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POURQUOI UNE EMPREINTE DES COMMUNAUTES MICROBIENNES ?

Les microorganismes du sol sont les organismes les plus diversifiés a 'échelle de la planéte. lls possédent un temps
de génération court, de quelques dizaines de minutes & une journée suivant I'espece et les conditions environne-
mentales (température, nutriments, etc...). Ceci confére aux communautés microbiennes une forte réactivité aux
perturbations du milieu. A ce titre, TEmpreinte Moléculaire, qui est une image de la diversité des communautés
microbiennes du sol, est un indicateur précoce (forte réactivité) et sensible (forte adaptation des communautés)
aux changements opérés sur la vie biologique du sol en réponse a une perturbation anthropique ou naturelle de
I'environnement. La technique permet d’aborder les notions de Résistance/Résilience des communautés micro-
biennes des sols.

Résistance/Résilience des communautés microbiennes = I'élastique du sol

De méme qu'il faut appliquer une certaine force pour étirer un élastique, les communautés microbiennes
du sol peuvent résister a une perturbation suivant son intensité et sa durée : c'est leur capacité de Résistance.

Tout comme I'élastique, les communautés microbiennes du sol peuvent également s’éloigner de leur état
d’équilibre en réponse a une perturbation et retrouver cet équilibre une fois la perturbation terminée :
c’est la Résilience. Cependant, tout comme I’élastique peut se briser en tirant dessus de maniére répétée
ou excessive, a force de contraintes, les communautés microbiennes peuvent s’éloigner définitivement
de cet état d’équilibre et perdre leur capacité de résilience.

METHODE DE CARACTERISATION DES COMMUNAUTES MICROBIENNES : LARISA

L'analyse moléculaire de la structure génétique des communautés repose sur une méthode de génotypage des
communautés microbiennes (bactéries et champignons) appelée ARISA (Automated Ribosomal Intergenic
Spacer Analysis).

LARISA = le code-barre du sol

Le résultat de 'ARISA se présente sous la forme d’'un code-barre qui est représentatif de la structure des
communautés microbiennes du sol et donc des populations qui la composent. Chaque bande du code-barre
correspond a une population (ou un
groupe de populations) dont la
présence est plus ou moins impor-
tante en fonction de l'intensité de

cette bande. Un traitement infor-

matique permet de sortir I'infor-
mation contenue dans les codes
-barres et c’est leur comparaison w— gy
qui permet d’identifier les modifi- Sol de_-Fv_oTét ]
cations opérées sur les organis- i _ il
mes microbiens du sol. =




PROTOCOLE DE MESURE ET D’INTERPRETATION DES EMPREINTES
MOLECULAIRES GENEREES PAR ARISA

La procédure d’analyse est standardisée et
éprouvée au sein de la plateforme GenoSol
et a donné lieu a un grand nombre de publica-
tions (ex : Ranjard et al, 2000a, 2000b, 2006 ;
Lejon et al, 2007 ; Dequiedt et al, 2009a,
2009b ; Pascault et al, 2010). Elle est réalisée
par un technicien spécialisé en biologie mo-
léculaire et s'applique directement a partir
de ’ADN microbien extrait du sol selon une
procédure standardisée. 'analyse s'effectue en
moyen débit et nécessite un équipement col-
teux : un thermocycleur (~ 8k€) et un séquen-
ceur automatisé de marque Licor® (80 k€).
Une a 2 semaine(s) est(sont) requise(s)
pour 'obtention des résultats.

Linterprétation des résultats se fait via l'utilisation d’outils mathématiques adaptés (ACP, co-inertie, calcul de
distance ou de similarité, partition de variance, cartographie, etc...). Le positionnement des résultats obtenus
par rapport au référentiel d’interprétation de la plateforme GenoSol, mais aussi la comparaison des empreintes
obtenues entre un témoin et des situations perturbées permettent de faire un diagnostic de 'impact de différents
facteurs (activité anthropique, caractéristiques pédoclimatiques) sur la diversité des communautés microbiennes
du sol.
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Référentiel d'interprétation (MicroSol database©) : distribution spatiale des Empreintes Moléculaires,
arbre de régression et impact du mode d'usage des sols a I'échelle de la France.

UN EXEMPLE D’APPLICATION A UN SITE CONTAMINE AUX METAUX LOURDS

Niveau de contamination Le site Metaleuropldu dis-
[mg.kg' MS] Témoins - positif ADEME Bioll est
établi sur les parcelles

Parcelles sous culture TeC 103C 117C d’'une ancienne fonderie
dans le nord de la France et
Parce"es Sous forét TeF 103F 1 17F 98F présente des niveaux de

contaminations polymétal-
liques trés élevés voire alarmants. Le site est composé de 7 parcelles sous deux modes d’usages des sols et
3 niveaux de contamination.



BIOI n d ica te u rS DES OUTILS BIOLOGIQUES POUR DES SOLS DURABLES
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Les plans factoriels de I'analyse en co-inertie des Empreintes Moléculaires des communautés de bactéries et
de champignons dans les parcelles du site de Metaleurop montrent la pertinence des Empreintes Moléculaires
comme indicateur :

= de 'impact d’une contamination métallique sur la qualité biologique des sols : les parcelles témoins présentent
des communautés différentes des parcelles contaminées,

= de I'impact du niveau de contamination : les communautés de champignons et de bactéries sont structurées
différemment selon l'intensité de la contamination, elles évoluent graduellement (bactéries) ou par paliers (champi-
gnons) selon limportance de la contamination,

= pour hiérarchiser les parameétres influencant les communautés : contamination métallique > mode d'usage
des sols pour les bactéries ; mode d'usage des sols > contamination métallique pour les champignons.

INTERETS ET LIMITES DES INDICATEURS DE STRUCTURES GENETIQUES

DES COMMUNAUTES MICROBIENNES DU SOL

Intérét :

= Forte sensibilité a tous les types de perturbations : changements d'itinéraires culturaux, de pratiques culturales
(travail du sol, amendements organiques, etc...), contaminations (métalliques, HAP, etc...),

= Techniques d’acquisition et d’interprétation standardisées, éprouvées et applicables en moyen débit (environ
1 semaine de procédure analytique) pour un colt abordable (de I'ordre de 100 €),

® Possibilité de comparaison de différentes modalités pour identifier les situations les plus impactantes pour
la composante microbienne,

= Référentiel d'interprétation (MicroSol database©) établi (pour les bactéries et en cours d'acquisition pour les
communautés de champignons) par la plateforme GenoSol permettant interprétation des résultats en regard
des gammes de variations observées par type pédoclimatique.

Limites :
= Nécessité d’un parc de matériels spécifiques et onéreux,

= Effets analysés pouvant étre masqués par la variabilité pédologique.
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