) de la Universidad de Montpellier, en el marco de un
enfoque de formacion a través de la investigacion supervisada por sus profesores. El suelo de la reserva natural de Lunaret, en
Montpellier, probablemente sometido a perturbaciones antropogénicas, fue elegido para estudiar su diversidad microbiana mediante
un enfoque cultural complementado con un enfoque molecular. Los estudiantes participaron en todas las fases del proyecto, desde
la toma de muestras hasta la redaccién del articulo, pasando por las manipulaciones practicas y el analisis de los resultados.

Palabras clave
Comunidad bacteriana, biodiversidad, aprendizaje a través de la investigacion, enfoque cultural, enfoque molecular
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AVANT-PROPOS

Larticle suivant a été rédigé par les étudiants de la promotion
2022 du parcours Interactions Microorganismes - Hotes -
Environnements (IMHE) du Master de la mention Biologie-
Agrosciences de I'Université de Montpellier.

Le parcours IMHE est divisé en deux profils, le profil
“Recherche fondamentale” et le profil “Recherche et
développement”. Le parcours offre aux étudiants une approche
intégrative des interactions entre les bactéries, virus, archées et
champignons avec leur environnement et leurs hotes animaux
ou végeétaux. Ces enseignements sont plus approfondis dans
le profil “Recherche fondamentale” qui a pour but de guider ses
étudiants jusqu’a la thése pour l'obtention d’'un poste de cadre
(chercheur, enseignant-chercheur, ingénieur) dans un laboratoire
de recherche publique ou privée. Le profil « Recherche et
développement », quant a lui, améne les étudiants a se
spécialiser dans la valorisation des microorganismes et leur
application en biotechnologies.

Le parcours IMHE favorise un apprentissage par la
recherche. C'est dans ce cadre que se sont déroulés les travaux
pratiques de I'Unité d’Enseignement « Ecologie microbienne »
qui ont servi de support pour la rédaction de cet article. Ces
TP consistaient en des prélévements de terre dans une réserve
naturelle montpelliéraine afin d’y caractériser la biodiversité
bactérienne résidente. Ces travaux ont été menés sur deux
années consécutives par les promotions 2021 et 2022. lis
s'inscrivent dans le projet Biolnformatics Learning Lab (BILL) qui
prone l'interdisciplinarité au service de I'écologie microbienne et
qui est financé par I'l Site Montpellier Université d’Excellence
(MUSE).

INTRODUCTION

Le sol est la composante majeure des écosystémes
terrestres comme les prairies, les foréts ou encore les
surfaces cultivées. Les sols seraient parmi les habitats
les plus peuplés en organismes vivants. On estime ainsi
notamment qu’un gramme de sol contient prés d’un milliard
de bactéries et jusqu’a 200 metres d’hyphes fongiques (Wagg
et al, 2014). Le sol constitue un biotope complexe dans
lequel de nombreuses conditions peuvent varier, avec des
conséquences sur les différents organismes qui y vivent. |l
s'agirait d’'un des écosystémes les plus diversifiés sur Terre
(Thakur et al,, 2020). Une grande variété de macroorganismes
y résident, comme les insectes ou encore les oligochetes,
ainsi qu’une immense diversité de microorganismes tels que
les nématodes, champignons et bactéries (estimée & 10''-10%
espéces microbiennes, Bodor et al., 2020). Mais cette diversité
microbienne est trés probablement sous-estimée, car une
grande partie des microorganismes du sol sont considérés
comme non cultivables (Bodor et al., 2020).

Les sols abritent une communauté fongique trés abondante,
notamment en association symbiotique avec le systéme racinaire
des végétaux: on les appelle endo- ou ecto-mycorhizes suivant
les espéces végétales colonisées. Parmi les bactéries les plus
abondantes dans les sols, on trouve le phylum Actinobacteria
qui comprend plusieurs genres présentant des attributs
écologiques particuliers, comme par exemple Streptomyces, un
genre de bactérie filamenteuse reconnue comme productrice
d’une large diversité d'antibiotiques utilisés dans la lutte contre
les compétiteurs, et pouvant étre exploités en santé humaine.
On trouve également dans les sols de nombreuses bactéries
se développant en anaérobiose, en réalisant des métabolismes
particuliers comme la sulfato-réduction ou les fermentations, et/
ou capables de former des spores, cest-a-dire des structures
dormantes trés résistantes.

Les microorganismes occupent une place importante dans
I'écosysteme du sol. lls interviennent notamment dans les
cycles biogéochimiques comme le cycle de l'azote (Figure 1).
Des bactéries libres comme la gamma-proteobactérie
Azotobacter ou I'actinobactérie Frankia sont capables de fixer
I'azote atmosphérique N, pour l'incorporer dans leurs acides
aminés; on les appelle diazotrophes. Certains microorganismes
diazotrophes (Rhizobiaceae) sont également capables de
développer une relation symbiotique et mutualiste directe avec
les Fabacées afin de leur fournir une source d'azote au sein
de protubérances racinaires appelées nodules (Goyal et al.,
2021). Les bactéries nitrifiantes (Nitrosomonas, Nitrococcus)
convertissent les ions ammonium NH,* provenant de la
décomposition de la matiere organique en nitrates NO5-, absorbés
par les plantes (Figure 1) ou convertis en gaz N,O puis N, par
les bactéries dénitrifiantes comme la gamma-protéobactérie
Pseudomonas stutzeri (Cellier et al., 2013).

Hormis lapport d'azote, de nombreuses gamma-
protéobactéries comme Pseudomonas putida ou Burkholderia
gladii sont définies comme étant des Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR) permettant d'influencer positivement
la croissance des plantes de maniére directe (conversion de
molécules précurseurs en hormones de croissance) ou indirecte
(disponibilitt de minéraux essentiels, réduction du stress).
Elles sont donc particulierement utiles pour I'amélioration
de la croissance et le rendement des plantes lors de stress
abiotiques comme la mauvaise biodisponibilité des éléments
nutritifs, la sécheresse, I'excés de rayons ultraviolets. De plus,
les PGPR peuvent également protéger les cultures des agents
phytopathogénes, de maniére directe (production de molécules
antimicrobiennes) ou indirectes par des phénoménes de
compétition (Jiao et al., 2021). Ainsi, la biodiversité microbienne
du sol influe sur les plantes environnantes (Kumar et Verma,
2018).

La diversité microbienne des sols n'est pas figée dans
le temps. Il a été rapporté dans certaines études qu'elle est
notamment impactée par les changements de saisons ou les
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Figure 1 : Cycle biogéochimique simplifié de I'azote dans le sol. L'azote atmosphérique est fixé et converti en ammonium par les
bactéries diazotrophes du sol. Les bactéries nitrifiantes convertissent I'ammonium en nitrites et/ou en nitrates qui sont une source

azotée assimilable par les plantes.

Figure 1: Simplified biogeochemical nitrogen cycle in the soil. Atmospheric nitrogen is fixed and converted to ammonium by
diazotrophic soil bacteria. Nitrifying bacteria convert ammonium into nitrite and/or nitrate, which are a plant-available nitrogen source.

conditions climatiques. Par exemple, en Chine, dans des vergers,
la quantité de microorganismes présents dans le sol est plus
élevée en été qu'en automne et au printemps, di notamment &
une chaleur et une humidité plus importantes (Luo et al., 2019).
Une autre étude menée dans les foréts tempérées du Japon a
montré que la diversité en champignons et bactéries est plus
élevée en avril et moins élevée en octobre (Shigyo et al., 2019).
Ces variations de diversité et d'abondance des microorganismes
du sol peuvent étre expliquées entre autres par des variations
de température et de pH, de quantité de nutriments et de
matiere organique, par I'évolution du couvert végétal (Aksoy et
al, 2017; Siles et Margesin, 2017). Notamment, une diversité
plus importante des communautés microbiennes telluriques de
foréts en automne a pu étre mise en relation avec une quantité
accrle de nutriments et de matiére organique due a la chute des
feuilles des arbres (Siles et Margesin, 2017). Au vu de la grande
diversité de sols et des facteurs physico-chimiques pouvant y
varier, il reste toutefois souvent difficile d’établir clairement un

lien entre ces parametres et la diversité et 'abondance de son
biotope (Aksoy et al., 2017).

D'autres facteurs peuvent impacter la biodiversité
microbienne du sol, notamment certaines pratiques agricoles
comme la viticulture, via l'introduction de pesticides, de métaux
lourds, ou de nouvelles espéces dans le biotope (Tang etal., 2019;
Jacobsen et Hjelmsg, 2014 ; Aksoy et al., 2017). La déforestation,
I'érosion, ou encore la salinisation des sols peuvent également
induire des changements dans la biodiversité du sol (Tibbett et
al., 2020). Par exemple, une étude menée en Chine démontre
que l'érosion des sols peut entrainer un appauvrissement de
la biodiversité (Qiu et al, 2021). Une perte de diversité peut
impacter des fonctions écologiques importantes, pouvant
notamment influer sur la croissance des plantes et avoir des
répercussions sur la production agricole et par conséquent sur
la sécurité alimentaire (Wall et al,, 2015). Létude de la diversité
microbienne du sol s’inscrit dans le concept “One Health” ou
“Santé Globale”, qui propose une approche transdisciplinaire

Etude et Gestion des Sols, 29, 2022


https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?BNG7o9
https://www.zotero.org/google-docs/?BNG7o9
https://www.zotero.org/google-docs/?BNG7o9
https://www.zotero.org/google-docs/?BNG7o9
https://www.zotero.org/google-docs/?ROdRmk
https://www.zotero.org/google-docs/?ROdRmk
https://www.zotero.org/google-docs/?ROdRmk
https://www.zotero.org/google-docs/?ROdRmk
https://www.zotero.org/google-docs/?ROdRmk
https://www.zotero.org/google-docs/?TmVmly
https://www.zotero.org/google-docs/?TmVmly
https://www.zotero.org/google-docs/?TmVmly
https://www.zotero.org/google-docs/?GL9npw
https://www.zotero.org/google-docs/?GL9npw
https://www.zotero.org/google-docs/?GL9npw
https://www.zotero.org/google-docs/?GL9npw
https://www.zotero.org/google-docs/?6FFpkE
https://www.zotero.org/google-docs/?6FFpkE
https://www.zotero.org/google-docs/?6FFpkE
https://www.zotero.org/google-docs/?wIGMzL
https://www.zotero.org/google-docs/?wIGMzL
https://www.zotero.org/google-docs/?wIGMzL
https://www.zotero.org/google-docs/?wIGMzL
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX
https://www.zotero.org/google-docs/?WAVTNX

Analyse microbiologique du sol du Lunaret

189

considérant que la santé humaine est intimement liée a la santé
animale et environnementale (Destoumieux-Garzén et al., 2018).

Une étude réguliere du microbiote du sol nous offre
un indicateur de qualité et de santé du sol. En effet, un suivi
régulier des communautés microbiennes du sol permet de
remarquer de facon précoce de potentielles modifications,
pouvant étre révélatrices de variations de paramétres abiotiques
environnants. Le suivi du microbiote peut offrir la possibilité de
corriger d'éventuelles modifications de I'environnement, et ainsi
assurer sa préservation (Tang et al., 2019).

Afin d’analyser la biodiversité microbienne, deux approches
complémentaires, 'approche culture-dépendante et 'approche
culture-indépendante, peuvent étre menées.

Lapproche culture-dépendante est basée sur la mise en
suspension d’échantillons de sol puis I'étalement sur différents
milieux de culture. Ceux-ci peuvent étre spécifiques a certains
taxons, tandis que d’autres permettent de mettre en évidence
des caractéristiques métaboliques de certaines bactéries. Cette
approche permet de démontrer la présence de microorganismes
ciblés et de les dénombrer. Malgré la spécificité de certains
milieux, lidentification ne peut pas toujours étre réalisée
au niveau de l'espece. De plus, une fraction majeure des
microorganismes n'est pas cultivable en laboratoire (Bodor et al.,
2020). Cette approche n'offre donc qu’un apergu restreint de la
biodiversité microbienne présente dans un échantillon.

L'approche culture-indépendante  repose sur des
techniques moléculaires dont le metabarcoding, qui consiste
en un sequencage haut débit d’'un géne préalablement amplifié
par PCR (polymerase chain reaction). Un géne conservé et
des amorces universelles sont généralement choisis pour
identifier le maximum de microorganismes. Les séquences
ainsi obtenues sont ensuite comparées a celles des bases
de données internationales. Pour I'analyse des communautés
bactériennes, le géne codant 'ARN de la petite sous-unité
ribosomique (ARNr 16S), présent chez tous les procaryotes,
est souvent utilisé. Il présente des régions trés conservées qui
encadrent des régions plus polymorphes. Cette approche de
metabarcoding présente des biais : en fonction des types de sol,
I'extraction de la totalité de 'ADN d’'un échantillon est parfois
difficile; les amorces universelles ne sont pas optimisées
pour tous les microorganismes (Orgiazzi et al., 2015). De
plus, le metabarcoding ne permet pas systématiquement
des identifications fines allant au niveau de l'espéce étant
donné I'amplification trés partielle du gene, les résultats sont
donc exprimés en OTU (Operational Taxonomic Unit, Unité
Taxonomique Opérationnelle), et peuvent se situer au rang
taxonomique de la famille ou du genre.

Le but de cette étude est d’analyser le microbiote tellurique
d'une zone de la réserve du Lunaret en utilisant différents
indicateurs microbiens de la qualité du sol, dans une approche
d’apprentissage des techniques de microbiologie et de biologie
moléculaire par les étudiants du master IMHE de I'Université

de Montpellier. La réserve du Lunaret, située en bordure de
riviere, est un espace vert de I'agglomération montpelliéraine
de 20 hectares, classé réserve naturelle volontaire depuis le
9 octobre 2000 (https:/zoo.montpellier.fr/la-reserve-naturelle,
https://inpn.mnhn.fr/site/natura2000/FR9101392/). Cette réserve,
accolée au parc zoologique est bordée a I'Est par le Lez, un
fleuve cétier long de 30 km prenant sa source au nord de la
commune de Saint-Clément-de-Riviére (Hérault). Ce fleuve est
classé Natura 2000 depuis le 28 février 2001. Ce site comprend
une partie du fleuve et ses bordures, dont la réserve du Lunaret
(http://www.syble.fr/). Cette proximité du Lez pourrait impacter
la biodiversité microbienne du sol de la réserve. En effet, des
événements météorologiques violents et réguliers, tels que les
épisodes cévenols, fréquents en Occitanie a la fin de I'été et
en automne, entrainent des pluies diluviennes ainsi que des
crues importantes. Lécoulement de I'eau de pluie sur la terre
impacte les bactéries suite au lessivage des sols, entrainés
dans l'eau des fleuves (Hermans et al., 2020). De méme, les
crues du fleuve peuvent avoir des effets sur la flore microbienne
environnante et favoriser la colonisation des sols en bordures
par des espéces microbiennes apportées par les eaux (Uchida
etal, 2014; Furtak et al., 2020). Lensemble de ces perturbations
peuvent modifier la diversité microbienne du sol (Faure et al,
2015; Reese et al., 2016; McCall et al., 2020).

Pour tester cette hypothése, des analyses quantitatives et
qualitatives des communautés bactériennes ont été réalisées a
partir d'échantillons de sol prélevés sur la réserve.

MATERIELS ET METHODES

Echantillonnage

Trois échantillonnages ont été réalisés: septembre
et novembre 2019, octobre 2020 (8 échantillons/date
d’échantillonnage) dans la réserve naturelle du Lunaret (Figure
2)surle bord du Lez (Coordonnées GPS ; 43.643239, 3.889901).
Cette zone de bordure de fleuve est constituée d'un fluviosol
alluvial calcaire, de structure fine et sableuse (https:/fwww.
geoportail.gouv.fridonnees/carte-des-sols, https://www.openig.
org/) situé en ripisylve. Il s'agit d'un espace sylvicole de foréts-
galeries (aulnes et frénes) avec sous-bois hygrophile (Document
d'objectifs site d'importance communautaire "Le Lez" - FR
9101392, charte Natura 2000). Aux trois dates d’échantillonnage,
le couvert végétal était dense (peu de feuilles mortes a terre).
Les données de température, de pluviométrie (précipitations
mensuelles), et de débit du Lez a la station Lavalette-Montferrier
sur Lez (situé juste en amont du site d'‘échantillonnage) étaient :
septembre 2019 : 22 °C, 60 mm, 220 L/s ; novembre 2019 :
13 °C, 81 mm, 1140 L/s ; octobre 2020 : 16 °C, 34 mm, 578 L/s
(https://www.historique-meteo.net/france/languedoc-roussillon/
montpellier/, https://www.hydro.eaufrance.fr/). La terre a été
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prélevée sur une profondeur maximale de 5cm (horizon O),
dans la zone d’échantillonnage définie par le cercle rouge sur
la figure 2, & l'aide d'une spatule préalablement désinfectée a
I'éthanol 70 %. Les échantillons de terre ont été conservés en
tube stérile a 4 °C jusqu'a leur analyse.

Analyses des communautés microbiennes
par approche culturale

La flore aérobie mésophile cultivable totale a d’'abord été
quantifiée par des étalements sur milieux Tryptone Caséine Soja
(TCS) (Tableau 1). Pour chaque échantillon, un gramme de terre
a été suspendu dans 9 mL d'eau distillée stérile (suspension-
mere). Une dilution en cascade au dixiéme a été effectuée.

Cent microlitres de chacune de ces dilutions ont ensuite été
étalés sur milieu TCS. Apreés incubation des milieux a 20 °C, les
microorganismes ont été dénombrés.

Une analyse qualitative permettant la détection de
microorganismes précis a également été réalisée aprées
enrichissement en milieu liquide TCS. En utilisant des milieux
de culture spécifiques de certains groupes bactériens (milieux
gélosés Sabouraud et Actinobactéries, bouillon “Azotobacter” et
tube gélosé “Desulfovibrio” ) (Tableau 7). La durée d'incubation
pour 'ensemble des milieux est de 8 jours. La température
d’incubation dépend des microorganismes recherchés.

Figure 2 : La réserve naturelle du Lunaret. A) Localisation de la zone d’échantillonnage (cercle rouge) sur la carte de Montpellier
(Google Maps). B) Photographie de la zone d’échantillonnage en octobre 2020.
Figure 2: Lunaret Nature Reserve. A) Location of the sampling area (red circle) on the map of Montpellier (Google Maps).

B) Photography of the sampling area in October 2020.

Tableau 1 : Récapitulatif des milieux de culture utilisés pour la mise en évidence des différents microorganismes.
Table 1: Summary of the culture media used for the detection of the different microorganisms.

Analyses quantitative et/ou qualitative

Analyse qualitative

Milieux / Bouillons Gelos,el Tryptqne Gélose Sabouraud | Gélose Actinobactéries ‘!\/I|I|eu I|qU|de” . Tube gellos'e"
Caséine Soja ‘Azotobacter Desulfovibrio
Particularités du milieu|  Nutritif non sélectit Chloramphemcol +pH Prop|onateldle sodium Ne co,ntlent Slel de Mohr
acide (5,6) (fongicide) pas d’azote (contient du sulfate)
Microorganismes Bactéries peu L . . Bactéries fixatrices Bactéries
- . Moisissures et levures Actinobactéries , . . )
cultivés exigeantes d’azote atmosphérique |  sulfato-réductrices
Observations Multiple : reflet de la Bord§ e quliers, Colonies grises et . AT
) N colonies jaunes et Présence trouble Précipité noir
macroscopiques flore microbienne noires brunes
Températures 20°C 30°C 30°C 20°C 20°C
d’incubation

*Antibiotique inhibant la croissance de certaines bactéries
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Analyses des communautés microbiennes
par approche moléculaire

Deux échantillons de terre, prélevés en octobre 2020,
et présentant des aspects visuels différents, ont été plus
particulierement analysés par l'approche moléculaire. Un
échantillon a été prélevé sur la berge du Lez et le second au
pied du sporophore d'un champignon macroscopique. Cent
microlitres de la suspension de terre précédente diluée au
dixiéme ont servi & inoculer 5 mL de bouillon d’enrichissement
TCS, ensuite incubé 8 jours a 20 °C. Une extraction d’ADN a
ensuite été réalisée a partir de 0,25 g de sol brut et/ou & partir
de 200 pL du bouillon d’enrichissement TCS en utilisant le kit
DNeasy® PowerSoil® (Qiagen) en suivant les recommandations
du fabricant.

La quantité et la pureté de 'ADN ont été évaluées par dosage
au Nanodrop (ThermoFischer). Une amplification par PCR de
la région V3/V4 du géne codant 'ARNr 16S (gene spécifique
des procaryotes, bactéries et archées) a ensuite été réalisée
avec 25 pL de mélange réactionnel composé de 19 yL d'eau
moléculaire & 0,26 nmol/uL de dNTP; 2,6 nmol/uL de MgCI2;
0,06 U/uL de Taq polymérase et complété avec 2,5 pL de tampon
pour la Taq Polymérase 10X, 0,5 L des amorces Forward
(Tableau 2), 0,5 pL des amorces Reverse (Tableau 2) et 2,5 pL
de solution d’ADN extrait. Lamplification débute avec 2 minutes
de dénaturation a 95 °C, suivie de 30 cycles de 30 secondes de
dénaturation a 95 °C; de 40 secondes d’hybridation a 46,5 °C;
de 30 secondes d'élongation a 72 °C, et finit avec une étape de
10 minutes d'élongation a 72 °C (Francioli et al., 2021).

Analyse bioinformatique

Le séquencage haut débit a été réalisé a la plateforme
GenSeq de I'Institut des Sciences de I'Evolution de Montpellier
(Université de Montpellier) sur l'appareil MiSeq (lllumina).
Une analyse bioinformatique automatique d’amplicon 16S
bactérien a été réalisée avec les logiciels fournis avec le

séquenceur (basée sur le pipeline RDP et la base de séquences
GreenGenes ou UNITE) et a permis une évaluation de la
qualité de I'expérimentation et une identification des groupes
taxonomiques présents dans les échantillons, sous forme
d’OTUs (Operationnal Taxonomic Units).

Analyses statistiques

Le nombre d’échantillons étant peu élevé, un test non
paramétrique de Kruskal-Wallis a été choisi, afin de comparer
le nombre d’'UFC (Unit¢ Formant Colonie) médian calculé
aprés étalement des différentes dilutions obtenues pour chaque
échantillon. Le test de Kruskal-Wallis a été réalisé a l'aide du
logiciel R.

RESULTATS

Evolution de la densité bactérienne dans
le sol entre 2019 et 2020

Le milieu TCS, qui est un milieu riche en nutriments et non
sélectif, permet le développement d’'une grande diversité de
microorganismes cultivables. Le milieu TCS est donc adapté
pour évaluer la concentration bactérienne cultivable dans
chaque échantillon.

La concentration bactérienne du sol est la plus élevée en
septembre 2019 avec une concentration moyenne de 1,2.108
UFC/g (Unité Formant Colonie/g de terre) et est la moins
élevée en novembre 2019 avec une concentration moyenne
de 6,1.107UFC/g (Figure 3). Le test statistique (Kruskal-Wallis)
ne montre aucune différence significative d’abondance
bactérienne en fonction de la date d’échantillonnage (P =
0,4938).

Tableau 2 : Amorces utilisées pour 'amplification de la région V3/V4 du géne codant 'ARNr 16S.
Table 2: Primers used for the amplification of the V3/V4 region of the 16S rRNA gene.

Oligonnucléotide Séquence (5’-3’)
341F 1N TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGGTATAAGAGACAGNCCTACGGGNGGCWGCAG
341F 2N TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGGTATAAGAGACAGNNCCTACGGGNGGCWGCAG
341F 3N TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGGTATAAGAGACAGNNNCCTACGGGNGGCWGCAG
785R 1N GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNGACTACHVGGGGTATCTAATCC
785R 2N GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNGACTACHVGGGGTATCTAATCC
78R5 3N GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGACTACHVGGGGTATCTAATCC
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Figure 3 : Densité des communautés bactériennes cultivables pour les
différents échantillonnages. A partir des échantillons de sol brut, la flore
cultivable a été énumérée sur milieu Tryptone Caséine Soja (TCS). Les
données représentent la moyenne des densités bactériennes et I'écart-
type de 4 échantillons indépendants pour septembre 2019, et 5 pour
novembre 2019 et octobre 2020 (P > 0,05 non significatif, Test Kruskal-
Wallis).

Figure 3: Culturable bacterial density for the different samplings.
From the raw soil samples, the cultivable flora was determined on
Tryptone Casein Soy (TCS) medium. The data represent the mean of
the bacterial density and standard deviation of 4 independent samples
from September 2019, and 5 from November 2019 and October 2020
(P > 0.05 not significant, Kruskal-Wallis test).

Diversité microbienne

Approche culturale

La diversité microbienne dans les échantillons de sol est d’abord
observée macroscopiquement grace a des étalements sur milieux
de culture. Ainsi, on observe sur milieu TCS des colonies avec des
caractéristiques morphologiques variées, ce qui reflete la diversité de la
flore aérobie totale cultivable (Figure 4A).

Les milieux sélectifs permettent d'orienter l'identification de ces
colonies a certains taxons. Le milieu Sabouraud favorisant la culture
des mycetes a permis de détecter ces microorganismes dans chaque
échantillon (Figure 4B). Il en est de méme pour le milieu “Actinobactéries”
qui permet la culture préférentielle de bactéries filamenteuses du sol
affiliées au phylum Actinobacteria.

Des milieux peuvent aussi mettre en évidence
la présence de microorganismes présentant des
métabolismes particuliers. En effet, la présence de
bactéries fixatrices d’azote atmosphérique (diazotrophes)
et de bactéries sulfato-réductrices a été révélée
respectivement grace au bouillon “Azotobacter” et au
milieu “Desulfovibrio” (Figure 4C).

Approche moléculaire

Deux échantillons de terre ont été plus particuliérement
analysés par I'approche moléculaire. Les résultats
préliminaires de I'analyse des séquences obtenues
sont présentés dans la figure 5 (ADN extrait
d’enrichissements en milieu liquide) et la figure 6 (ADN
extrait de terre brute).

Pour I'ADN extrait apres enrichissement en milieu
liquide, la majorité des séquences obtenues ont pu
étre affiliées, clest-a-dire associées a des séquences
d'organismes représentées dans les bases de données
internationales. Parmi les OTUs, on observe une forte
prédominance de gamma-protéobactéries de la famille
Pseudomonadaceae et de la famille Enterobacteriaceae,
(Figure 5). Les deux échantillons analysés présentent
une diversité taxonomique similaire, avec des familles
bactériennes affiliées essentiellement aux gamma-
protéobactéries (Shewanellaceae, Aeromonadaceae),
mais aussi des bactéries anaérobies (Clostridiaceae,
Paenibacillaceae) typiquement retrouvées dans les sols
et capables de produire des endospores, des formes
dormantes extrémement résistantes.

Concernant l'analyse de la diversité bactérienne
des échantillons de terre brute, une forte proportion de
séquences n'a pas pu étre affiliée au rang taxonomique
de la famille (Figure 6). Les OTUs sont beaucoup plus
diverses que celles retrouvées apres enrichissement
en milieu liquide, et les communautés microbiennes
des deux échantillons analysés ne sont pas simi-
laires. Léchantillon prélevé proche de la berge révéle
essentiellement des familles bactériennes affiliées
aux alpha- (Rhodospirillaceae), beta- (Rhodocycla-
ceae), delta- (Polyangiaceae) ou gamma-protéobac-
téries (Sinobacteraceae, Chromaciaceag). Léchantillon
prélevé au pied dun champignon macroscopique
révele quant a Iui, non seulement la présence d'alpha-
protéobactéries (Rhodospirillaceae, Sphingomonadaceae,
Hyphomicrobiaceae), mais également de bactéries
filamenteuses typiques du sol du phylum des
actinobactéries (Nocardiaceae, Pseudonocardiaceag).
Seules les familles Flexibacteraceae et Rhodospirillaceae
se retrouvent en proportions similaires dans les deux
échantillons.
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Figure 4 : Observation de colonies bactériennes sur milieux gélosés. A) Photographie de colonies sur milieu Tryptone Caséine Soja
(TCS), a partir de I'étalement d’une suspension de sol diluée au milliéme d’un échantillon. B) Photographie de mycetes sur milieu
Sabouraud, étalement d’une suspension diluée au milliéme d’un échantillon. C) Photographie de colonies sulfato-réductrices, le
précipité noir indique la présence d’une réduction du sulfate, ensemencement a partir d’une suspension diluée au dixieme d’un

échantillon.

Figure 4: Observation of colonies on agar media. A) Photograph of bacterial colonies on Tryptone Casein Soy (TCS) medium, spread
from a soil suspension diluted to one thousandth of a sample. B) Photograph of fungi on Sabouraud medium, spread from a suspension
diluted to one thousandth of a sample. C) Photograph of sulphate-reducing colonies, the black precipitate indicates the presence of
Sulphate reduction, plating from a suspension diluted to one tenth of a sample.

DISCUSSION

Le projet BILL, financé par I'l-Site Montpellier Université
d’Excellence, a pour objectif de former les étudiants & une
démarche scientifique via un apprentissage par la recherche. I
a permis la mise en place de plusieurs projets, dont notamment
I'étude de I'évolution du génome d'un herpesvirus pathogéne
de poisson, travaux valorisés par une publication scientifique
(Klafack et al., 2019); et la publication d'un article grand public
sur le saut d'espece hote pour les virus (Avarre et Gosselin-
Grenet, 2020). C'est dans ce cadre qu'a été menée pendant deux
ans, lors de travaux pratiques, de sorties terrain, et de séances
de travaux dirigés pour le travail rédactionnel par les étudiants
accompagnés de leurs enseignantes, I'étude sur la biodiversité
microbienne du sol de la réserve du Lunaret. Les étudiants
ont ainsi participé, de I'échantillonnage sur le terrain et de la
manipulation en salle de TP, jusqu’a I'exploitation des résultats et
leur valorisation par le biais de la rédaction de cet article. Deux
approches complémentaires ont permis d’étudier la biodiversité
microbienne d’une zone du sol du Lunaret: I'approche culture-
dépendante et I'approche moléculaire par metabarcoding du
gene codant TARNr 16S.

Les étalements sur milieu TCS apportent une évaluation de
la concentration en bactéries cultivables présentes dans le sol

du Lunaret (Figure 3). Les tests statistiques indiquent que les
variations de densité bactérienne observées entre les différentes
dates d'échantillonnage ne sont pas significatives. Néanmoins,
ces résultats auraient pu étre confirmés en multipliant les points
d’échantillonnage et en réalisant plus de réplicats. Pour tous les
échantillons, des microorganismes filamenteux (actinobactéries
et mycétes) d'aspects macroscopiques ont été détectés.
Lutilisation de milieux sélectifs ne permet pas une évaluation
précise de la diversité microbienne de I'échantillon, car plusieurs
especes peuvent former des colonies d’'aspects morphologiques
identiques (Figure 4). De plus, seuls les microorganismes
cultivables peuvent étre pris en compte. Afin que 'évaluation de
la diversité des communautés microbiennes soit plus robuste,
il est donc nécessaire de se tourner vers des approches
moléculaires basées sur le séquengage haut débit du géne de
I’ARNr 16S.

Deux échantillons ont pu étre analysés par cette approche,
a partir de terre brute ou de culture d'enrichissement en milieu
TCS. Ces deux échantillons ont été prélevés la méme année
et l'analyse ne permet donc pas d’appréhender la dynamique
de la diversité des communautés bactériennes. En revanche,
elle aide a visualiser les différences importantes de diversité
bactérienne entre des sols aux caractéristiques différentes en
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Figure 5 : Diagrammes représentant le pourcentage d‘OTUs
au rang taxonomique de la famille, obtenues a partir de
I’ADN extrait des enrichissements en bouillon TCS. (A) terre
prélevée sur le bord de la berge. (B) terre prélevée au pied d'un
champignon macroscopique.

Figure 5: Diagrams showing the percentage of OTUs
among DNA extracted from enrichment cultures in TCS.
(A) soil collected from the bank edge. (B) soil collected near
macroscopic fungus.

Figure 6 : Diagrammes représentant le pourcentage d‘OTUs
au rang taxonomique de la famille, obtenues a partir de I’ ADN
extrait de terre brute. (A) terre prélevée sur le bord de la berge.
(B) terre prélevée au pied d’'un champignon macroscopique.
Figure 6: Diagrams showing the percentage of OTUs among
DNA extracted directly from soil. (A) soil collected from the bank
edge. (B) soil collected near fungia.

termes de couvert végétal, de propriétés physicochimiques,
d’exposition a des modifications environnementales... La
diversité microbienne s'est révélée tres différente entre les deux
échantillons de sol brut (Figure 6). Seulement deux familles
sont communes, la famille des Flexibacteraceae et celle des
Rhodospirillaceae. Tandis que I'échantillon provenant de la
berge incluait des OTUs de familles bactériennes ubiquitaires
appartenant a plusieurs classes de protéobactéries, le deuxieme
échantillon (prélevé au pied d'un champignon macroscopique)
révele quant a lui, en plus de ces familles ubiquitaires, d’autres
taxons typiques du sol tels des bactéries filamenteuses du
phylum des actinobactéries. Il est possible que la proximité de
la berge du premier échantillon ait pu influer sur la communauté

bactérienne suite a des lessivages de ces sols ayant défavorisé
le développement des actinobactéries. Effectivement, la
pluviométrie avait été importante dans les quelques jours
précédant I'échantillonnage : une crue du Lez avait eu lieu le 19
septembre 2020, quelques jours avant I'échantillonnage (débit a
la station Lavalette-Montferrier de 21 300 L/s contre 578 L/s a
la date d’échantillonnage, https://www.hydro.eaufrance.ft/). Cela
pourrait étre également di aux différents paramétres physico-
chimiques des deux terres échantillonnées pouvant influencer
les communautés bactériennes d’un sol (Hermans et al., 2020),
ou au voisinage avec un champignon (de Boer et al., 2005).
Aprés enrichissement en milieu TCS, la diversité
microbienne des deux échantillons semble trés similaire
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(Figure 5). Lanalyse des séquences obtenues aprés
enrichissement en milieu TCS a révélé une majorité d’OTUs
(56-68 %) de la famille Pseudomonadaceae. Il s'agit d’une
famille bactérienne trés décrite, beaucoup de ses membres sont
abondants et ubiquitaires dans I'environnement. De nombreuses
espéces se trouvent étre des PGPR, couramment retrouvées en
association avec la rhizosphére des plantes (David et al.,, 2018).
Chez les Pseudomonadaceae, le genre le plus abondant est
le genre Pseudomonas. Le genre Azotobacter est connu pour
sa capacité a fixer l'azote atmosphérique (Jnawali et al., 2015);
la présence de ces bactéries diazotrophes avait d'ailleurs été
mise en évidence au cours de I'approche culturale en milieu
“Azotobacter”. La seconde famille pour laquelle un nombre
important d'OTUs (21-32 %) a été mis en évidence, est celle des
Enterobacteriaceae, dont certains genres comme Serratia ou
Proteus vivent dans les sols (Krithika et Geetha Ramani, 2013).
Le séquencage a également permis la détection de bactéries
anaérobies sporulantes de la famille des Clostridiaceae (1-4 %
des OTUs), généralement abondantes dans les sols et capables
de voies métaboliques de sulfato-réduction (Palmer et al., 2019),
par ailleurs détectées (Figure 4) dans les milieux “Desulfovibrio”
par l'approche culturale (Doyle et al, 2018). Les familles
Enterobacteriaceae et Pseudomonadaceae contiennent un
nombre important de bactéries peu exigeantes et a croissance
rapide. Il est généralement admis que seuls 5 a 10 % des
bactéries environnementales sont cultivables. Lenrichissement
en bouillon TCS a probablement introduit un biais, favorisant
la croissance de bactéries compétitives comme les membres
des Enterobacteriaceae et Pseudomonadaceae au détriment
d'autres familles bactériennes. Cela permettrait d’expliquer la
similarité de la diversité bactérienne aprés enrichissement, alors
que les échantillons bruts semblaient contenir des taxons assez
différents. De plus, TADN de certains groupes bactériens est
plus difficile & extraire que d’autres, et les amorces utilisées pour
I'amplification PCR ne sont pas adaptées a toutes les espéces
(Orgiazzi et al, 2015). Certaines familles sont certainement
sous-évaluées du fait de ces biais supplémentaires.

CONCLUSION

Ces travaux ont permis aux étudiants d’aborder I'étude de
la diversité microbienne du sol, mais également diillustrer la
complémentarité des approches culturales et moléculaires.
Cette approche a été trés appréciée par I'ensemble des étudiants
des deux promotions 2021 et 2022. Elle les a familiarisés
avec la méthode scientifique, le contexte de recherche et
les manipulations relatives a I'amplification génétique et
I'analyse des séquences. Plus particulierement, la réalisation
des prélévements dans la réserve naturelle du Lunaret leur a
fait découvrir un aspect concret de la recherche en écologie
microbienne, qu'ils navaient pas pratiqué auparavant. Le fait de

ne pas savoir quels microorganismes seraient présents dans
leurs échantillons les a entrainés a développer leurs capacités
de réflexion et leur autonomie au laboratoire. Ces travaux les
ont également sensibilisés aux problématiques écologiques
que sont les équilibres des écosystemes et la notion de Santé
Globale (One Health). Enfin, le travail de rédaction effectué a été
une opportunité de leur faire découvrir 'univers de la publication
scientifique, avec sa rigueur et ses conventions d’écriture. Cette
approche pédagogique, globalement positive pour les étudiants
comme pour les enseignantes, s'est toutefois parfois heurtée a
certains écueils: difficulté d’articuler le temps consacré a cette
étude avec les contraintes d’examen et de travail personnel
des étudiants d’une part, de recherche et denseignement
des enseignantes d’autre part; thématique en pointillé tout au
long du master, avec parfois des difficultés de transmission
d’informations d’'une promotion a l'autre ; limitation des moyens
financiers, matériels, humains pour des travaux pratiques;
acquisition de données parfois incomplétes (par exemple, il aurait
été intéressant ici de pouvoir disposer de paramétres physico-
chimiques des sols au cours des échantillonnages). Des leviers
pouvant permettre d’'améliorer ces points pourraient étre d’une
part d'obtenir des financements permettant d’accoler ce travail
avec un projet de recherche développé par un doctorant dans
un laboratoire, et d’autre part de s'associer avec des étudiants
d’autres formations s'intéressant a des aspects complémentaires
afin d’enrichir 'étude (par exemple, des étudiants en géoscience
ou chimie pourraient participer pour I'analyse des parametres
physico-chimiques des sols).

Lensemble de ces travaux, tout en créant une interaction
appréciable entre les enseignantes et les étudiants, a contribué
a leur formation par la recherche en constituant un fil rouge tout
au long de leurs deux années de master, a travers ce projet
mené du début a la fin par les deux promotions 2021 et 2022.
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