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Abréviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ARN : Acide RiboNucléique

BIOMALEG : BIOdégradabilité dans les sols des MAtériaux de la filiere LEGumiére
BMM : Biomasse Moléculaire Microbienne

CRG : Centre de Ressource Génétique

Ct : Cycle threshold

EDTA : Ethyléne Diamine Tétra Acétique

Eau UP : Eau Ultra-Pure

INRAE : Institut National de Recherche pour [I'Agriculture, [l'alimentation et
'Environnement

LADM : Laboratoire d’Analyses et de Développements Moléculaires

LIMS : Laboratory Information Management System

PBAT : PolyButylene Adipate Téléphtalate

PCR : Réaction de Polymérisation en Chaine

PE : Polyéthyléne

PLA : PolyLactic Adic = acide polylactique

PVC : PolyVinyl Chloride = Polychlrure de vinyle

NGS : Next-Generation Sequencing (Nouvelle Génération de Séquencage)

QC : Quality control = contrdle de la qualité

gPCR : réaction de polymérisation en chaine quantitative (en temps réel)

S (16S /18S) : Svedberg

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

Séquencage NGS: Next-Generation Sequencing (séquencage a haut-débit,
séquencage nouvelle génération)

SIE : Systeme d’Information Environnemental

TBE : Tris Borate EDTA

Tris-HCI : Tris hydrochloride = 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol hydrochloride
UMR : Unité Mixte de Recherche

UV _: UltraViolet

Glossaire

ADN brut : échantillon d’ADN génomique extrait du sol avant purification. Il contient des
co-extraits tels que des protéines, sucres, acides humiques souvent accrochés a 'ADN
et néfastes pour les analyses.

ADN propre : échantillon d’ADN purifié, limpide, débarrassé des molécules indésirables
et co-extraits responsables de la couleur brune du sol.

Amplicon : fragment d’ADN synthétisé lors d’'une amplification par PCR.

Co-extraits : molécules issues de I'échantillon de sol accrochées a I’ADN telles que les
acides humiques, protéines, sucres et macromolécules phénoliques.

Humus : couche supérieure du sol alimentée par la décomposition de la matiere
organique notamment par l'intervention des animaux et microorganismes.
Métagénomique : étude du génome des microorganismes de I'échantillon, du microbiome
sans distinction d’espéces (bactéries, virus, champignons...).

Méta-protéomique : étude permettant I'identification et la quantification des protéines d’un
échantillon.

Méta-transcriptome : ensemble des genes et des fonctions exprimées par les différents
microorganismes de I'échantillon.

P-value = valeur p : c’est la probabilité de rejeter 'hypothése nulle HO (selon laquelle il
n’y a pas de différence significative entre deux populations étudiées) a tort.
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I/ Introduction

1) Présentation du lieu d’apprentissage

L’Institut National de Recherche pour I’Agriculture, I'alimentation et 'Environnement
(INRAE) a été créé en janvier 2020 avec la fusion de I'Institut National de Recherche en
Agronomie (INRA) et de I'Institut national de Recherche en Sciences et Technologies
pour 'Environnement et I'Agriculture (IRSTEA) et représente la premiére institution de
recherche au monde dans le domaine de I'agriculture, I'alimentation et 'environnement.
Le but de l'institut est de mener des recherches et d’innover dans le but d’offrir une
agriculture plus durable, meilleure pour I'environnement tout en satisfaisant les besoins
francais et en préservant une alimentation saine et de qualité. Le centre INRAE
Bourgogne-Franche-Comté travaille sur [l'agroécologie (biodiversité, interactions
biotiques et systéemes de culture innovants), le godt et I'alimentation, ainsi que sur les
problématiques des territoires ruraux et
périurbains qui sont des enjeux pour le futur et
aujourd’hui. 7 unités composent le centre dont
'Unité  Mixte de Recherche (UMR)
Agroécologie dont I'objectif de recherche est le
développement d’'une agriculture durable pour
produire qualitativement et quantitativement en
phase avec les besoins alimentaires tout en
respectant I'environnement. L'UMR est @A rareromne | ADM
constituée en differents poles et plateformes de Laboratoire d/Analyses
recherche dont la plateforme GenoSol et de Développement
spécialisée dans la conservation et I'analyse eoleculale "
des communautés microbiennes de sols
environnementaux et anthropisés. Créée en
2008’ GenoSol s’articule autour de trois Figure 1 : Triptygue de [l'organisation de la
services (Fig. 1) : plateforme GenoSol.

CRG

Conservatoire de

Ressources Génétiques
Céline FAIVRE-PRIMOT (TR)

GenéSol

» Le Conservatoire de Ressources Génétigues (CRG) qui peut aider aux
prélevements. Les sols sont tamisés a 4 mm puis lyophilisés. Pres de 20 000 sols
sont conservés a ce jour afin de préserver les ressources génétiques et de les
mettre a disposition des scientifigues. C’est un outil uniqgue permettant de
conserver des grands échantillonnages spatio-temporels tout en les stockant de
facon intacte pour les futures analyses.

» Le Laboratoire d’Analyses et de Développement Moléculaires (LADM) dont les
deux objectifs sont les suivants :

- Extraire et caractériser la diversité microbienne des sols par des outils
moléculaires. Les méthodes sont standardisées depuis plus de 10 ans ce qui
a permis la constitution d’un référentiel de données utilisé par I'équipe BIOCOM
de TUMR.

- Réaliser la veille technologique et le développement de nouvelles méthodes
pour améliorer et innover I'étude de cette diversité microbienne du sol.

» Le Systéme d’Information Environnemental (SIE) s’occupe de la gestion des
données et de la gestion documentaire. Il est centré sur la base de données
MicroSol qui va étre remplacée par le Laboratory Information Management System
(LIMS) en cours de déploiement. Ces outils permettent de suivre la vie des
échantillons, répertorier les analyses effectuées et les données de caractérisation
génetique des sols.



Depuis septembre 2015, le conservatoire puis la plateforme GenoSol (2018) sont
certifies 1ISO 9001:2015 par 'organisme « Lloyd’s Register Quality Assurance » (LRQA)
pour la conservation et I'analyse de la diversité microbienne des ressources génétiques.
La plateforme suit donc un systeme de management de la Qualité qui permet de répondre
aux attentes des clients de la plateforme.

C’est ainsi que depuis 2008, GenoSol, dans le cadre de projet scientifique a aidé a

établir des bioindicateurs de qualité a partir du savoir-faire de TUMR Agroécologie et
permettant d’établir un référentiel de la qualité du sol.

2) Le sol, réservoir de la biodiversité et support de I'agriculture

Le sol, matrice essentielle a la vie, est un environnement complexe qui intervient dans
plusieurs services écosystémiques (Fig. 2). Il est notamment relié au service
d’approvisionnement en apportant des éléments nutritifs essentiels a la production
agricole et aux végétaux [1]. Il participe également au service de la régulation via les flux
de matiere (stockage du carbone et de
l'azote, échanges permettant la
régulation des cycles chimiques), de
filtration et de réservoir-tampon de
'eau de pluie Iluttant contre les
inondations. Il a un role aussi dans le
service de soutien et de régulation de
I'air puisque les végétaux participent a
la création de dioxygene via la
photosynthese. Il sert aussi au service
d’approvisionnement puisqu’il s’agit
d’une source principale de matiéres
premieres pour les industries. Enfin, il
assure un role important aux services
culturel (vestiges archéologiques),
d’approvisionnement, de soutien et de
régulation via la production de ] ‘ .
biomasse, mais aussi la biodiversité =) ' il i mssr
(faune, flore et communautés
microbiennes) avec des milliards
d’espéces par gramme de sol [2].

Figure 2 : Services écosystémigues.

La diversité biologique d’un sol est considérée comme importante pour la fertilité du
sol et donc le rendement agricole via sa capacité a réguler les cycles chimiques. La vie
du sol est composée de plusieurs classes d’organismes [3]. Tout d’abord, la macrofaune
(taille supérieure a 2 mm) composée d’insectes, arachnides, myriapodes, mollusques et
lombricidés. Ensuite, la mésofaune (taille comprise entre 0,1 et 2 mm) constituée des
acariens, collemboles, protoures, diploures, symphiles et enchytréides. Puis s’ajoute la
microfaune (taille inférieure a 0,2 mm) ou sont retrouvés les nématodes, protozoaires,
rotiferes. Enfin, la microflore, composée par les microorganismes du sol de taille
inférieure & 0,1 mm et comprends les bactéries, archéobactéries et les micromycétes
(couramment surnommeés champignons).

La structure et la composition des populations de microorganismes peuvent étre
utilisées comme bioindicateurs de la qualité des sols. Dans le cas présent, il était question
d’évaluer I'impact des produits de dégradation de plastiques biodégradables sur la vie du
sol dans le cadre du projet BIOMALEG (Biodégradabilité dans les sols des matériaux de
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la filiere [égumiére : fin de vie des résidus de polyméres biodégradables). La plateforme
GenoSol a été sollicitée pour effectuer des analyses descriptives et fonctionnelles de la
communauté microbienne dans les sols en présence ou non de ces plastiques.

3) Contexte scientifique du projet BIOMALEG et objectif du projet d’apprentissage

A I'neure actuelle, de nombreux films de paillage plastiques (Tab. 1) sont employés
dans I'agriculture pour permettre non seulement de protéger les plants de culture en
préservant 'humidité dans le sol lors des périodes de forte chaleur, mais aussi
d’empécher le développement des adventices (herbes indésirables), concurrentes aux
cultures, en évitant d’utiliser d’herbicides qui peuvent avoir un impact sur le sol et la vie
biologique qu’il héberge. Néanmoins, les scientifigues s’interrogent notamment sur
I'utilisation de ces films de paillage plastiques qui pourraient participer a la pollution micro-
plastique dans les sols voire dans le cycle de I'eau. En effet, le plastique contenu dans
ses films va étre enfoui dans les sols, dégradé chimiquement et/ou biologiquement. Il
pourrait étre aussi transporté dans des courants d’eau et pourrait causer ainsi une
pollution. De plus, les films plastiques utilisés ne peuvent pas étre recyclés (probléme lié
a la présence de terre) ce qui pose la question de I'utilisation des films de polyéthylene
(PE) avec la réduction des matiéres fossiles. Les chercheurs ont voulu travailler sur 'effet
de ces films plastiques sur la vie microbiologique du sol et déterminer leur impact sur les
microorganismes du sol. Mon projet s’inscrit dans le projet scientifique nommé
BIOMALEG commun a la chambre d’Agriculture de Bretagne, la plateforme GenoSol et
I'Institut de Recherche Dupuy de Lome et qui a pour but de comparer I'effet de différents
films de paillages biodégradables ou non sur le sol et ses organismes. En effet, des
entreprises ont développé de nouveaux films de paillages dits « biodégradables » qui
conservent les avantages des films de paillages mis qui sont capables d’étre dégradés
via les micros et macroorganismes telluriques. Ces films sont des matériaux composites
mélant plastique et matériaux biosourcés, qui seront appelés « biofilms ».

La plateforme GenoSol est en charge des mesures microbiennes sur les sols de I'essai
BIOMALEG avec des outils de biologie moléculaire. Lors de mon apprentissage, jai
effectué les analyses afin de connaitre la variation des communautés microbiennes du
sol par rapport aux différents apports de films de paillages.

Dans le cadre de ce projet, deux communautés microbiennes du sol sont étudiées, les
bactéries et les champignons grace aux technologies de biologie moléculaire et de
métabarcoding. Les objectifs seront de mesurer la quantité, la diversité et I'équilibre de
ces communautés microbiennes par des outils moléculaires comme I'extraction d’ADN,
I'électrophorése, la Réaction de Polymérisation en Chaine en temps réel (QPCR) et le
Séquencage Nouvelle Génération (NGS). Enfin, des outils mathématiques et statistiques
seront employés pour analyser les résultats de ces indicateurs et comparer I'impact des
types de films sur la qualité microbiologiques des sols.



Tableau 1 : Composition et caractéristigues des films de paillage.

Type de Epaisseur
C t L
el dégradation (microns) =l

PBAT + PLA Biodégradable

PBAT + amidon Biodégradable
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Figure 3 : Plan expérimental du dispositif terrain des parcelles historiques (P16 & P18) et nouvelles (P19 & P20).
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[I/ Matériel et méthode

1) Mise en place du dispositif expérimental et prélévements sur le terrain

Le dispositif terrain est établi sur des parcelles de la station expérimentale d’Auray
(Morbihan). Plusieurs parcelles sont mobilisées pour le projet BIOMALEG 2021-2023
avec des prélevements annuels pour effectuer un suivi temporel. Deux grandes
catégories de parcelles sont utilisées, deux parcelles dites historiques ayant recues des
apports de films de paillages de 2001 jusqu’a 2015, ainsi que deux autres parcelles dites
nouvelles n’ayant regues aucun paillage avant 2021. Les films ont des compositions et
caractéristiques différentes et le nom commercial sera anonymisé (Tab. 1).

Les parcelles historiques sont les P16 et P18, elles sont divisées chacune en quatre
zones (quatre modalités de films). Des préléevements a la tariére sur une profondeur 0-
20 cm sont effectués en triplicats sur chaque zone afin d’obtenir douze échantillons par
parcelle (Fig. 3).

Les parcelles P19 et P20 sont les parcelles nouvelles, ayant recu le premier apport de
paillage au printemps 2021 pour la P19 et au printemps 2022 pour la P20. Ici, chaque
parcelle est divisée en douze zones. Les quatre modalités de films sont déposées en
trois répétitions par parcelle (Fig. 3). Cette fois, cinq prélevements a la tariére (0-20cm)
sont réalisés par zones pour étre mélangés formant ainsi un échantillon composite afin
d’obtenir a nouveau douze échantillons par parcelle. La parcelle P20 est un réplica
temporel de la parcelle P19.

Les parcelles identifiées ont toutes été disposées de maniere a éviter les biais en étant
séparées geographiqguement par des zones dites « tampon ». Afin de réaliser une étude
en contexte de maraichage prévu dans le projet, des potimarrons ont été implantés en
juin 2021 sur la P19 et en mai 2022 pour la P20, a raison de 27 plants par zone.

Chaque échantillon de sol a été préparé selon les protocoles habituels du CRG. Il est
donc scindé en deux, d’'un cété, le sol brut, non tamisé qui est mis a sécher a l'air libre
pour les analyses de physico-chimie, de l'autre coté, le sol destiné aux analyses
microbiennes, celui-ci est tamisé a 4 mm puis quarté afin d’obtenir un échantillon
homogéne qui est lyophilisé et stocké a -40°C pour les futures analyses.

Au début du projet, les prélevements d’échantillons de sols devaient se faire
uniquement a la tariére sur la profondeur 0-20 cm. Toutefois, lors des discussions entre
les partenaires, il a été choisi de réaliser d’autres échantillons a partir de sol adhérent au
film afin de voir si les microorganismes réagissent différemment au contact du film. En
effet, sur chacune des neuf zones de la P19, un morceau de film d’environ 30 x 30 cm a
ete récupere en septembre 2021. Pour les autres trois zones correspondant au sol nu
(sans film), des prélévements de sol 0-20 cm sont faits a la tariére et servent de contrble
négatif (sans paillage). Dans le cadre de mon apprentissage, les échantillons analysés
sont ceux de la campagne de prélévements 2021, c’est-a-dire les prélevements réalisés
sur les parcelles historiques en mai et ceux de la parcelle nouvelle P19 en mai (avant la
pose des films, servant de contréles négatifs), en septembre (morceau de film pour
récupérer les sols adhérents), puis en octobre (1 mois aprés enfouissement des films),
soit au total 60 échantillons.



2) Obtention de la matrice d’ADN métagénomique issue d’échantillons de sols

Dans le cadre de ce projet, afin de réaliser cette extraction d’ADN métagénomique, un
protocole 1ISO 11063 standardisé et révisé [4] a été appliqgué aux 60 échantillons de sol
et de sol adhérent venant des parcelles P16, P18 et P19.

a. Extraction de 'ADN des sols

L’extraction d’ADN métagénomique est réalisée a partir d'un gramme d’échantillon de
sol et permet de récupérer tous les ADN métageénomiques présents dans I'échantillon de
sol. Elle se réalise en trois étapes illustrées ci-dessous (Fig. 4).

EXTRACTION ADN

19
SOL
Etape 1 : Lyse cellulaire
mécanique et chimique
2-4mL
LYSAT

Etape 2 : Déprotéinisation
de 'ADN

Etape 3 : Précipitation de
’ADN

200pL
ADN BRUT

Figure 4 : Principe du protocole d'extraction d’ADN a partir d'un gramme de sol.

La premiére étape I'extraction consiste a réaliser un broyage mécanique (90 secondes
a4 m/sec) du sol a I'aide de billes (Annexe 1, Tab. 2) dans un broyeur de type Fast-Prep®
(MP Biomedicals) couplé a une lyse chimique a chaud (70°C) des membranes cellulaires
en présence d’'un tampon de lyse (Annexe 1, Tab. 3) contenant du Tris 100 mM (pH 8),
de 'EDTA 100 mM (pH 8), du NaCl 100 mM, du SDS 2 % et de I'eau ultra pure (UP).
Ainsi, cette étape a pour but de casser les agrégats de sols, percer les membranes
nucléaires et cytoplasmiques libérant ainsi le contenu des cellules donnant accés a
I'information génétique. Une centrifugation permet de culotter les débris cellulaires avec
le reste du sol et les billes pour récupérer le surnageant, nommé « lysat », contenant
I’ADN et les protéines. A froid, 1 mL de lysat est mis en présence d’acétate de potassium
3 M (pH 5,5) afin de précipiter les protéines ainsi piégées dans les cristaux et éliminées
par centrifugation. L’ADN débarrassé des protéines est récupéré dans le surnageant pour
étre mis en contact d’isopropanol absolu, incubé 1 h a -20°C pour faire précipiter '’ADN.
L’ADN est culoté par centrifugation afin de subir un lavage a I'’éthanol absolu avant de
faire sécher ce culot d’ADN qui sera mis en suspension dans 200 uL d’eau UP. Cet ADN
appelé « brut », contenant encore des polluants indésirables accrochés a ’ADN et surtout
des acides humiques, polyméres de carbone a fort poids moléculaire, responsable de la
coloration, servira a I'estimation de la Biomasse Moléculaire Microbienne.



b. Purification des ADN bruts

L’objectif ici est de purifier les ADN bruts obtenus suite a I'extraction d’ADN de sol.
Ainsi, les ADN seront limpides, exempts de tout contaminant ou inhibiteur, de qualité et
en quantité suffisante pour les analyses moléculaires futures. La purification est réalisée
sur 100 pL d’ADN brut a I'aide du kit NucleoSpin Soil® (Macherey-Nagel) dont le protocole
est schématisé ci-dessous (Fig. 5).

Tamis moléculaire : ADN récupéreé Affinité : ADN fixé a

dans I’éluat apreés filtration la membrane de silice Exclusion : ADN élué

Etapes de lavage au SW1
et SW2 contenant de

Transfert du i
mélange __ Déthanol ﬂ J/ Tampon

© == 9 LE}B’ d e]utmn

Transfert du

ADN brut surnageant k!e_ Tamponde
Centrifugation, transfert ﬂ)\ Slué

30 € =
= fixation SB =
+ . 4
SL3 Centrifugation, la colonne
est éliminée
X 4 N/ de la colonne sur un

nouveau tube de
< récupération

Centrifugation, précipitation
des contaminants qui sont
éliminés

ADN fixé

Figure 5 : Schéma du protocole de purification des ADN bruts a l'aide du kit NucleoSpin Soil.

La premiére colonne dans laquelle 'ADN brut est passé consiste en un tamis
moléculaire permettant d’éliminer les plus grosses impuretés (acides humiques et
molécules phénoliques) co-extraites. Le filtrat de la premiére colonne est récupéré et mis
en présence d’un tampon avant d’étre passé sur la deuxieme colonne. Cette deuxieme
colonne, contenant une membrane de silice, est basée sur le principe d’affinité-exclusion,
ainsi le tampon apporte le pH nécessaire a la fixation de 'ADN a cette membrane tandis
gue les co-extraits indésirables seront éliminés dans I'éluat par centrifugation. Apreés trois
lavages successifs avec les solutions SW1 et SW2 du kit contenant notamment du
thiocyanate de guanidine et de I'éthanol absolu, 'ADN est élué par ajout de 60 puL de
tampon d’élution du kit. L’ADN obtenu est limpide et est dit « purifié » puisqu’il ne contient
plus de co-extraits. Cet ADN purifié est dosé par fluorométrie afin d’étre normalisé
puisqu’il servira de matrice pour les analyses de densité et de diversité microbienne.

c. Dosage fluorométrique d’ADN bicaténaire métagénomique ou d’amplicons

Cette méthode permet d’évaluer la quantité d’ADN double brin obtenue apres
extraction/purification ou la quantité d’amplicon formée aprés une Réaction de
Polymérisation en Chaine (PCR) en vue d'une normalisation des quantités d’ADN
utilisées en analyses. Le dosage d’ADN bicaténaire est basé sur une relation de
proportionnalité entre la quantité de doubles brins d’ADN et la fluorescence émise. Il est
réalisé a I'aide du kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega) utilisant le QuantiFluor®
(Annexe 2, Tab. 4) comme fluorochrome. Cette molécule intercalante de 'ADN se lie
spécifiguement dans la double hélice de 'ADN entre deux paires de bases voisines et
fluoresce a 538 nm aprées avoir été excitée a une longueur d’'onde de 435 nm. Le lecteur
de plaque Infinite Pro 200 (TECAN) mesure cette fluorescence a 538 nm permettant ainsi
de déterminer la concentration dans chaque échantillon grace a la présence d'une
gamme étalon d’ADN de phage lambda (fournie dans le kit) de concentrations connues
(6 points de gamme compris entre 2 et 0,016 ng/uL). Cette analyse est réalisée en
présence de témoins ADN de thymus de veau (BIORAD) de concentration connue (20
ng/uL) et d’'un blanc (tampon TE 1X) évaluant le bruit de fond. La mesure a lieu en milieu
tamponné (TE 1X) avec 5 yL d’ADN métagénomique purifié ou bien 2 pL de produit PCR

en présence de fluorochrome dilué au 5/1000 dans du TE 1X.



Les données sont automatiquement validées et collectées par un logiciel hommé
Magellan, associé au lecteur de plaque, si i)coefficient r> > 0,990 pour la gamme
ii)concentration moyenne de I'étalon entre 15 et 25 ng/pL iii)échantillons compris dans
la gamme. Ainsi, pour chaque échantillon, la concentration en ADN bicaténaire est
obtenue grace a I'équation de la droite obtenue par la gamme étalon.

3) Analyse de parametres microbiens grace aux outils de biologie moléculaire

a. Mesure de la Biomasse Moléculaire Microbienne

La Biomasse Moléculaire Microbienne est un bioindicateur [5] permettant d’estimer
'abondance microbienne en mesurant la quantité totale d’ADN (bactérien, fongique,
animal, végétal) dans 1 g de sol ayant passé le tamis de 4 mm. Elle permet de connaitre
I'état biologique du sol et renseigne sur le potentiel métabolique et les potentialités
fonctionnelles des sols au niveau de la fertilité et de I'épuration.

Cette mesure est faite sur les ADN bruts (cf. I/ 2) a.) évitant les pertes aléatoires de
la purification qui ne permettraient pas d’effectuer des analyses statistiques et une bonne
reproductibilité. La migration électrophorétique se fait en gel d’agarose 1 % dans un bain
conducteur (Tris Borate EDTA 1X) durant 2 h et exploite la polarité négative de 'ADN
pour séparer les fragments d’ADN suivant leur taille. Les dépbts d’échantillons (10 pL
d’ADN bruts + 5 puL de bleu de dépdt) sont complémentés par un marqueur de taille
(Ladder 1kb ®, Life Technologies) ainsi qu’'une gamme étalon d’ADN de thymus de veau
(BIORAD) de concentrations connues (5 points de gamme compris entre 25 et 2,5 ng/uL).
Ici, la mesure de fluorescence se fait par utilisation de Bromure d’éthidium, BET (Annexe
2, Tab. 4) qui posséde les mémes propriétés que le QuantiFluor® (intercalant de 'ADN,
proportionnalité entre la fluorescence et la quantité d’ADN) mais excité sous ultraviolets
(UV). Le BET étant classé comme Cancérogéne, Mutagene, Reprotoxique (CMR), la
plateforme impose des niveaux d’habilitations quant a la préparation et I'utilisation de ce
dernier (Annexe 3, Tab. 5). La révélation du gel est faite dans un imageur (UVIDOC) relié
a une caméra pour prendre une photo du gel. Cette image est analysée via le logiciel
ImageQuant TL™ en mesurant lintensité de fluorescence pour chaque puits
communiquant ensuite les données brutes si les critéres de validation sont respecté538s
(i.coefficient r2 > 0,990 pour la gamme ii.échantillons compris dans l'intervalle de la
gamme iii.le marqueur de taille est utilisé pour calibrer une aire de mesure de
fluorescence précise et identique a chaque échantillon). La valeur de la biomasse
moléculaire microbienne est donnée en ng d’ADN par g de sol extrait. Cette mesure est
utilisée en routine dans la plateforme avec une bonne reproductibilité grace au protocole
standardisé alimentant le référentiel de données.

b. Analyse de la densité microbienne bactérienne et fongigue par gPCR

La Polymerase Chain Reaction quantitative (QPCR) est une analyse basée sur la PCR
permettant de quantifier en temps réel le produit amplifié grace a une lecture de la
fluorescence émise. La plateforme réalise des analyses de gPCR afin de quantifier
principalement deux genes codant pour les ARN ribosomaux d’intéréts : le 16S spécifique
aux populations bactériennes et le 18S caractérisant les champignons. En faisant le ratio

du nombre de copies des genes (codants) % %X 100, il est possible de déterminer

I’équilibre microbien dans un sol. Ici, la gPCR est réalisée en quantification absolue, c’est-
a-dire avec une gamme d’ADN plasmidique linéarisée contenant le géne d’intérét
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(Eurogentec) allant de 0,5 x 108 &4 0,5 x 10° copies/yL en présence d’un fluorochrome, le
SybrGreen® (Annexe 2, Tab. 4). Le SybrGreen® est également un intercalant de 'ADN
permettant de déterminer la quantité d’amplicons formés a la fin de chaque cycle par une
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Figure 6 : Principe de la gPCR avec utilisation du fluorochrome SybrGreen.

relation de proportionnalité avec la fluorescence mesurée a 520 nm (Fig.6). Lorsque que
I'efficacité de PCR atteint 100 %, 'amplification suit une loi exponentielle de telle maniére
gu’a la fin de chaque cycle la quantité d’amplicons est de 2". Pour ce qui est de notre
analyse, n = 35 cycles.

Pour réaliser cette qPCR les échantillons d’ADN sont normalisés a 1 ng/uL a partir des
concentrations d’ADN propres. Ensuite, une gamme d’ADN étalon est préparée a six
concentrations allant de 0,5 x 108 copies/uL a 0,5 x 103 copies/uL en 16S contre 0,5 X
107 copies/uL a 0,5 x 102 copies/uL en 18S. Enfin, la plateforme dispose d’un étalon de
référence d’ADN de sol calibré a 1 ng/uL servant a la validation de I'analyse dont le
résultat attendu est connu. Le mix gPCR (Annexe 4, Tab. 6) peux ainsi étre préparé a
partir de Master Mix SybrGreen Takyon® a 1X final (Eurogentec, contenant les dNTPs,
le SybrGreen, la Taq polymérase, le tampon et les ions magnésium), de T4gp32 apligene
a 0,5 ug final (MP Biomedicals), des amorces sens et antisens spécifiqgues au géne ciblé
a 1 uM final chacune ainsi que de I'eau UP. Il est déposé en plaque 96 puits a raison de
13 yL par puits (gamme, échantillon, étalon et témoin négatif) auxquels sont ajoutés les
2 yL d’ADN (échantillons, gamme, contréle G4) ou 2 pyL d’eau UP pour les témoins
négatifs (NTC). La plaque est scellée avec un film optique puis placée dans I'appareil
StepOne Plus© (Applied Biosystem) dans lequel a lieu le run thermique (Fig. 7) pour une
durée d’environ 2 h.

Programme thermigue : gPCR 16s Programme thermigue : gPCR 18s
temps t° (°C) temps t’ (°C)
Dénaturation 15 min 95 Dénaturation 10 min 95
Dénaturation 15 sec 95 Dénaturation 15 sec 95
L x 35 L x 38
Hybridation 30 sec 60 Hybridation 30 sec 50
) cycles . . cycles
Elongation 30 sec 72 Elongation 1 min 72
95°C - 15 sec / 60°C - 15 sec / 95°C - 15 sec / B0°C - 15 sec /
Meit Curve (0.5°Clsec) / 96°C - 15 sec Meit Curve (0.5°Cisec) / 95°C - 15 sec

Figure 7 : Programmes thermigues des qPCR des genes codants les ARNr 16S et 18S.
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quantifiés. Ensuite, la phase
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laquelle il y a une relation de ' o owe I
proportionnalité entre la quantité de Figure 8: Exemple de courbe d'amplification obtenue avec les
produits formés et la fluorescence différentes phases.

mesurée. Au début de cette phase, I'appareil calcule le seuil threshold, qui est la limite
de détection minimale éliminant le bruit de fond, il est fixé & 0,2 afin de calibrer toutes les
gPCR sur le méme seuil. Le croisement de la courbe d’amplification et du threshold
permet d’obtenir une valeur quantitative qui est le résultat brut de I'analyse de gPCR
appelé le Cycle threshold (Ct). Enfin, la phase plateau correspond a la limite
d’amplification due a une consommation totale des composants de la PCR (amorces,
nucléotides...).

Les Ct obtenus pour les points de gamme permettent de tracer une droite étalon (Ct
en fonction du nombre de copies du géne cible) puisqu’il s’agit d’'une quantification
absolue. Les Ct des échantillons sont alors reportés sur cette droite étalon pour
déterminer le nombre de copies du géne dans chaque échantillon qui servira a calculer

. bred ies d e ARNr—18 . . . y 2 e . .
le ratio ——— = OPER R IE T % 100 qui sert d’indicateur de I'équilibre microbien.

Echelle logarithmique
ARN

0.00001

nombre de copies du géne ARNr—16s

c. Etude de la structure et de la composition taxonomigue des communautés
bactériennes et fongiques par métabarcoding

L’étude de la diversité taxonomique s’effectue par I'amplification de genes cibles et le
séquencage nouvelle génération (NGS). Cette technique permet I'obtention d’'un grand
nombre de lectures. La plateforme GenoSol ne posséde pas de séquenceur et a donc
envoyé les librairies a la plateforme de séquencage GeT-Plage. L’amplification et la
préparation des librairies ont été prises en charge par GenoSol au sein de mon projet
d’apprentissage. La plateforme utilise cette technique afin de lire les séquences des
amplicons du gene codant pour ’ARN ribosomique 16S constituant la petite sous-unité
du ribosome des procaryotes notamment les bactéries et du géne ITS2 (espaceur interne
transcrit), fragment inter-genes des petites et grandes sous-unités des eucaryotes dont
les champignons. Ces deux génes sont tres utilisés en métabarcoding puisqu’ils
possedent un taux de mutations inter-genre élevé avec un fort polymorphisme ainsi
gu’'une forte présence de ces génes dans '’ADN génomique permettant de distinguer
facilement différents genres et phyla.

Dans le cadre du projet, le séquencage se fait sur un appareil MiSeq lllumina sur
amplicons avec des méthodes transférées par le prestataire de séquencage GeT-Plage
qui ont été déployées et adaptées pour les besoins de la plateforme Genosol. La
technologie NGS fournit a I'heure actuelle des milliers de données pour un échantillon,
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correspondant a une grande profondeur de séquencage. Toutefois, la plateforme
GenoSol est limitée a des bases de données disponibles pour assigner les séquences
lues a un organisme, elle ne nécessite pas une grande profondeur de séquencage. Cette
technologie NGS permet de multiplexer les échantillons tout en fournissant un nombre
suffisant de lectures par échantillon. Le multiplexage consiste a attribuer un index (ou
MID contenant ici 6 nucléotides) spécifique a chaque échantillon afin de le reconnaitre
par bio-informatique pendant l'analyse des données. Ainsi, la plateforme réalise
habituellement un mélange des échantillons a séquencer en quantité égale, appelé
mélange équimolaire constituant la banque (ou librairie). Ce process de multiplexage
nécessite I'addition de courtes séquences nucléotidiques (Fig. 9) permettant la fixation
de I'ADN cible a la flow cell (support utilisé pour un séquencage NGS lllumina),
I'enrichissement PCR des fragments d’ADN liés par adaptateur uniquement ainsi que
I'indexation (barcoding) des échantillons.

Adaptateur F Adaptateur R
N A
" N s N
5P % adapteur = MID P7 3'0OH
Légende :

P5 et P7 : Sites d’attachement a la flow cell (deuxieme demi-adaptateur)
MID : index spécifique a chaque échantillon

¥ adapteur : sites de liaison d'amorces de séquencage correspondant au
« TruSeq Universal Adapter » Illumina

F et R : amorces sens (F) et antisens (R) spécifiques a la cible

Fragment ADN cible : fragment d’ADN a séquencer

Figure 9 : Schéma de fixation des adaptateurs et index.

Elle se fait en deux grandes étapes, tout d’abord, il s’agit de I'étape d’amplification de
la séquence cible par une PCR dite cible, ici sur la cible codant '’ARNr-16S (bactéries
avec les oligonucléotides F497/R888) et dautre part sur la cible ADNr-ITS2
(champignons avec les oligonucléotides ITS86F/ITS4R). Cette étape permet de
sélectionner les communautés ciblées présentes dans le sol, tout en fixant un demi-
adaptateur qui permettra le multiplexage. La deuxieme étape se fait avec une PCR
multiplexe qui est universelle et permet d’ajouter les index propres a chaque échantillon
et les adaptateurs permettant le séquencage. Il aurait pu étre envisageable de regrouper
les deux PCR en une seule, toutefois, cela aurait nécessité des amorces tres longues
imposant une température d’hybridation trop élevée (supérieure a celle d’élongation) ce
qui aurait été néfaste a 'amplification. Au sein de la plateforme GenoSol, la méthode de
PCR cible pour 'ADNr-ITS2 est préte tandis que pour le géne codant 'ARNr-16S, il a
fallu adapter le protocole existant pour ce gene. Les données de séquencage seront
envoyées par le prestataire a I'état brut et seront analysées dans le service SIE de la
plateforme GenoSol notamment via un pipeline d’analyse bio-informatique capable de
reconnaitre les séquences des index permettant le démultiplexage et ['étude
taxonomique.
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Pour adapter la PCR ciblant
le gene codant pour I'ARNr-
16S, I'enjeu principal était de
vérifier les  températures
d’hybridation des
amorces+demi-adaptateurs. A
lorigine, les adaptateurs
étaient ajoutés par ligation une
fois le mélange équimolaire
réalisé, mais ici ils sont ajoutés
par les deux PCR. Les
amorces étant donc plus
grandes, les températures de
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donc différentes (dépendentes Température d’hybridation

du nombre et du type de Figure10: Plande la plague de la PCR cible codant 'ARNr-16S gradient
bases). Pour déterminer la temperature d'hybridation.

température optimale a

I'amplification du géne, une PCR cible en gradient de température d’hybridation a été
réalisée. Seule la température d’hybridation a été modifiée par rapport au protocole
existant. Ce test a été réalisé sur 10 échantillons de références (forét, limon, prairies) et
des contréles (ADN de sol) connus en plus des témoins négatifs. Grace a un
thermocycleur a gradient, les températures d’hybridations ont été testées de 52°C 4 62°C
avec une incrémentation de 2°C par pallier (Fig. 10). En effet, les températures de fusion
des amorces utilisées sont de 65°C et 68°C, mais ces température s’avérent trop proches
de la température d’élongation (72°C), il a donc été choisi de conserver un écart de
minimum 10°C de différence I'étape d’élongation (72°C) pour que la réaction se fasse au
mieux.

5 uL de produits PCR mélangés a 2 pL de bleu de dépdt ont été déposés sur gel
d’agarose 2 % TBE. Aprés visualisation du gel, tous les échantillons de 1 a 10 montrent
une bande d’amplification a la taille attendue (environ 400 paires de bases). Toutefois,
pour les températures 52°C a 56°C, plusieurs bandes sont présentes en plus de la bande
attendue (sur les échantillons et les contréles) ce qui signifie une amplification moins
stringente avec des amorces fixées sur des régions qui ne sont pas 100 %
complémentaires tandis que pour les températures 58°C, 60°C et 62°C, ces bandes
supplémentaires sont treés peu intense voir absentes (62°C) traduisant une meilleure
spécificité d’hybridation des amorces. En revanche, une diminution de l'intensité de la
bande attendue est observée avec l'augmentation de la température d’hybridation
notamment pour 62°C (Fig. 11). Le choix de la température d’hybridation doit prendre en
compte le risque d’obtenir des bandes aspécifiques et la représentativité de la population.
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Reference LADM_Colmar.1

Résultat TapeStation D1000
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Figure 11 : Exemple de résultats obtenus sur gel d'agarose 2 %, TapeStation D1000 et dosage fluorométrique pour
I'échantillon Référence LADM Colmar.1




Suite & une concertation avec les responsables, il a été choisi de purifier les produits
PCR des températures 56-58-60°C, via le kit de purification par billes magnétiques
ProNex® Size-Selective Purification System (Promega) permettant la purification
d’échantillon d’ADN de taille comprise entre 100 et 750 paires de bases (pb) ce qui est
le cas ici avec des amplicons d’environ 400 pb. Ces trois températures sont choisies car
elles permettent d’avoir une quantité d’amplicons formés suffisante avec le moins
d’amplification non-spécifique. La premiere étape consiste a ajouter 25 pL de billes
magneétiques, en milieu tamponné, aux 20 pL de produits PCR. Les fragments d’ADN
supérieurs a 100 pb vont se fixer sur les billes qui seront ensuite aimantées via un support
pour les accrocher sur la paroi du tube. A la deuxiéme étape, les billes liées a 'ADN
pourront étre lavées avec du « wash buffer », fourni dans le kit, contenant notamment de
I'éthanol absolu, durant 2 x 30 secondes éliminant les déchets de PCR avant d’étre
séchées au bain-marie a sec a 37°C. Enfin, la troisieme étape consiste a éluer les ADN
en ajoutant 25 yL de tampon d’élution fourni dans le kit.

A la suite de cette purification, les produits PCR (2 pL) sont quantifiés par dosage
fluorométrique (cf. II/ 2) c.) en présence de QuantiFluor® dilué dans du TE 1X pour
comparer les quantités d’amplicons obtenues. Enfin, les produits PCR purifieés (56, 58 et
60°C) ont été testés sur le kit D1000 TapeStation 4200® (Agilent Technologies) qui
consiste en une micro-électrophorése en capillaire permettant une validation Quality
Control (QC) de la PCR gradient et la visualisation de la courbe d’intensité de la
fluorescence (unité de fluorescence 10%) en fonction de la taille du fragment (en paire de
bases) (Fig. 11).

Les résultats obtenus par TapeStation sont croisés avec les concentrations de dosage
fluorométrique et les photos des gels d’agarose. Tous les résultats convergent dans le
méme sens, plus la température d’hybridation est faible et plus il y a une mauvaise
hybridation des amorces tandis qu’'une température haute élimine cette aspécificité mais
diminue la quantité d’amplicons in fine. Suite a une réunion entre différents corps de la
plateforme (bio-informaticien, assistante ingénieure et technicienne), il a été choisi de
réaliser la PCR cible du géne codant 'ARNr-16S a la température d’hybridation de 58°C
pour laquelle la quantité d’ADN obtenue est la plus forte et le risque d’hybridation non-
spécifique est largement diminué.

Une fois la température d’hybridation choisie, les PCR cibles ont été lancées en
paralléle sur les genes codant les ARNr 16S et ITS2 sur les 60 échantillons du projet
BIOMALEG auxquels sont ajoutés les contrbles internes d’ADN de sol ainsi qu’un
contrble externe, la MOCK (Microbial Community Standard - Ozyme) et deux témoins
négatifs. Tous les ADN ont été préalablement normalisés a 1 ng/uL avant d’étre ajoutés
a raison de 5 ng par échantillon une fois le mix PCR (tampon, Taq polymérase, T4gp32,
dNTPs, eau UP et des amorces sens et antisens spécifiques a la cible et reliées au demi-
adaptateur) réparti dans tous les puits a raison de 20 pL pour le mix 16S et 45 uL pour le
mix ITS2. Les plaques PCR 96 puits scellées peuvent ensuite étre mises dans le
thermocycleur ou a lieu le run thermique spécifique au gene ciblé (Fig.12).
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Programme thermique 16s Programme thermigue ITs2
temps t temps t* ("C)
Dénaturation 2min g4°C Dénaturation 2 min 95
Dénaturation 30sec 94°C Dénaturation 30 sec 95
Hybridation 30sec 58°C ¥ 35 cycles| |Hybridation 30 sec 55 X 35 cycles
Elongation 1min 72°C Elengation 1 min 72
10 mi 72
Elong. finale i 7900 Elong. finale min

Figure 12 : Programmes thermiques spécifiques utilisés pour les PCR cibles 16S et ITS2.

Une fois les runs terminés, les PCR sont vérifiées sur gel d’agarose 2 % pour s’assurer
d’'une part la bonne amplification de tous les échantillons/contréles mais aussi pour
vérifier les témoins négatifs permettant de valider ou non la plague PCR. Dans le cas
présent, les gels de vérification des plaques 16S et ITS2 ont permis de valider la non-
amplification des témoins négatifs et la bonne amplification des 69 échantillons et
contrbles de chacune des deux plaques. Les produits PCR peuvent donc étre purifiés a
I'aide du kit ProNex® Size-Selective Purification System (Promega). La méthode est
rigoureusement identique a la purification effectuée apres la PCR 16S gradient hormis le
volume de billes ajouté pour la plague ITS2 qui passe de 25 pL a 56,25 pL puisque le
volume de produit PCR est ici de 45 pL au lieu de 20 pL.

Apres purification, les produits de PCR cible (2 pL) sont quantifiés par dosage
fluorométrigue QuantiFluor® (cf. 1I/ 2) c.) avec toujours le méme protocole. Les
concentrations obtenues pour chaque échantillon permettent d’abord de vérifier qu’il n’y
a pas eu de perte dADN lors de la purification, mais surtout de connaitre les
concentrations en ADN afin de normaliser tous les échantillons a 5 ng/uL en vue de la
PCR multiplexe.

Les échantillons purifiés sont donc normalisés a 5 ng/uL afin de réaliser la PCR
multiplexe identique aux deux génes codant les ARNr-16S et ITS2. Cette fois, un mix
PCR est réalisé a I'aide de Taq polymérase, de son tampon issu tout deux du kit MTP
Tag® (Sigma), de dNTPs, d’eau et de 'amorce sens contenant la deuxiéme partie de
I'adaptateur avec I'extrémité P5. Le mix est réparti a raison de 45,75 pL par puits ou sont
ajoutés 1,25 yL de 'amorce antisens contenant I'autre demi-adaptateur avec I'index et
'extrémité P7. Cette amorce est donc différente pour chaque échantillon (3 uL d’ADN de
maniére a apporter 15 ng par puits). Les plaques PCR 96 puits sont scellées et mises
dans le thermocycleur pour lancer le run thermique de multiplexage (Fig.13).

Programme thermique
temps t* (°C)
Dénaturation 1 min 94
Dénaturation 1 min 94
Hybridation 1 min 65 ¥ 12 cycles
Elongation 1 min 72
Elong. finale 10 min 72

Figure 13 : Programme thermique de la PCR multiplexe.
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Une fois le programme terminé, les produits PCR sont vérifiés sur gel d’agarose 2 %
comme pour la PCR cible. Dans le cas présent, les gels de vérification des plaques 16S
et ITS2 multiplexées ont permis de valider la bonne amplification de tous les échantillons
et contréles de chacune des deux plaques. Les plagues PCR sont ainsi purifiées a l'aide
du kit ProNex® Size-Selective Purification System (Promega) de la méme maniére que
pour la PCR cible avec un volume de billes de 56,25 UL, puisque le volume de produit
PCR est de 45 uL. Les produits PCR a présent purifiés sont dosés par fluorométrie,
QuantiFluor® (cf. Il/ 2) c.), avec toujours le méme protocole. Les concentrations obtenues
permettent de vérifier qu’il n’y a pas eu de perte d’ADN par purification, mais surtout de
connaitre les concentrations exactes en ADN en vue du mélange équimolaire.

Le mélange équimolaire est réalisé de facon a apporter tous les échantillons de PCR
multiplexe obtenus pour le géne codant TARNr-16S et TADNr-ITS2 en quantité égale tout
en respectant les prérequis du prestataire de séquencage a savoir une quantité minimale
de 450 ng ainsi qu'un volume minimal de 35 pL. Les produits PCR étant assez
concentrés, il est nécessaire de faire un mélange équimolaire avec une quantité finale
d’ADN trés importante pour travailler avec des volumes supérieurs a 1 pL et limiter les
erreurs lors du pipetage. Il a donc été choisi de faire un mélange avec une quantité finale
de 15 000 ng avec un total de 140 échantillons (contréles compris), la quantité d’ADN a

, . quantité totale 15000
apporter par échantillon est donc n = - : =
nombre échantillons 140

~ 107 ng.

Une fois tous les échantillons ajoutés, le volume total du mélange est de 295,6 pyL. Un
aliquot de 100 pL est donc réalisé dans un tube a vis et est envoyé au prestataire de
séquencage.

1/ Résultats et discussion

Pour chacune des analyses évoquées ci-apres, il est nécessaire d’effectuer dans un
premier temps une validation propre a I'analyse avec des criteres fixés par la plateforme.
Ensuite, a partir des résultats, une comparaison en fonction des séries de travail est
effectuée pour s’assurer de I'absence de biais techniques et de l'impact des séries
analytiques. Cette validation technique a été réalisée pour les différentes analyses mais
ne sera pas expliquée dans le rapport. Une fois la validation technique faite, les résultats
peuvent étre exploités afin de comparer les différentes modalités terrain (type de
prélevements, type de films, parcelles, mois). L’analyse de la diversité n’est pas
présentée dans les résultats puisque le prestataire de séquencage ne nous a pas encore
retourné les données.

1) Dosage fluorométrique des ADN
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Avant de pouvoir utiliser les
données obtenues au dosage
fluorométrique des ADN propres, il
est nécessaire de veérifier que les
critéres de validation de I'analyse
sont respectés. En effet, afin de
répondre a une certaine qualité, la
plateforme a fixé trois conditions a
respecter pour que l'analyse soit
conforme. Tout d’abord, le
coefficient de détermination r? de la
droite étalon se doit d’étre supérieur
a 0,990 pour s’assurer d’'une bonne
répétabilité des dépbts. De plus, la
concentration moyenne de ['étalon
de référence (calibré a 20 ng/pL)
obtenue doit se situer entre 15 et 25
ng/uL.

Une fois ces critéeres validés, le
logiciel Magellan, associé au lecteur
de plaque, calcule et collecte les
données brutes de concentration
dans un fichier Excel (Fig.14)
contenant les données de
concentrations en ADN obtenues en

Régression lindaire

uuuuuu

Réduction du blanc

05 1 15
Concentratio

W G, 1 y=2.07e+004 x+727 d =724 r=09%9

n [nglpuits]

Critéres de validation QC

N. de groupe d'exp 1

Critéres de validation : Conc.moyenne. (ng/pul)
r*1==0.99 --> TRUE

RF1<=25 and RF1>=15 --> TRUE
SM1<==58T1_2 -->TRUE

Critéres de validation : Cone. unique. (ng/pl)
RF1_1<=15 and RF1_1>=15 --> TRUE
RF1_2<=25and RF1_2>=15 --=TRUE
RF1_3==25 and RF1_3>=15 --> TRUE

Figure 14 : Exemple de droite étalon obtenue par dosage

fluorométrigue (ici les 60 ADN propres)

ng/uL. Ces données ne sont pas exploitées et servent uniquement pour les

normalisations avant PCR et gPCR.

2) Quantification de la Biomasse Moléculaire Microbienne

La Biomasse Moléculaire Microbienne a été mesurée de maniére identique et
répétable pour les 60 échantillons. Les images des gels d’agarose ont été analysées via
le logiciel ImageQuant TL™ en utilisant le marqueur de taille pour calibrer I'aire de mesure
de fluorescence identique entre chaque puits (Fig.15). Cette aire de mesure se fait entre
1000 et 12 000 paires de bases (via le marqueur de taille) afin d’avoir uniquement la
fluorescence due a 'ADN génomique. En effet, des ARN ribosomaux ou des fragments
d’ADN dégradés de taille inférieure a 1000 pb peuvent modifier la valeur de la
fluorescence et donc fausser les résultats.

15



A

g g Q
= [ =
] Gamme de ] v
© el ©
5 thymusde2,5 5 ) 5
g a 25ng/plL g Echantillons de 1 312 g
g g g
[ [ 1]
> > >

"

~N
J

Ligne de dép6t

Aire de mesure de la
fluorescence

Fragments de différentes tailles,
du plus grand au plus petit (de
haut en bas)

Front de migration

Figure 15 : Exemple de plan d'un gel d'agarose pour mesure de la Biomasse Moléculaire Microbienne.

Les données brutes de fluorescence sont récupérées en fichier Excel permettant de
vérifier que les criteres de validation sont respectés. Pour qu’'une image soit valide, le
coefficient de détermination r? de la gamme doit étre supérieur a 0,990 et les échantillons
doivent étre compris dans la gamme auquel cas il sera nécessaire de les diluer plus ou
moins. La biomasse, exprimée en ug d’ADN par g de sol extrait, permet de voir si les
différentes modalités induisent un développement différent des communautés
microbiennes dans les sols.

Avant de pouvoir exploiter les résultats, les données sont testées pour voir I'existence
ou non d’'un impact analytique, c’est la validation technique. Dans le cas présent, la
mesure de cette BMM a été validée d’'un point de vue analytique puisque les résultats ne
semblent pas affectés par un biais technique, les résultats bruts peuvent donc étre
exploités par des tests mathématiques et statistiques pour rechercher un effet biologique
suivant les modalités. Les analyses statistiques des données obtenues pour les
biomasses microbiennes sont effectuées via RStudio®. Comme chaque modalité ne
contient pas au minimum 30 réplicats, il n’est pas possible d’effectuer un test de normalité
comme le test de Shapiro habituellement utilisé pour étudier la distribution des données
afin de savoir si elles suivent une loi normale. Dans ce cas, les données seront exploitées
par un test non-paramétrique, le test Kruskal-Wallis, qui est une ANOVA non-
paramétrique, dont le résultat sera exporté sous forme de graphique en box plot (Fig.16).
Un test post-hoc a été réalisé, afin d’obtenir les classes statistiques, ainsi qu'une
correction de Bonferroni.
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Figure 16 : Graphigue du test non-paramétrigue Kruskal-Wallis sur les données de biomasses suivant le type de
paillage pour les prélevements de sols et de sols adhérents.

Pour rappel, les préléevements de sols adhérents ont été réalisés au bout de 4 mois
aprés la pose des films de paillage. Le test de Kruskal-Wallis a permis de mettre en
évidence qu’au bout de ces 4 mois, les différences observées entre les biomasses
obtenues pour les échantillons de sols adhérents aux films biodégradables C et D ne sont
pas significatives malgré I'observation d’'une hausse de la biomasse moyenne pour ces
deux modalités par rapport aux modalités sol nu et témoin non-dégradable (sols
adhérant) ainsi que toutes les modalités sols. Des expériences complémentaires seront
nécessaires pour valider ou non cette hausse observée.

3) Mesure de 'équilibre taxonomique fongique/bactérien par g°PCR

L’évaluation de la densité microbienne a été déterminée par deux PCR quantitatives,
chacune ciblant un géne spécifique, le gene codant 'ARNr-16S pour les organismes
procaryotes (bactéries) et le gene codant ’ARNr-18S pour les eucaryotes (champignons).
Pour chaque analyse, le logiciel délivre les courbes d’amplifications, la droite étalon, la
Melt Curve ainsi que les données brutes (Ct) exportées sous Excel.
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Pour qu’une analyse soit valide, elle
doit respecter les criteres fixés par la
plateforme & savoir un coefficient de
détermination r> de la gamme doit étre
supérieur a 0,990; mais aussi que
I'efficacité de PCR Eff% soit comprise
entre 85 et 110 %, soit une pente comprise
entre -3,1 et -3,74. De plus, les cycles
threshold (Ct) des échantillons doivent
étre compris dans ceux de la gamme de
standards (Fig.17). Enfin, il faut comparer
la valeur du Ct du témoin interne G4 par
rapport a celle attendue. Dans le cas
présent, les analyses des 60 échantillons
sont toutes valides, la validation technique
a également été vérifiee, les données
brutes peuvent donc étre exploitées par

Standard Curve

cr

1000
Quanty

Target; 16s Slope; -3.591 Y-Inter; 36,999 pZ; 0.997 EIT%; 89.588

g
[l gamme  [litémoin Ga [l échantillon

Figure 17 : Exemple de droite étalon obtenue par gPCR,

des analyses statistiques sous RStudio®.

ici la plaque du géne ARNr-16S.

Cette analyse de qPCR est effectuée de

facon routiniére a la plateforme et les ratios moyens obtenus sont généralement compris

entre 1 et 7 %.

Comme pour les biomasses, le test de normalité ne peut pas étre effectué pour étudier
la distribution des données au vu du faible nombre d’échantillons qui ne permettait pas
de faire une ANOVA paramétrique. Le test de Kruskal-Wallis, qui est une ANOVA non-

paramétrigue, a eté réalisé sur les ratios de

gPCR et le résultat est exporté sous forme

de graphique en box plot (Fig.18). De la méme maniere que les biomasses, les classes
statistiques ont été obtenues par un test post-hoc avec une correction de Bonferroni.
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Figure 18 : Graphigue du test non-paramétrigue Kruskal-Wallis sur les ratios gPCR champignons/bactéries*100

suivant le type de paillage pour les prélévements de sols et de sols adhérents.
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En ce qui concerne les échantillons de sols, il n’y a pas de différence significative entre
les ratios des différentes modalités de paillage avec des ratios (A, B, C, D, E, F, G)
similaire a celui du sol nu (H), il ne semble donc pas y avoir d’impact du type de film sur
I’équilibre microbien en profondeur sur le court terme (4 mois de paillage) ou sur du long
terme (parcelles historiques P16 et P18).

Pour les échantillons de sol adhérent, le ratio moyen obtenu pour le sol nu est
semblable a celui obtenu pour les prélevements initiaux de sols. En revanche, pour les
échantillons de sol adhérent aux films biodégradables C et D, les ratios
champignons/bactéries*100 sont plus élevés que celui du sol nu et ceux des
prélevements de sol (0-20 cm). Pour les échantillons de sol adhérent au film non-
dégradable (G), le ratio augmente significativement par rapport au sol nu et aux autres
échantillons de sol 0-20 cm, de facon significative.

L’impact du type de film sur I'équilibre microbien dans les prélévements de sol
adhérents semble étre significatif apres un paillage de 4 mois.

4) Discussion

Suite aux tests statistiques effectués sur RStudio® avec les données de Biomasse
Moléculaire Microbienne ainsi que les données de gPCR, il est important de noter que
les valeurs obtenues avec un prélévement de sol (profondeur 0-20 cm) sont similaires
guels que soient les plastiques et les essais (long terme et nouveau dispositif). En effet,
nous n’observons pas de différences entre le film de paillage non-dégradable (G),
biodégradable (A, B, C, D, E et F) ou sans film de paillage avec un sol nu (H). Cela
indiquerait que I'utilisation et I'enfouissement de films plastiques n’a pas d’effet significatif
sur les valeurs mesurées. La quantité de biomasse est un indicateur habituellement de
la quantité de carbone biodisponible dans le sol. Le ratio champignons/bactéries quant a
lui permet de renseigner sur la qualité de ce carbone. En effet, un ratio élevé est dd a un
carbone récalcitrant a la dégradation bactérienne alors qu’un ratio entre 0 et 10 %
implique la présence d’'un carbone facilement dégradable et donc accessible aux
bactéries.

Toutefois, les analyses statistiques montrent des effets significatifs au bout de 4 mois
de paillage, sur le sol adhérent au film de paillage sur I'équilibre microbien (qQPCR). Au
niveau de la biomasse, I'effet n’est pas significatif (la « p-value » obtenue au test Kruskal-
Walllis étant de 0,07 ce qui est supérieur au seuil de 0,05). Il est observé une hausse des
valeurs de biomasse sur les prélevements de sol en contact des films biodégradables C
et D. Afin de savoir si cet effet est réel, il serait intéressant de refaire une expérience en
conditions contrdlées et avec plus de répétitions par modalité. En effet, une des
hypotheses est que le carbone biodisponible de ces films peut servir de source de
carbone aux communautés microbiennes. Effectivement, ces films sont composés
notamment d’amidon, polymére de carbone, qui est une molécule métabolisée par les
microorganismes. Cet apport de carbone peut avoir un impact positif mais transitoire car
dépendant de la quantité de carbone disponible. De plus, la biomasse est un parametre
qui peut varier trés rapidement dans le sol puisqu’une fois que la quantité de carbone a
été consommé, la vie et le développement microscopique décroit, diminuant
drastiguement cet indicateur. Cette relation entre carbone disponible et BMM peut
expliquer qu’aucune différence n’est observée sur les parcelles historiques ayant regu
des films de paillage depuis 2001 jusqu’en 2015. La quantité de carbone apportée par le
film n’est peut-étre pas suffisante pour permettre d’observer un effet a I'échelle de la
parcelle.

Au niveau de I'équilibre microbien par qPCR, un effet significatif du film non-
dégradable (G) du sol adhérent est observé avec un accroissement du ratio
champignons/bactéries (en %) au bout de 4 mois de paillage. Cette augmentation de la

19



quantité de champignons pourrait s’expliquer par le fait que le film est non-dégradable,
composé de polyéthylene, qui est une chaine complexe de carbone récalcitrant a la
dégradation. Les champignons sont équipés au niveau de leur génome en genes
capables de dégrader les macromolécules carbonées complexes. L’augmentation de ce
ratio est cohérente avec cette hypothése en permettant le développement de
communautés fongiques, au contact du film, capables de dégrader ce carbone
récalcitrant via des enzymes que ne possedent pas les bactéries. Les résultats
d’analyses des communautés microbiennes au niveau taxonomique devraient permettre
de valider ou non cette hypothése.
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Conclusion et perspectives

Les résultats obtenus jusqu’a présent dans le cadre du projet BIOMALEG montrent
que l'utilisation de films de paillage, biodégradables ou non, a un impact non détectable
au niveau de la parcelle, mais qu’un effet est observé au niveau de l'interface directe
sol/film. Les résultats de I'impact des films de paillage utilisés ont une importance sociale
forte, en effet, les utilisateurs de ces films font I'objet de pressions de groupe qui militent
pour l'interdiction de ces films ou de leur retrait dans le cahier des charges de I'agriculture
biologique. En conséquence, les résultats obtenus sont soumis a une anonymisation des
films. Cependant, ces résultats ne permettent pas encore de déterminer si la diversité
fonctionnelle est modifiée selon le type de film utilisé, la profondeur du sol et/ou la durée
d’exposition. Les analyses bio-informatiques qui seront réalisées a partir des données de
métabarcoding permettront possiblement d’identifier des phyla bactériens et fongiques
pouvant avoir des voies métaboliques pouvant servir & la dégradation des films en
molécules carbonées simples (la production d’amylases au contact des films composés
d’amidon). La présente étude ne permet de ne travailler que sur I'impact des films de
paillage sur un horizon 0-20 cm de profondeur. Le projet, se déroulant sur 3 ans, il sera
donc intéressant de prélever des échantillons profonds et de voir I'évolution des
indicateurs au fil du temps et aprés enfouissement des films biodégradables. Enfin, grace
aux données obtenues, il a été décidé, en concertation avec les membres porteurs du
projet de réaliser par la suite des études fonctionnelles sur des microcosmes en plus de
la métagénomique. En effet, il pourrait étre intéressant d’étudier notamment les ARN
messagers présents dans les sols et sols adhérents pour connaitre les genes et
organismes impliqués dans la dégradation des films. Toutefois, cette étude nécessite de
sélectionner uniquement certains échantillons au vu du colt de I'analyse, mais elle pose
aussi des problemes techniques pour la conservation des échantillons prélevés
(tamisage, température de stockage, lyophilisation) ainsi que par l'infime présence
d’ARNm vis-a-vis de la quantité d’ARN totaux que les protocoles permettent d’extraire.

Ce projet, auquel j’ai pu participer du prélevement sur le terrain jusqu’au traitement
des données représente seulement une partie des activités réalisées au cours de mon
apprentissage. Tout au long de ce dernier, j'ai pu prendre part a différents projets divers
avec des questions scientifiques différentes ainsi qu’a d’autres activités variées afin
d’alimenter mes connaissances scientifiques et mon savoir-faire technique tout en
participant activement a la gestion de la plateforme.

Par exemple, jai apporté mon soutien technique sur la partie diversité d’'un projet
nommé SYS-DIV visant a évaluer la biodiversité des sols et les services écosystémiques
associés dans des systemes de culture alternatifs et en transition en réalisant la
préparation de librairies de produits PCR pour du séquencage NGS chez GeT-Plage. J'ai
€galement pris en charge un projet externe a la plateforme en réalisant des analyses de
gPCR des génes codants les ARNr-16S et 18S sur des ADN qui nous ont été envoye.

J'ai été amenée a réaliser de la veille technologique pour valider des nouvelles
références de T4gp32 ou encore évaluer I'impact de changement d’'un appareil pour
'analyse qPCR. J'ai également été en charge de I'adaptation du protocole de PCR ciblant
le géne codant ’ARNr-16S en vue du séquencage chez GeT-Plage (cf. I/ 3) c.). J'ai aussi
pu utiliser un nouvel appareil déployé au sein de la plateforme, la TapeStation 4500, pour
I'adaptation de la PCR mais aussi pour une veille technologique visant & comparer deux
protocoles de purification des ADN bruts. Jai été impliquée dans la gestion de la
plateforme, la gestion de la qualité et de la métrologie (dégivrage de congélateurs,
participation au tri d’échantillons, réalisation de I'inventaire des consommables, réception
des colis et leurs commandes, préparation d’échantillons de sols). Cet apprentissage m’'a
permis d’assister a une formation sur le séquencage NGS qui fut trés enrichissante et de
me rendre sur le terrain a Auray pour réaliser des prélevements pour ce projet.
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Annexes

Annexe 1: Composition du tube d’extraction contenant les billes ainsi que du tampon
d’extraction pour un échantillon (5mL)

Tableau 2 : Composition du tube de billes pour un échantillon.

Type de billes Quantité par échantillon

Billes de céramique de 1,4 mm

Tableau 3 : Composition du tampon d'extraction pour un échantillon (5mL).

Composants Volume par | Type, rble
échantillon

EDTA 0,5M pH8 Acide, chélateur de cations (Ca?* et Mg?*)

SDS 20% 0,5 mL Détergent, lyse des membranes cellulaires

Annexe 2 : Point sécurité :

Tableau 4 : Produits, étapes dangereuses, dangers et protections mises en place.

I —
Produits Etapes Dangers Protections (risques
assOCiés)

BET Coloration gel  Cancérogéne, Blouse, gants, sur manches
(Bromure d’éthidium) d’agarose mutagene, (contact cutané)
reprotoxique  Piece spécial BET avec

délimitation de zone souillée
Sur chausses (contamination
par la piéce)
Travail sous sorbonne
Elimination spécifique des
déchets




EDTA Extraction Irritant Blouse, gants (contact cutané)

(EthyleneDiamineTetraac ~ d’ADN

etic Acid)

Isopropanol Extraction Irritant et Blouse, gants (contact cutané)
d’ADN inflammable  Lunettes (contact oculaire)

SDS (Sodium Dodecyl Extraction [rritant Blouse, gants (contact cutané)

Sulfate) d’ADN

Solution SW1 Purification Irritant et Blouse, gants (contact cutané)

Guanidine d’ADN inflammable  Lunettes (contact oculaire)

hydroxychloride 36-50% Travail sous sorbonne

+ Isopropanol (inhalation de vapeur)

SybrGreen gPCR Cancérogéene, Blouse, gants (contact cutané)

(Takyon) mutagene, Travail sous hotte aspirante

reprotoxique  spéciale PCR

Travail avec du matériel dédié

Elimination spécifique des
déchets

Tris Extraction Irritant Blouse, gants (contact cutané)
(Trisma Base, d’ADN

Tris[hydroxymethyllamino

metane)



Annexe 3 : Niveaux d’habilitations de la plateforme pour la salle BET :

Tableau 5 : Description des 3 niveaux d'habilitation de la salle BET (pour ma patrt, je suis habilitée niveau 2).

Le personnel habilité de niveau est formé a I'entretien de la salle et des bains de
BET et est capable de former le personnel de niveau 1.

Annexe 4 : Composition du mix pour la gPCR :

Tableau 6 : Composition du mix gPCR et réles des composants.

Volumes "
our 1 puit Quantité
Composants Réles b b finale dans
de 13pL (en I )
ul) e puit

Enzyme permettant de limiter I'action
T4 apligene d’inhibiteur en protégeant la Taq et en 0,75 0,500ug
gardant ouvert les brins d’ADN

Eau ultra-pure Diluant 1,75 -



