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RESUME

Depuis les années 2010, le séquencage a haut-débit a permis la multiplication des études de
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SUMMARY
PROTISTS IN SOILS

Since the 2010s, high-throughput sequencing has allowed the multiplication of environmental genomic diversity studies in
various environments, generating unprecedented descriptions of unicellular eukaryotes such as protists. Today, as the data are
progressively cross-referenced, genetic sequences belonging to lineages initially considered specific to lake or marine environ-
ments are recurrently found in soils throughout the world. As a result, a question arises. Are the lineages of soil protists strictly
edaphic? The most recent data in the literature show that there are indeed communities specific to soils, independent of those in
the surrounding aquatic envi-ronments. However, some lineages that are mainly aquatic seem to have succeeded in colo-nizing
soils and remaining active.

Key-words
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RESUMEN
PROTISTAS EN LOS SUELOS

Desde la década de 2010, la secuenciacion de alto rendimiento ha permitido multiplicar los estudios de diversidad gendmica
ambiental en diversos entornos, generando descripciones sin precedentes de eucariotas unicelulares como los protistas. Hoy en
dia, a medida que los datos se cruzan progresivamente, las secuencias genéticas pertenecientes a linajes considerados inicial-
mente como especificos de entornos lacustres o marinos se encuentran de forma recurrente en suelos de todo el mundo. De ahi
surge una pregunta. Son los linajes de los protistas del suelo estrictamente edéficos? Los datos mas recientes de la bibliografia
demuestran que, efectivamente, existen comunidades especificas de los suelos, independientes de las de los medios acuaticos
circundantes. Sin embargo, algunos linajes principalmente acuéaticos parecen haber logrado colonizar los suelos y permanecer
activos.
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INTRODUCTION

Sur tous les continents, les eucaryotes unicellulaires ou protistes
(Adl et al, 2019) sont reconnus comme des acteurs-clés du
fonctionnement des sols, ou ils stimulent la décomposition et
le recyclage de la matiére organique ainsi que la nutrition des
plantes au niveau de la rhizosphere (Bonkowski et Clarholm,
2012). lls occupent également une place cruciale au sein des
communautés microbiennes, animales et végétales en tant
qu'hétérotrophes, et de maniere de plus en plus reconnue
comme phototrophes (Renn et al, 2012; Lara et Adl, 2018).
Les protistes hétérotrophes se nourrissent de constituants
organiques préexistants, soit par phagotrophie en ingérant des
proies (procaryotes, champignons, autres protistes, nématodes),
soit par osmotrophie en absorbant des nutriments a travers la
membrane cellulaire (Adl, 2003). Les phagotrophes ont un mode
de vie libre et les osmotrophes un mode de vie libre ou parasite.
Les protistes phototrophes fabriquent leurs constituants
organiques gréace a la photosynthese. Certains ont la capacité
de passer d'un métabolisme autotrophe en surface, la ou il y a
suffisamment de lumiére, a hétérotrophe en profondeur ot régne
I'obscurité (Lara et Adl, 2018). C'est le cas chez les diatomées
siliceuses. D'autres microalgues parmi les Stramenopiles ont
perdu la phototrophie au cours de I'évolution et se nourrissent
aujourd’hui par phagotrophie. Un tableau complet des modes
trophiques est présenté dans Adl et al. (2019) supplément 2.

Lesprotisteshétérotrophesreprésententlacatégoriefonctionnelle
la plus commune et diversifiée quels que soient le sol et la
zone géographique (Bonkowski et al., 2019). lls appartiennent
en grande partie aux clades des Amoebozoa (amibes nues
ou a théques), des Cercozoa (amibes a theques, flagellés,
amoeboflagellés) et des Ciliophora (ciliés). Les Stramenopiles
(flagellés dont certains sont parasites) et les Discoba (amibes,
flagellés) completent cette liste. Les phototrophes sont aussi
présents, sous forme de microalgues siliceuses appartenant
aux Stramenopiles comme les diatomées et de microalgues
vertes se rattachant aux Archaeplastida. La présence de
Dinophvceae (dont beaucoun sont mixotrophes c'est-a-dire

a la fois hétérotrophes et phototrophes) et d’Haptophyta a été
également signalée (Tableau 1). Alors que les premiers ont bien
été observés au microscope, rarement cependant et par des
non-spécialistes (Foissner, 1991), les seconds ne l'ont jamais
été, a notre connaissance, et encore moins isolés.

Bien que les connaissances sur les protistes des sols constituent
un immense corpus, beaucoup d'interrogations subsistent
(Geisen et al,, 2017). Il en est une qui émerge a mesure que des
séquences géneétiques de taxons, typiquement recensés par la
microscopie dans les milieux d'eau douce et/ou marins, sont
signalées dans les sols du monde entier (Tableau 1). Les lignées
présentes dans les sols sont-elles strictement édaphiques ?
Seule une espéce de Foraminifera caractérisée par un test,
non pas calcaire et rigide comme dans le milieu marin, mais
membraneux et flexible, a été isolée d'un humus forestier en
Australie et décrite morphologiquement par Meisterfeld et al.
(2001). Des sequences de radiolaires, taxon typiquement marin,
ont été mentionnées récemment dans les sols par Singer et
al. (2021) mais proviennent vraisemblablement de mauvaises
annotations dans la base de données de séquences de
références sur les protistes PR? (Guillou et al., 2013).

La présence de taxons d’eau douce et/ou marins dans les sols
rappelle I'hypothése de Renn et al. (2012) selon laquelle les
protistes seraient fondamentalement des « aquatic creatures
visiting a terrestrial world », autrement dit des visiteurs de
passage. Aussi réductrice soit-elle, cette vision mérite d’étre
questionnée sachant que: 1) les protistes des sols ne peuvent
étre actifs qu'en présence d'eau liquide; 2) les précipitations
se placent au premier rang des conditions environnementales
qui affectent leur activité, devant la température, le pH et le
carbone (Oliverio et al,, 2020); 3) I'enkystement, qui transforme
les formes actives en structures coccoides résistantes appelées
kystes, est une adaptation aux changements des conditions
environnementales (Gutierrez et al., 2001 ; Ekelund et al,, 2002).
Cette hypothése doit étre également discutée car considérer les
protistes des sols comme des « visiteurs » sous-entend que le
sol serait pour eux un habitat accidentel. Si cela se confirmait

Tableau 1 - Principaux protistes typiquement lacustres ou/et marins recensés dans les sols par les techniques de séquencage.
Table 1 - Main protists typically found in soils by sequencing techniques.

Taxons Modes de vie, morphotypes Références
Foraminifera (Rhizaria) libre, amoeboide a test et loges, quelques fois sans 2,5,8
Centroheliozoa (Haptista) libre, flagellé - exosquelette a symétrie rayonnante 7,8
Haptophyta (Haptista) libre, flagellé - exosquelette 6,7,8
Jakobida (Excavata) libre, flagellé 47
Choanoflagellida (Opisthokonta) libre, flagellé 2,3,6,7,89
Dinophyceae (Alveolata) libre ou parasite, flagellé - exosquelette 1,2,6,7
Perkinsea (Alveolata) parasite, flagellé - conoide 6

(1) Bates et al. (2013), (2) Geisen et al. (2015), (3) Ekelund et al. (1997), (4) Lara et al. (2008), (5) Lejzerowicz et al. (2010), (6) Mahé et al. (2017),

(7) Sieber et al. (2020), (8) Singer et al. (2021), (9) Urik et al. (2008).
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notre compréhension de linfluence et du réle de ces micro-
organismes dans les écosystémes terrestres pourrait en étre
modifiée.

Larticle présenté ici propose donc de vérifier siles communautés
de protistes des sols différent ou non de celles des milieux
aquatiques (surtout les lacs). Nous examinons dans la littérature
les découvertes taxonomiques les plus récentes issues de la
diversité génomique environnementale et du séquencage a
haut-débit, tout en montrant les limites ou les biais de cette
technique.

UNE VISION A HAUT-DEBIT
DES COMMUNAUTES

Lidentification des morphotypes, a I'exception de la plupart des
kystes, est réalisable au microscope optique ou électronique
et permet de caractériser superficiellement les communautés
de protistes. Cependant, I'étude des traits morphologiques
peut Savérer chronophage et la précision taxonomique
atteinte reste limitée. Par conséquent, le nombre d’échantillons
raisonnablement utilisables est restreint, ce qui rend difficile la
réalisation d'études biogéographiques ou écologiques a grande
échelle. C'est pourquoi les techniques moléculaires appliquées
a létude de la diversité environnementale d'eucaryotes
(= « métabarcoding ») sont si importantes en protistologie. Cette
approche consiste a extraire la totalité de I'ADN présent dans
un environnement donné (par exemple un sol) puis a amplifier
par PCR un marqueur ou « barcode », situé pour les protistes
dans une région hypervariable du géne codant pour la petite
sous-unité des ribosomes (ARN 18S). Un tableau complet des
amorces et de leurs performances respectives est présenté
dans Adl et al (2019) et Vaulot et al. (2022). Pour chaque
échantillon de sol, des millions de séquences génétiques sont
ainsi générées. On parle de lectures ou encore de reads. Elles
sont ensuite nettoyées, triées et analysées soit telles quelles, soit
regroupées en fonction de leur similarité en unités taxonomiques
opérationnelles (OTUs). Les séquences obtenues sont alors
comparées a des bases de données d’acces public comme PR?
ou SILVA. Les séquences de référence qui composent ces bases
de données proviennent soit de cultures, soit d'individus isolés
qui ont été identifiés au préalable & partir de leur phénotype.
Ainsi, les communautés peuvent étre caractérisées dans un
laps de temps relativement court, a partir d’'un grand nombre
d’échantillons et pour différents écosystemes.

Cette technique comporte cependant des limites ou des biais
dont il faut avoir conscience pour interpréter correctement les
résultats. Lorsqu’un barcode est appliqué sur 'ADN, rien ne dit
si les protistes correspondants sont actifs, enkystés ou méme

s‘ils sont viables'. Par ailleurs, 'ensemble des barcodes utilisés
ne permet pas d'identifier la plupart des protistes au niveau
de l'espece, car le gene qui code pour 'ARN 18S n'est pas
suffisamment variable (Geisen et al.,, 2019; Lara et al,, 2020).
Certaines lignées restent difficilement amplifiables et ce, quels
que soient les milieux (Egge et al, 2013; Bittner et al,, 2013).
Enfin, la plupart des estimations de diversité pourraient étre
largement sous-estimées chez les Amoebozoa, en raison de
longues séquences d’ARN 18S. A I'inverse, elles pourraient étre
surestimées chez les ciliés du fait d'un nombre extrémement
élevé de copies du gene d’ARN 18S (Geisen et al, 2019).
Malgré tout, rechercher la diversité moléculaire donne une
image beaucoup plus précise des communautés que les études
morphologiques et permet de suivre les éventuels transferts
entre les différents écosystemes, notamment entre les milieux
aquatiques et les sols.

DES LIGNEES SPECIFIQUES DES SOLS

Sieber et al. (2020) ont recherché s'il existait des transferts de
taxons entre les milieux aquatiques et terrestres, mis a part les
zones naturellement inondables. lls ont comparé les OTUs issus
de 30 lacs répartis a travers toute I'Allemagne, avec ceux des
sols situés a 50 métres de chaque lac. Les prélévements ont
été effectués jusqu’a un metre de profondeur dans les lacs, et
dans les cing premiers centimetres des sols. Sur un total de
33745 OTUs, 55,5 % ont été trouvés exclusivement dans les
sols et seulement 2 % étaient communs aux deux milieux. Ces
auteurs ont donc montré que les transferts de taxons entre les
lacs et les sols étaient trés limités et que la composition des
communautés était en grande partie distincte. Cette conclusion
va dans le sens de Gonzalez-Miguéns et al. (2021) qui ont mis
en évidence des lignées d'amibes a theque de la famille des
Arcellidae (Amoebozoa) vivant exclusivement dans les sols et
d’autres strictement aquatiques. Enfin, pour Singer et al. (2021),
si un recouvrement entre les communautés de protistes des sols
et des lacs existe, celui-ci reste faible, et quasiment inexistant
entre les sols et les milieux marins. Que se passe-t-il en zone
inondable ? Graupner et al. (2017) ont abordé la question en
mésocosme ou ils ont simulé les effets d’'une inondation de
courte durée avec de I'eau de riviére sur du sol de prairie. Cette
simulation a affecté avant tout les communautés aquatiques et
trés peu celles du sol; dans cette expérience, environ 50 taxa
furent transférés du sol vers I'eau de riviére.

Il nest pas surprenant que les sols comportent des
communautés en grande partie distinctes de celles des eaux
douces ou marines, notamment du fait du gradient de salinité
(Adl, 2003; Jamy et al, 2021). En effet, la salinité naturelle

1 Dans une expérience consistant a colorer a I'éosine des kystes d'une culture de Colpoda ecaudata, une espéece de ciliés Colpodea trés commune dans les sols, prés

de 15 % n’étaient pas colorés et donc non viables (non publié).
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des sols se place entre celle des eaux douces et marines
et les protistes sont capables d'ajuster I'osmolarité de leur
cytoplasme aux conditions ambiantes mais jusqu'a un certain
point. La granulométrie et la structure des sols doivent avoir
aussi un impact. En effet, les communautés édaphiques sont
dominées par des protistes capables de se nourrir entre les
agrégats grace a leurs pseudopodes comme les Amoebozoa
et certains Cercozoa (Oliverio et al., 2020; Singer et al., 2021).
Les protistes amoeboides ont donc un avantage sélectif. Les
Ciliophora opportunistes de la classe des Colpodea ainsi que les
Spirotrichea possedent aussi des caractéristiques avantageuses
dans les sols. Par exemple chez les Colpodea, le genre Colpoda
se divise en donnant au minimum quatre cellules-filles. La
croissance des populations suit donc une courbe exponentielle
des que les conditions favorables se présentent. Cette stratégie
est favorable dans les sols ol I'eau est disponible seulement
sporadiquement, et ou les ressources doivent étre exploitées
rapidement. Chez les Spirotrichea, les cils groupés en paquets
sur la face ventrale, appelés cirres, permettent aux ciliés de se
mouvoir et se nourrir a la surface des agrégats.

LES LIGNEES PRESENTES VERSUS
LES LIGNEES ACTIVES

Dans les sols, les lignées phagotrophes constituent en général
les trois quarts des communautés. Cependant, les parasites
comme les Apicomplexa peuvent étre aussi trés abondants en
foréts tropicales (Mahé et al., 2017) et dans une moindre mesure,
dans les sols des Alpes (Singer et al., 2020). La présence des
Apicomplexa, et en particulier des grégarines, serait liee a
celle de leurs hétes (arthropodes et annélides). Les lignées
mixotrophes ou phototrophes sont les moins représentées,
mais leur importance en tant que « capteurs » de carbone
atmosphérique est de plus en plus reconnue (Seppey et al,
2017; Hamard et al,, 2021 ; Jassey et al., 2022).

Si les protistes phagotrophes dominent les communautés
édaphiques, sont-ils pour autant sous forme active ? La question
se pose car d'aprés les études morphologiques, la majeure
partie serait enkystée (Ekelund et al, 2002). Ce phénoméne
avait d’ailleurs amené Wilhelm Foissner a proposer dés 1987 le
terme « ciliatostase » pour traduire la prédominance des kystes
chez les ciliés des sols (Petz et Foissner, 1988). Méme si tous les
kystes ne sont sans doute pas viables, la majeure partie permet
a la population d'étre résiliente lorsque se produit un événement
défavorable comme le desséchement, le manque de nourriture,
un changement de température, 'apparition de molécules
toxiques, voire une irradiation (Saito et al, 2020). Ainsi, des
organismes ayant des optima écologiques divergents peuvent
cohabiter en dormance, chacun s’activant quand les conditions
deviennent favorables (Velasco-Gonzélez et al., 2020). Dans les
sols, s’enkyster est donc clairement un avantage. Cependant,

I'enkystement n'est pas caractéristique du sol: d'une part, parce
qu'il est fréquent aussi chez les protistes aquatiques (Lundholm
et al, 2011); d'autre part, beaucoup de ciliés édaphiques en
foréts tropicales humides ont perdu cette capacité (Foissner,
1997).

Quelles sont les lignées actives dans les sols ? Cette question
est primordiale pour comprendre le fonctionnement des
communautés. Elle I'est également pour savoir si les taxons
caractéristiques des milieux aquatiques signalés dans les sols
(Tableau 1) jouent un rdle. Il est possible d’y répondre en ciblant
non plus 'ADN mais 'ARN messager (Urich et al., 2008). En effet,
I’ARNm est issu de la transcription et refléte par conséquent une
activité métabolique. C'est par cette technique que Geisen et al.
(2015) ont identifié les communautés actives d’un sol de prairie
en Angleterre, d’'une forét de hétres en Autriche, et de deux
tourbieres de I'Arctique. Les OTUs correspondant a 'TARNm
étaient dominées dans la prairie et la hétraie par: 1) les Rhizaria
(entre 40 et 50 %) dont les Cercozoa, 2) les Amoebozoa (entre
20 et 30 %) ; et 3) les Stramenopiles (entre 4 et 10 %). Par
contre, dans les tourbieres, les OTUs étaient plutot représentées
par: 1) les Alveolata c'est-a-dire les Ciliophora, Dinophyceae et
Apicomplexa (entre 40 et 60 %) ; 2) les Rhizaria (entre 11 et
17 %) ; et 3) les Amoebozoa (8 et 11 %). Geisen et al. (2015)
ont montré trés peu d'OTUs de Foraminifera: au maximum
4 % dans une des deux tourbiéres, 2 % dans le sol de prairie
et 1 % dans le sol forestier. Idem pour les Choanoflagellida qui
composaient moins de 1 % des communautés quel que soit le
sol. Ainsi, méme s'ils sont peu représentés, certains protistes
typiquement aquatiques semblent étre actifs, ce qui va dans le
sens de Ekelund et Patterson (1997) qui avaient observé des
choanoflagellés animés dans un sol de jardin. En revanche,
pour ce qui concerne les Dinophyceae, les OTUs proviendraient
plutt de 'ADN de kystes d’origine aquatique, si I'on se réfere a
Gottschling et al. (2020).

CONCLUSION

La littérature la plus récente montre que la plupart des protistes
présents dans les sols sont typiquement édaphiques et ne
sont pas des « visiteurs ». La composition des communautés
est indépendante des milieux aquatiques environnants, méme
en cas d’inondation. Enfin, il est acquis que certaines lignées
d’origine aquatique ont réussi a coloniser les sols et s’y adapter.
Il reste & les isoler, les cultiver et les observer en microscopie
pour révéler leurs phénotypes. Sur le plan moléculaire, I'intérét
de cibler 'TABNm n'est plus a démontrer mais les données
s’y rapportant ne sont pas encore suffisantes. De plus, la
technique implique des analyses lourdes, colteuses et le
nombre de séquences d’eucaryotes dans les bases de données
de référence est trés limité. C'est pourquoi le métabarcoding
basé sur TADN apparait comme la seule technique disponible
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actuellement pour étudier la macro-écologie des protistes des
sols. Comme le disent Adl et al. (2019), les sols nous réservent
encore bien des surprises.
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