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RESUME

La terre a traversé plus de 4 milliards d’années en gardant a sa surface des températures compatibles avec la vie la
plupart du temps. Le cycle géologique du carbone au travers 1’érosion des roches et des éruptions volcaniques
contribue avec d’autres processus a réguler le climat. Cependant, a travers le temps, la co-évolution entre les
organismes vivants et leur environnement aboutit parfois a des ruptures de la chimie de I’atmosphére (gaz a effet de
serre, GES) et du climat entrainant une extinction des espeéces. Ainsi ’Homme peut étre vu comme la derniere
innovation technique de 1’évolution en passe de provoquer un accident climatique et écologique global. La
combustion d’énergie fossile et I’agriculture et ont fait passer la teneur en CO, atmosphérique, principal GES, de 280
a 400 ppm en 150 ans avec des conséquences visibles sur les glaciers, le climat et le niveau des mers. Ces
modifications anthropiques s’accompagnent d’une chute de la biodiversité. Les prévisions pour le 21°™ siécle
prévoient une accélération des émissions de GES et des événements climatiques extrémes qui devraient entrainer des
déplacements de populations et des conflits. Cependant, a 1’inverse des autres espéces par le passé, ’Homme a la
capacité de prendre conscience de ces changements et d’en corriger la trajectoire. Outre, les défis socioéconomiques
que posent le changement climatique et qui ne sont pas le sujet de ce manuscrit, ’Homme a besoin de connaissances
sur le fonctionnement des écosystémes en lien avec la biodiversité afin d’anticiper les effets du réchauffement et de
disposer de leviers d’actions.

Ce manuscrit d’HDR résume quinze années de recherche sur les cycles biogéochimiques des écosysteémes terrestres
dans un contexte de changement climatique et de développement d’une agriculture durable. Mes travaux de
recherche ont contribué a 1) explorer les métabolismes et les facteurs contrdlant les flux de carbone et d’azote, en
particulier dans le sol et la rhizosphére des plantes, 2) identifier les stratégies de vie des microorganismes
décomposeurs et des plantes au regard de ces cycles et 3) une analyse systémique des échanges de matiére entre les
organismes vivants afin de comprendre les cascades d’effet et les boucles de rétroactions. La finalité premiére de
mes recherches est de prévoir I’impact des changements globaux (réchauffement climatique, chimie de 1’atmosphere
et modéles agricoles) sur les services écosystémiques adossés aux processus biogéochimiques (productions, stockage
de carbone...).

Les résultats indiquent une capacité des sols des écosystémes peu perturbés et diversifiés (prairies permanentes,
foréts) a accumuler des matiéres organiques créant un puits de carbone. Le stockage de carbone dans les sols
n’augmente pas nécessairement avec les entrées de carbone, il peut méme diminuer. Ainsi 1’augmentation de la
production primaire sous CO, élevé n’augmentera pas ou peu le puits de carbone. Cependant, les retombées d’azote
atmosphérique, la fixation symbiotique et la dégradation des roches par les mycorhizes devraient intensifier le puits
de carbone en levant les contraintes steechiométriques (azote, phosphore) des plantes et des microorganismes
stockeurs de carbone du sol. Le transfert du carbone organique du sol dans les horizons profonds permet un stockage
de celui-ci pendant des millénaires dans certaines conditions. Cependant, un changement de profondeur
d’enracinement des végétaux peut soudainement réactiver sa minéralisation en CO, par les microorganismes de la
rhizosphére.

Mes investigations ont mis en lumiére le paradoxe de la synchronisation entre 1’offre microbienne en nutriments
minéraux et la demande des végétaux dans les écosystémes naturels. Défi majeur en D’agriculture, cette
synchronisation a trés peu de chances de se produire de maniere spontanée puisqu’elle dépend de deux organismes
indépendants dont les réponses a 1’environnement différent. Un mécanisme de régulation ajustant 1’offre a la
demande a été identifié : deux groupes fonctionnels microbiens créent un tapis roulant de nutriments minéraux sur
lequel se nourrit la plante. De cette fagon de grandes quantités de nutriments peuvent étre transférée du sol a la plante
tout en évitant les pertes par lessivage et dénitrification. Il semblerait que les cultures annuelles aient perdu ce
mécanisme de synchronisation offre-demande expliquant leur piétre performance environnementale. Cependant,
I’association d’un blé avec des plantes pérennes a permis de rétablir la synchronisation offre-demande et les services
qui lui sont associés.

Ces résultats suggerent de nouvelles pistes de recherche. La biodiversité contribuerait a créer des systémes auto
organisés ou les échanges de matiere sont optimisés afin de garantir la pérennité des parties et une utilisation de
I’énergie lumineuse maximisée dans le temps. Elle pourrait également contribuer a adapter les écosystémes aux
évolutions climatiques. Ainsi le role de la coopération entre les organismes vivants dans le processus de sélection
naturelle et le fonctionnement des écosystémes pourrait étre largement sous-estimé. S’inspirant de ces nouvelles
connaissances, des nouveaux systémes de culture bio-diversifiés et a hautes performances environnementales
peuvent étre congus.



ABSTRACT

The earth has passed more than 4 billion years, keeping on its surface temperatures compatible with life most of the
time. The geological cycle of carbon through erosion of rocks and volcanic eruptions contributes with other
processes to regulate the climate. However, over time, the co-evolution between living organisms and their
environment sometimes leads to breaks in the chemistry of the atmosphere (greenhouse gases, GHGs) and climate
leading to species extinction. Humans can be seen as the latest technical innovation of evolution causing a global
climatic and ecological accident. The combustion of fossil fuels and agriculture has increased the atmospheric CO,
concentration, the main GHG, from 280 to 400 ppm in 150 years with visible consequences on glaciers, climate and
sea levels. These global changes are accompanied by a drop in biodiversity. Forecasts for the 21st century predict an
acceleration of GHG emissions and extreme weather events that should lead to population displacements and
conflicts. However, unlike other species in the past, humans have the capacity to become aware of these changes and
to correct their trajectory. In addition to the socio-economic challenges posed by climate change, which are not the
subject of this manuscript, humans need knowledge on the functioning of ecosystems in relation to biodiversity in
order to anticipate the effects of global warming and to levers of action.

This HDR manuscript summarizes fifteen years of research on the biogeochemical cycles of terrestrial ecosystems in
the context of climate change and the development of sustainable agriculture. My research has helped to 1) explore
the metabolisms and factors controlling carbon and nitrogen fluxes, especially in the soil and plant rhizosphere, 2)
identify the life strategies of microorganisms and plants vis-a-vis of biochemical cycles and 3) a systemic analysis of
the exchange of matter between living organisms to understand the cascade effects and the feedback loops. The
applications of my research are to 1) improve the predictions on the impact of global changes (global warming,
atmospheric chemistry and agricultural models) on ecosystem services backed by biogeochemical processes
(production, carbon storage ...), 2) optimize the managements of grasslands and their services and 3) eco-design new
grain production system inspired from the functioning of permanent grasslands.

The results indicate a capacity of undisturbed biodiverse ecosystems (permanent grasslands, forests) to continuously
accumulate organic matter in soil creating a global carbon sink. Carbon storage in soils does not necessarily increase
with carbon inputs, it can even decrease. Thus, the increase in primary production in response to the rising
atmospheric CO, concentration will not increase the soil carbon sink. However, atmospheric nitrogen deposition,
symbiotic fixation, and mycorrhizal degradation of rocks are expected to intensify the soil carbon sink by alleviating
the stoichiometric constraints (nitrogen, phosphorus) of plants and soil-carbon-storing microorganisms. The transfer
of organic carbon into deep soil horizons allows storage of this carbon for millennia under specific conditions.
However, a change in rooting depth of plants can suddenly reactivate its mineralization in CO, by microorganisms of
the rhizosphere.

My investigations have highlighted the paradox of the synchronization between the microbial supply of mineral
nutrients and the demand of plants in natural ecosystems. Representing a major challenge in agriculture, this
synchronization is unlikely to occur spontaneously since it depends on two separate organisms whose responses to
environment factors differ. A regulating mechanism that adjusts supply to demand has been identified: two microbial
functional groups create a conveyor belt of mineral nutrients on which the plant feeds. In this way large amounts of
nutrients can be transferred from the soil to the plant while avoiding leaching and denitrification losses. It seems that
annual crops have lost this supply-demand synchronization mechanism, which explains their poor environmental
performance. However, the combination of a wheat with perennial plants has restored the synchronization supply-
demand and services associated with it.

These results suggest new lines of research. Biodiversity would help to create self-organized systems where
exchanges of matter are optimized to ensure the durability of the parties and a maximal use of light energy. It could
also contribute to adapting ecosystems to climate change. Thus the role of cooperation between living organisms in
the process of natural selection and the functioning of ecosystems could be largely underestimated. Inspired by this
knowledge, new bio-diversified and sustainable grain production systems can be designed.
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Chapitre

CONTEXTE

1. Evolution biogéochimique des surfaces terrestres et climat : cycles et ruptures

Sur terre, ce qui est remarquable et un peu énigmatique, c’est que notre planéte ait pu traverser plus de
4 milliards d’années en gardant a sa surface des températures compatibles avec la vie la plupart du
temps. Pour les scientifiques des sciences de la Terre et de I'atmospheére, il fallait trouver des
mécanismes qui permettent a notre planete de réguler sa température. Un des premiers « thermostats »
découvert est celui reliant la température a la surface du globe au cycle de I'eau et I'intensité d’un puits
de CO, atmosphérique, principal gaz a effet de serre, au fond des océans (Figure 1)(Berner, 2012;
Walker, 1981). A l'origine de ce puits de CO, atmosphérique il y a I’érosion des roches silicatées par les
précipitations. Cette érosion conduit a la libération de cations Ca** ou Mg** favorisant la dissolution du
CO, atmosphérique sous forme de carbonates (principalement HCO;) dans I'eau de ruissellement.
Transportés par les rivieres ces éléments s’accumulent dans les océans ou ils précipitent sous forme de
carbonates de calcium ou de magnésium (Ca- ou MgCQOs). Lorsque la température du globe augmente
suite a une éruption volcanique libérant massivement du CO,, I'évaporation de I'eau et les précipitations
s’intensifient. Ces précipitations accélérent |’érosion des roches, la formation de précipités de
carbonates et donc le stockage du CO, atmosphérique induisant au final une rétroaction négative sur la
température globale (régulation thermique).

Les organismes biologiques participent a cette régulation globale du climat en amplifiant la fixation du
CO, atmosphérique (Falkowski and Godfrey, 2008; Retallack, 1997). Les cyanobactéries, dont le
développement dépend de nutriments libérés par I'érosion des roches (e.g. Fe, P), fixent le CO,
atmosphérique pour former du carbone organique. Une fraction de ce carbone organique n’est pas
recyclée et s"accumule au fond des océans créant un puits de carbone. Le dépot de calcaire au fond des
océans est accéléré par les organismes formant des squelettes carbonés (Diatomées, coraux...). Enfin, les
végétaux amplifient le processus d’érosion des roches silicatées et sa réponse aux précipitations. En
effet, les racines fragmentent les roches et secretent des acides organiques favorisant leur dissolution.
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Figure 1 (a) Régulation de la température globale au travers du cycle des silicates, de I'eau et du carbone
a I’échelle des millions d’années. L’érosion des roches libérent des cations (e.g. Ca) provoquant la fixation
du CO, atmosphérique et le stockage du carbone sous forme de carbonates de calcium au fond des
océans. L'augmentation de la température (T°C) et des précipitations (P) intensifie ce puits de carbone
créant une rétraction négative sur la température ; (b) Contribution des organismes vivants au cycle du
carbone et a la régulation climatique globale. Les végétaux fixent le CO, atmosphérique par
photosynthese et incorporent du carbone organique dans les sols créant un puits de carbone. Ils
accélérent aussi la dégradation des roches silicatées via les activités racinaires libérant des minéraux (e.g.
Fe, Ca, P). Les minéraux s’accumulant dans les océans stimulent la fixation du CO, atmosphérique par la
biomasse aquatique (photosynthése, biominéralisation). Le carbone organique et le CaCO3 des squelettes
carbonés sédimentent au fond des océans créent un puits de carbone.

L’existence de ces mécanismes de régulation thermique ne doit pas faire oublier que le climat de la terre
a subi d’'importants changements climatiques (+15°C de variation de la température globale) entrainant
des modifications drastiques des surfaces terrestres (Glaciation totale « boule de neige », variation de
150 m de la hauteur des océans) et de la vie (Extinction ou explosion des especes) (Figure 2 & Figure 3).
Ces évolutions climatiques sont le résultat de processus physiques et écologiques dominants a
différentes échelles de temps, mais toujours imbriqués.
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Figure 2 Température globale moyenne au cours des 540 millions d’années. Reconstitution réalisée par
Fergus G. pour Wikipédia (acces 20.01.2019)



Les processus contrdlant le climat de la terre peuvent étre classés en trois catégories :

Les forcages astronomiques. C'est doute les plus connus et les mieux prédits des forcages du climat. A
I’échelle des milliards d’année, le climat de la terre est déterminé I’évolution de 'intensité lumineuse du
soleil. Celle-ci augmente de 7% par milliard d’années signifiant que la terre a I'heure actuelle est exposée
a environ 40% d’intensité lumineuse en plus que la terre jeune. Cette augmentation de l'intensité
lumineuse a été compensée par une diminution globale des gaz a effet de serre expliquant un climat
actuel plus froid qu’au début. En outre, le climat est influencé par la position de la terre par rapport au
soleil définit par les paramétres orbitaux de la terre (excentricité, obliquité, précession). Actuellement,
un fort ensoleillement de I’'hémisphere Nord s’accompagne d’un réchauffement global du fait d’un
albédo plus faible (plus de surface émergée par rapport a I’"hémisphére sud). Ainsi la variation des
parametres orbitaux expliquent la succession de périodes glaciaires et interglaciaires, avec une
fréquence de la dizaine et la centaine de milliers d’années, observable depuis le quaternaire (cycles de
Milankovitch).

Le forgage tectonique. La tectonique des plaques joue un réle direct sur le climat en modifiant les bassins
océaniques et donc la circulation des masses d’eau, et les reliefs (montagnes) et donc la circulation
atmosphérique et la distribution des précipitations. Elle joue également un réle indirect via le cycle des
silicates et des carbonates (Figure 1). Par exemple, I'éclatement du supercontinent Rodinia dans la zone
intertropicale il y a 750 millions d’années accélere I'érosion des roches silicatées et la séquestration du
CO, atmosphérique aboutissant a une glaciation planétaire (boule de neige)(Donnadieu et al.,
2004)(Figure 3). L'émergence de la chaine himalayenne démarrant il y a 50 millions d’années
contribuerait a la diminution continue du CO, atmosphérique et de la température globale de I’'Eocéne
au Pléistoceéne (Figure 2).

Le forgcage écologique. La compréhension de I'impact du vivant sur le climat est beaucoup plus récente et
donc bien moins connue que pour les autres forcages. Néanmoins il est sans appel que le climat de la
terre se retrouvera bouleverser avec I'apparition de la vie il y a environ 4 milliards d’années. Une des
particularités de ces organismes biologiques par rapport aux réactions chimiques inorganiques est de
pouvoir exploiter les énergies faibles grace a leurs enzymes. En abaissant I'énergie d’activation des
réactions chimiques, les enzymes permettent des transformations de la matiére a des températures ou
elles n"auraient pas lieu ou tres lentement. Grace a cette prouesse thermodynamique, a des innovations
évolutives incessantes et a leur capacité a se reproduire, les organismes vivants ont colonisé la tres
grande majorité des surfaces terrestres et aquatiques. La chimie de I'atmospheére et le climat s’en sont
retrouvés entierement modifiés. Les actions du vivant sur le climat sont extrémement variées et
I’objectif de cette introduction n’est pas d’en dresser la liste exhaustive mais plutot d’en faire ressortir
les traits saillants. En particulier, il est important de prendre conscience que les organismes vivants
agissent sur le climat via des processus continus et révolutionnaires. Les processus continus
correspondent aux activités de ces organismes et a leurs effets sur la concentration en gaz a effet de
serre et le cycle de l'eau: fixation photosynthétique du CO,, respiration du carbone organique,
transpiration de I'eau, dissolution rhizosphériques des roches (Figure 1). Globalement, les activités
biologiques ont contribué a un refroidissement global de la terre (Figure 2) en favorisant la séquestration
de carbone sous forme de carbonates dans les océans et de matiéres organiques dans les sols et les
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sédiments. Les processus révolutionnaires sont liés a I’évolution des organismes. L'évolution désigne la
transformation des espéces vivantes qui se manifeste par des changements de leurs caractéres
génétiques, morphologiques et fonctionnels au cours des générations. Ces innovations techniques ont
été plusieurs fois a I'origine de soubresauts biogéochimiques et climatiques.

1 ARCHEEN 2 PROTEROZOIQUE 5 PHANEROZOIQUE

— Glaciations planétaires

oncentration relative ———

ﬂnc

Temps (en milliards d'années)

Apparition de I'oxygene
dans I'atmospheére (GEO)

Apparition des premiéres
bactéries productrices d'oxygene

Les bactéries méthanogénes commencent a contribuer
notablement a la composition de I'atmosphére

L ADDQHUOF des premiers micro-organismes
consommant le dioxyde de carbone

L L'effet de serre du a la concentration élevée du dioxyde de carbone
atmosphérique compense le faible éclat du jeune Soleil

Figure 3 Variation de la concentration relative de I'atmosphére terrestre en oxygene, méthane et dioxide
de carbone, de la naissance de la terre a I’époque présente. Extrait de Ramstein (2017)

L'apparition des premiers organismes chimio-autotrophes (tirant leur énergie de |’oxydation de
molécules minérales) diminue la concentration atmosphérique en CO, mais augmente celle du méthane,
un gaz avec un pouvoir a effet de serre 25 fois plus puissant (Figure 3). Il s’ensuit un réchauffement
climatique trés important avec des températures supérieures 10 a 15 degrés a celles actuelles alors que
I'intensité lumineuse du soleil était bien inférieure. Puis |’apparition des premiéres bactéries
photosynthétiques productrices d’oxygéne il y a trois milliards d’années provoque le grand évenement
d’oxydation et la premiére glaciation planétaire. En effet, I'accumulation d’O, dans I'atmosphére va
conduire a une baisse concomitante du méthane et de I'effet de serre du fait d’une oxydation du
méthane en CO, et d’'une inhibition des organismes méthanogenes. La colonisation des surfaces
terrestres par les plantes vasculaires il y a environ 450 millions d’années est permise par une innovation
technique : la synthése de tissus lignifiés assurant le port érigé des végétaux. Ces nouvelles molécules
organiques étant pas ou peu dégradables par les microorganismes de I'époque s’accumulent dans les
sols créant un gigantesque puits de carbone: le charbon. Naturellement la concentration en CO,
atmosphérique diminue durant le carbonifere conduisant a une glaciation de la planéte qui ne sera que
partielle du fait de paramétres orbitaux spécifiques (Feulner, 2017). La fin du carbonifére et le
réchauffement qui s’ensuit est corrélée a I'apparition de microorganismes capables de secréter des
enzymes dégradant la lignine (peroxydase)(Floudas et al., 2012).
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Homo Sapiens est le dernier produit de I’évolution qui est en passe de transformer le cycle du carbone et
le climat. Deux innovations techniques majeures vont contribuer au développement de I’'Homme, a sa
domination sur toutes les autres especes et a sa colonisation de la plupart des surfaces terrestres:
I'agriculture et la combustion d’énergie fossile. Ces deux techniques apportent une grande quantité
d’énergie pour ses besoins physiologiques et ses activités (chauffer, transporter...). Le souci est que ces
deux techniques conduisent a la libération de grandes quantités de gaz a effet de serre (CO2, CH4, N20)
se traduisant sans surprise a une augmentation globale des températures (Figure 4).

Moyenne mondiale des anomalies de la temperature
en surface, combinant les terres émergées et les océans
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Figure 4 Changements climatiques observés depuis I'année 1850. (a) Moyenne annuelle et mondiale des
anomalies de la température de surface combinant les terres émergées et les océans par rapport a la
moyenne établie pour la période 1986-2005 ; (b) Moyenne annuelle et mondiale de I’évolution du niveau
des mers par rapport a la moyenne établie pour la période 1986-2005; (c) Concentrations
atmosphériques des gaz a effet de serre que le dioxyde de carbone (CO,, vert), le méthane (CH,, orange)
et I'oxyde nitreux (N0, rouge). Source GIEC, changements climatiques 2014, Rapport de synthése.

En soi I'action de ’'Homme sur le climat au travers d’une modification des gaz a effet de serre n’est pas
tres différente des autres especes par le passé, exception faite peut étre de la rapidité avec lequel
s’opere le changement. En deux siécles 'Homme a fait passer la concentration en CO, atmosphérique de
280 a 400 ppm. Il faut revenir 3 millions d’années en arriere pour retrouver une concentration
équivalente. Quel était alors le climat ? Il était plus chaud d’environ 2°C que I’actuel et le niveau marin
était de 10 m plus élevé ; en effet, la calotte du Groenland était tres réduite. Et I'augmentation de la
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concentration en gaz a effet de serre augmente exponentiellement: entre 1989 et 2019 la concentration
en CO, atmosphérique a augmenté autant que pendant les 150 ans précédent 1989.

Contrairement aux autres especes par le passé, ’'Homme a également la capacité, au moins en partie, de
prendre conscience de son impact sur le climat et des conséquences dramatiques pour sa survie et celles
des autres especes. En 1988, I'ONU crée le Groupe d'experts intergouvernemental sur I'évolution du
climat (GIEC ou IPCC pour la version anglaise) pour synthétiser les études scientifiques sur le climat. Dans
son cinquieéme rapport, le GIEC informe que linfluence de I'homme sur le systeme climatique est
clairement établie et, aujourd’hui, les émissions anthropiques de gaz a effet de serre sont les plus
élevées jamais observées. Le réchauffement du systeme climatique est sans équivoque et, depuis les
années 1950, beaucoup de changements observés sont sans précédent depuis des décennies voire des
millénaires. L’atmosphére et I'océan se sont réchauffés, la couverture de neige et de glace a diminué, et
le niveau des mers s’est élevé. Des changements ont été constatés depuis 1950 environ en ce qui
concerne bon nombre de phénoménes météorologiques et climatiques extrémes. Certains de ces
changements ont été attribués aux activités humaines, notamment la diminution des extrémes de froid,
I"augmentation des extrémes de chaleur, la hausse des niveaux extrémes de pleine mer et la
multiplication des épisodes de fortes précipitations dans diverses régions. Les projections réalisées sur la
base de tous les scénarios d’émissions considérés indiquent une augmentation de la température de
surface au cours du XXle siécle (entre +2 et +4°C selon les scénarios considérés). Il est trés probable que
la fréquence et la durée des vagues de chaleur augmenteront et que les précipitations extrémes vont
devenir plus intenses et plus fréquentes dans de nombreuses régions. Les océans vont continuer de se
réchauffer et de s’acidifier et le niveau moyen de la mer de s’élever. De nombreux aspects des
changements climatiques et de leurs répercussions continueront de se manifester pendant des siecles,
méme si les émissions anthropiques de gaz a effet de serre sont stoppées. Les risques de changements
abrupts ou irréversibles augmentent a mesure que le réchauffement s’amplifie. Si ’'Homme prend la
mesure de |'urgence et décide d’agir pour le climat, il n’a d’autres choix que de réduire ses émissions de
gaz a effet de serre au plus vite et de créer des puits de carbone.

2. Cycle contemporain du carbone

Le carbone subit des transformations cycliques et circule entre les grands réservoirs que sont
I'atmosphere, les océans, les écosystémes terrestres, les sédiments et les roches. Les roches, les couches
intermédiaires et profondes des océans et les sédiments renferment les plus grandes quantités de
carbone (Figure 5). Cependant, les temps de renouvellement du carbone au sein de ces compartiments
atteignent plusieurs milliers a millions d’années. Ces compartiments sont donc peu dynamiques et
contribuent peu au cycle contemporain du carbone. A l'inverse le carbone circule beaucoup plus
rapidement a travers I'atmosphére, les écosystemes terrestres et les océans de surface pour lesquels les
temps de renouvellement du carbone varient de quelques années a milliers d’années. Le faible temps de
résidence de ces compartiments rendent ces compartiments trés réactifs aux évolutions des facteurs
abiotiques et biotiques, et en particulier celles provoquées par les activités anthropiques.

2.1 Avant la révolution industrielle
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Figure 5 Schéma simplifié du cycle contemporain du carbone. La taille des compartiments et flux de
carbone est donnée pour la période avant I’ére industrielle (début en 1750 ; chiffres en noir) et pour 2011
(chiffres en rouge indiquant la variation induite par les activités anthropiques). DIC, carbone inorganique
dissous ; DOC, carbone organique dissous. Source des données (Ciais et al., 1997; Houghton et al., 2012;
Quéré et al., 2015, 2016)

L’atmosphére. Le compartiment de carbone atmosphérique est essentiellement constitué de CO, et d'un
peu de méthane (- 2 ppm). La tres faible concentration en méthane est expliqué l'instabilité du méthane

qui s’oxyde rapidement en CO, en présence d’oxygéne (temps de vie du méthane dans I'atmosphére
<10 ans). Au contraire, le CO, est une molécule stable dont la concentration est maintenue entre 180
ppm and 290 ppm depuis au moins 2.5 millions d’années. Le temps de résidence du CO, dans
I'atmosphére n’excede pas 5 ans du fait d’importants échanges avec les autres compartiments.

Les océans. Le CO, atmosphérique se dissous dans la couche superficielle des océans constituant un
réservoir de carbone de 1000 Pg de carbone sous forme de carbonates, principalement du HCO;  (Figure
5). La quantité de carbonates dans cette couche océanique dépend de la pression partielle de CO,
atmosphérique, de la concentration en sels et de la température océanique laquelle varie selon la
latitude. Sur le tapis roulant des océans, il existe des zones froides ol le CO, atmosphérique se dissous
dans les océans, et des zones chaudes de dégazage. Le mélange des couches de surface avec les couches
intermédiaires et profondes prend en moyenne 1000 ans ce qui explique que ces dernieres influences
pas ou peu le cycle contemporain du carbone. La biomasse vivante des océans, dominée par des
cyanobactéries a turnover rapide comparé aux plantes vasculaires terrestres, renferme peu de carbone.
Cependant, elles générent néanmoins des flux de carbone important (40-50 PgC an™) au travers de la
photosynthése et la respiration. Elles contribuent également a la formation de carbone organique
dissous et particulaire dont une grande fraction s’accumule dans les couches profondes océans et les
sédiments. Dans cette accumulation de matiéres organiques qui constituent un puits de carbone pour
I’'atmospheére, il existe une similitude entre les océans et les écosystemes terrestres.
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La biosphére terrestre et les sols. Ce compartiment est constitué pour un cinquieme de la biomasse des
végétaux pour quatre cinquieme des matieres organiques des sols (Figure 5). Avec ces 2900 Pg de
carbone il constitue un réservoir de carbone cing fois supérieurs au compartiment de carbone
atmosphérique. Les échanges de CO, entre I'atmosphére et les écosystemes sont rapides et intenses. Le
CO, atmosphérique est fixé par les végétaux et transformé en biomasse végétale en utilisant I’énergie
solaire au travers du processus de photosynthése. La photosynthése est donc le processus
biogéochimique par lequel le carbone passe de sa forme oxydée présente dans I'atmosphéere a une
forme réduite (organique C) selon la réaction

2n CO, + 4n H,0 + photons = 2(CH,0)n + 2n O, + 2n H,0.

Cette réaction de polymérisation converti I’énergie solaire en énergie de liaisons chimiques. Par
conséquent, les molécules organiques produits par les végétaux et transformés par les végétaux stockent
une partie de I’énergie solaire. C’est cette énergie qui va alimenter la plupart des organismes vivants au
travers des chaines alimentaires. La quantité de carbone qui est fixée de I'atmosphere et convertie en
carbone organique est appelés production primaire produite (GPP)(Figure 6). A I’échelle globale la GPP
représente 108.9 Pg an™. La quasi-totalité du carbone organique produit par la photosynthése est respiré
par les végétaux, les microorganismes et les végétaux. La respiration est la réaction inverse de la
photosynthése dans le sens ou elle transforme le C organique en CO, libérant de I'énergie:

2(CH,0)n +2n O, + 2n H,0 - 2n CO; + 4n H,0 + Energie (ATP)

L’énergie libérée et utilisable par les organismes vivants est I'adénosine triphosphate (ATP). Environ la
moitié de la GPP est respirée par les végétaux (autotrophic respiration AR) tandis que I'autre moitié est
synthétisée en racines, feuilles, rhizodepositions... Cette nouvelle production de matiere est appelée
production primaire net (NPP)(Figure 6).

NPP = GPP — AR

C'est cette matiere qui va étre pris en charge par les organismes hétérotrophes qui tirent leur énergie de
I’oxydation de carbone organique (heterotrophic respiration HR). Une fraction de la NPP peut étre
utilisée par les herbivores mais I'essentiel est respiré par les microorganismes décomposeurs du sol. Ces
décomposeurs prennent en charge les organes morts des végétaux et animaux ainsi que les composés
organiques libérés par les racines des végétaux. La somme AR+HR constitue ce qu’on appelle la
respiration des écosystémes (ER). A I’échelle globale, ER génére un flux de CO, trés important (107.2 PgC
an™) de l'ordre de grandeur de la GPP. La différence entre la photosynthése et la respiration des
écosystemes détermine I'échange net des écosystemes (NEE)(Figure 6)

NEE = GPP - AR - HR

ER

Un petit décalage existe entre la GPP et ER car les écosystemes jouent un réle de puits de carbone. A
I’échelle globale ce puits de carbone représente 1.7 PgC an.;, correspondant environ a 1.6% de la GPP.
Bien que les processus a 'origine de ce puits de carbone ne soient pas entierement compris il résulte

14



essentiellement de I'accumulation dans les sols de matiéres organiques libérées par les microorganismes
des sols. Ce puits peut également provenir de I'accumulation de carbone dans les troncs d’arbres en
croissance du fait de jeunes foréts en progression ou d’anciennes foréts ayant subi un événement
catastrophique (e.g. climatique) provoquant une forte mortalité puis une régénération du peuplement.
Le stockage ou le déstockage de carbone des écosystemes est déterminé par le calcul du bilan de
carbone organique de |'écosysteme

AOrgEco =GPP —ER+1-0 - OX,,

ou | et O représentent respectivement les entrées et les sorties de carbone organique de I’écosystéeme et
OX,. correspond a I'oxydation du carbone organique en CO, par des voies non cellulaires (e.g. oxydation

extracellulaire du carbone par les catalyseurs libres du sol).
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Figure 6 Flux de dioxyde de carbone et de carbone organique constituant le bilan de carbone des
écosystemes.

2.2 Evolution depuis I'ére industrielle

2.2.1 Emissions anthropiques de CO,

Ces trois derniers siecles, I'Homme a fortement perturbé le cycle du carbone en injectant dans
I’'atmosphére de grandes quantités de CO, (Figure 7). Ces émissions ont démarré des milliers d’années
plus tot avec I'agriculture et donc la conversion de foréts et de prairies en sols cultivés. Cependant, ces
émissions se sont intensifiées avec la révolution industrielle et la croissance de la population humaine.
Entre 1750 et 2011, I'agriculture a émis 210 PgC sous forme de CO, et CH, dans I’atmosphere(Ussiri and
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Lal, 2017). Ces gaz a effet de serre viennent la combustion et la dégradation microbienne des arbres
suite a la déforestation, et de la minéralisation microbienne des matiéres organiques du sol. Sur la méme
période, la combustion de combustibles fossiles (charbon, gaz, pétrole) a ajouté 375 PgC dans
I’'atmosphére. D’abord dominée par I'agriculture les émissions anthropiques de CO, ont pour principale
source la combustion des énergies fossile devient la principale source a partir des années 1920.
Aujourd’hui les émissions de CO2 par I'agriculture ne représentent plus que 10% des émissions totales.
Cette diminution de la part de l'agriculture a pour origine une augmentation exponentielle du
I'utilisation des combustibles fossiles et une diminution de la conversion d’écosystemes naturels en sols
cultivés pour diverses raisons (épuisement des surfaces disponibles, sensibilisation des citoyens a la
déforestation, politique de préservation des milieux naturels).

2.2.2 Puits de carbone terrestre et océanique

De ces 555 PgC de carbone anthropique émis dans I'atmosphére, moins de la moitié se retrouve dans
I’'atmosphére (Figure 7). Le reste a été absorbé par les océans et les écosystemes terrestres signifiant que
ces compartiments agissent actuellement comme des puits de carbone.
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Figure 7 Emissions annuelles anthropiques de CO, et sa distribution dans les grands réservoirs de la
planete. Les écosystéemes terrestres et les océans agissent comme des puits de carbone freinant
I’'augmentation du CO, atmosphérique et le réchauffement climatique qui en découle. Tiré de (Ciais et al.,
2014)

Le puits de carbone des océans et des écosystémes terrestres représentent respectivement 2.9 et 2.6
GtC an™ soit 26 et 24% des émissions anthropiques de CO,. Le puits de carbone océanique est expliqué
par une accumulation de CO, et de carbonates dans les océans résultant d’'un changement de la
différence de pression partiale du CO, (pCO,) entre I'atmosphére et les eaux de surface des océans
(Figure 5 & Figure 7). Si les émissions anthropiques de CO, continuent d’augmenter, il est probable que
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le puits de carbone océanique sature dans les années a venir du fait d’une acidification des océans et
d’une diminution de la solubilité du CO, dans les eaux des océans qui se réchauffent. Sur le trés long
terme (> siécles), le mélange des eaux de surface avec les eaux profondes permettra aux océans
d’absorber 50 a 80% du CO, anthropique(Ussiri and Lal, 2017). L’origine du puits de carbone terrestre est
plus compliquée a appréhender pour diverses raisons. La distribution du carbone est tres hétérogene sur
les surfaces terrestres a la fois horizontalement (grande variabilité latitudinale et longitudinale de la
biomasse végétale et du carbone du sol) et verticalement (le long du profil de sol). De nombreux
écosysteémes différents sont impliqués dans la séquestration de carbone. Cette séquestration du carbone
dépend d’un équilibre versatile entre photosynthése et respiration de I’écosysteme sous le contréle d'un
grand nombre de facteurs biotiques (activités et diversité des plantes, microorganismes, enzymes du
sol...) et abiotiques (température, humidité de sol...). Cependant, il est clairement établit que ce puits de
carbone terrestre est créé par les écosystemes terrestres non convertis en sols cultivés (foréts, prairies,
tourbiéres). La fixation de carbone par ces écosystemes (GPP) aurait été stimulée par une fertilisation
globale carbonée (augmentation du CO, atmosphérique) et azotée (augmentation des retombées
d’azote atmosphérique)(Ciais et al., 2014). Les satellites ont également observé un verdissement des
surfaces terrestres au niveau des hautes latitudes conduisant a une augmentation de la GPP globale de
12%(Ciais et al., 2014). Ce verdissement serait le fruit du réchauffement global améliorant les conditions
de développement des plantes dans les régions les plus froides. Les plus grandes incertitudes subsistent
sur la capacité des écosystémes terrestres a maintenir ou non leur puits de carbone dans les prochaines
années. De nombreuses expérimentations manipulant la concentration en CO, suggerent que les
écosystémes ne maintiennent pas leur puits de carbone sur le long terme(Groenigen et al., 2014a). Au
bout de quelques années la GPP des plantes semblent limitées par d’autres facteurs et la respiration des
sols augmentent compensant les incorporations de carbone dans les sols. Le maintien du puits de
carbone terrestre dépend également des évolutions climatiques et de leur impact mal compris sur
I’équilibre photosynthése-respiration (GPP/ER) des écosystémes terrestres. Le processus le moins bien
compris reste la respiration des sols et sa réponse a la température.

3. Interactions écosystémes terrestres-climat : risque et opportunité

3.1 Risque d’un emballement du réchauffement climatique

Les écosystemes terrestres renferment un stock de carbone plus de trois fois supérieur a celui de
I’atmosphere (Figure 5) signifiant qu’une petite variation du stock de carbone terrestre induira des
changements majeurs de la concentration en CO, atmosphérique et du climat qui en dépend. Et ces
changements peuvent s’opérer trés rapidement (quelques années a dizaines d’années) puisque les
échanges de CO, entre I'atmospheére et les écosystemes sont quantitativement importants par rapport
au stock (la respiration des écosystemes génére un flux de C annuel correspondant a 15% du réservoir
atmosphérique, Figure 5). Les évolutions climatiques de ces dernieres années ont plutot été favorables a
une séquestration de carbone par les écosystémes (fort ratio GPP/ER) comme le montre la mesure des
puits de carbone.
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Figure 8 Effet direct et indirect de I’homme sur la concentration en CO, atmosphérique et la température
globale. Les émissions de C anthropique induisent un réchauffement global pouvant provoquer une
libération de carbone des écosystémes, en particulier des sols, lesquelles rétroagissent positivement sur
I’'augmentation de la température (emballement climatique). La séquestration de carbone dans les
écosystemes est un moyen d’atténuer le réchauffement climatique.

Cependant, les expérimentations manipulant certains paramétres du climat comme la température et la
sécheresse suggerent que les écosystemes pourraient basculer d’une fonction de puits a une fonction de
source dans les dizaines d’années a venir. Les activités microbiennes et la température étant corrélées
positivement sur le court terme, I'augmentation de la température pourrait accélérer la minéralisation
microbienne du carbone du sol libérant de grandes quantités de CO, et de CH, (Figure 8)(Davidson and
Janssens, 2006; Knorr et al., 2005). Cependant, d’autres expérimentations conduites a plus long terme
suggéerent un phénomene d’acclimatation de la minéralisation microbienne a la température (Bradford
et al., 2019; Christian P. Giardina and Ryan, 2000; C. P. Giardina and Ryan, 2000; Luo et al., 2001). Le
dégel progressif des permafrosts va exposer de grandes quantités de matiéres organiques accumulées
depuis des dizaines milliers d’années a |'oxydation microbienne libérant de grandes quantités de CO,
(Keuper et al.,, 2017). Ce dégel peut également libérer de grandes quantités méthane via une
déstabilisation des hydrates de méthane. La fréquence des sécheresses estivales et des évenements
climatiques extrémes comme les tempétes et les vagues de chaleur augmentent avec le réchauffement
climatique. Ces facteurs climatiques ont des effets négatifs bien plus marqués sur les végétaux et leur
activité photosynthétique que sur les microorganismes et leur activité de minéralisation des matiéres
organiques des sols(Ciais et al., 2005). De plus, étant donné que la niche climatique des especes
végétales se déplace vers I'hémisphére nord et en altitude, le maintien de la photosynthese sous
réchauffement climatique dépend de la migration des especes. Chez certaines especes végétales,
notamment chez les arbres, la vitesse de migration ne sera pas suffisante. Par conséquent, le
réchauffement global pourrait a I’avenir déclencher une chute de la photosynthése, un maintien ou une
accélération de la respiration microbienne conduisant a une libération massive de CO, dans
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I’atmosphere. La rétroaction positive sur le climat des écosystémes terrestres, en particulier des sols,
signifierait une instabilité du systéme écosysteme terrestre-climat exposant la terre a un emballement
climatique.

3.2 Opportunité : atténuer le réchauffement climatique

Si les interactions écosystemes terrestres-climat est parfois vu comme une menace, il constitue
également une opportunité pour I’'Homme d’atténuer le réchauffement climatique. L'Homme a la main
sur les écosystémes terrestres et sur leur fonctionnement. Il peut choisir les types d’écosystemes
recouvrant les surfaces terrestres et agir dessus au travers de nombreuses techniques: choix des
especes végétales, récolte ou non de la biomasse, irrigation, travail du sol, fertilisation minérale...
Historiquement son action sur le stock de carbone des écosystémes terrestres a été négative du fait de la
conversion d’écosystemes naturels en terre cultivée et de pratiques agricoles maximisant la production
de nourriture mais appauvrissant les sols en matiéres organiques. Une modification des écosystemes
terrestres en vue de réduire le recours aux énergies fossiles et de séquestrer du carbone est possible.

La biomasse végétale (bois, cellulose, huiles, alcool) renferme de I'énergie solaire qui a été transformée
en énergie de liaison chimique. La biomasse végétale est un donc combustible utilisable pour de
nombreuses applications (chauffage, carburant...). Le CO, libéré lors de la combustion de la biomasse a
été précédemment fixé par les végétaux si bien que son impact sur la teneur en CO, atmosphérique est
nul. La biomasse est donc considérée comme une énergie renouvelable qui pourrait étre utilisée afin de
réduire 'empreinte de 'Homme sur le climat. Cependant, |'utilisation de la biomasse comme source
d’énergie pour ’lhumanité est limitée par des contraintes physiques incontournables. Actuellement 38%
de la NPP est déja récoltée par 'Homme et il est estimé que 53% de la NPP n’est pas récoltable du fait de
contraintes d’acces et de fractions de la biomasse non utilisables (e.g. Racines)(Running, 2012). Hors la
production de nourriture devrait augmenter de 80% afin de satisfaire la demande de 9.8 milliard
d’individus a I'aube de 2050. Il y a donc une compétition de plus en plus forte entre la production de
nourriture et de biomasse énergie qui limite de fait la substitution des énergies fossiles par la biomasse.
De plus, une part des bioénergies est actuellement obtenue avec des pratiques non durables impliquant
I'utilisation de fertilisants minéraux sur des sols cultivés qui perdent du carbone organique et émettent
du CO..

Une autre maniere d’atténuer I'empreinte de 'Homme sur la teneur en CO, atmosphérique est la
séquestration de carbone dans les océans et les écosystemes terrestres. La séquestration correspond a
absorber une fraction du CO, atmosphérique et a transférer ce carbone dans des compartiments ou il
sera maintenu sur le long terme. Les océans et les écosystéemes séquestrent déja I’équivalent de la
moitié des émissions de C anthropiques. Il suffit pour 'Homme d’augmenter les niveaux de
séquestration afin de compenser totalement les émissions anthropiques. Et le potentiel de séquestration
est gigantesque : une petite modification (5%) des échanges de CO, entre les océans et les écosystemes
terrestres avec I'atmosphere peut annuler les émissions de C anthropiques. Le puits de carbone créer par
la dissolution du CO, dans les océans est difficilement amplifiable puisqu’il dépend des grands courants
marins mélangeant les eaux de surface et profondes. Au contraire, le puits de carbone terrestre est
manipulable par I'Homme puisqu’il dépend des types d’écosystémes terrestres maintenus, implantés et
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gérés. Le puits de carbone terrestre actuel est essentiellement constitué par les écosystemes naturels ou
perturbés tels que les foréts, les tourbieres, les savanes et les prairies permanentes(Ussiri and Lal, 2017).
Agir sur ces écosystemes afin d’accroitre encore leur fixation de carbone ne devrait certainement pas
étre la priorité. En effet, ces écosystémes sont déja extrémement performants d’un point de vue
environnemental (stockage de carbone, rétention des nutriments, stabilité des sols) et soutiennent une
grande diversité végétale et animale comparés aux agrosystémes créés par 'Homme. De plus, ces
écosystemes naturels renferment de nombreuses boucles de rétroaction qui rendent leurs réponses a
des modifications de leur milieu difficilement prévisibles. Une opportunité trés intéressante d’accroitre
le puits de carbone terrestre est de restaurer les stocks de carbone organique des sols agricoles (sols
cultivés, prairies temporaires et permanentes).

CARBON SEQUESTRATION IN SOILS
FOR FOOD SECURITY AND THE CLIMATE

While pursuing the indespensible effort to decrease
drasticall the green house gases (GHG) emissions due to
human actiities increasing soil organic carbon
sequestration could make a substantial contribution to
GHG mitigation efforts. A thearetical annual increase of
the world soil organic carbon stock by 0% of it value
would be larger than the 2015 annual increase in (O
inthe atmasphere, which is a major contributor to the
qreenhouse effect and climate change  this is the origin
of the *4 per 1000 title of this Initiative.

UUR LA SEGURI

Ti='

orlds sells.

the aims of food security and the combat against climate cha

Figure 9 Signature des accords 4/1000 a la COP22 de Marrakech et plaquette présentant le concept des
4/1000.

Ce stockage de carbone dans les sols est I'objet de I'initiative internationale 4/1000 lancée par le France
lors de la COP21 organisée a Paris en 2015 et signée a la COP22 de Marrakech (Figure 9). Afin de
souligner le potentiel des sols a atténuer le réchauffement climatique, l'initiative souligne qu’une
croissance de 4/1000 du taux de carbone dans les 30 premiers centimétres de sol stopperait
I’augmentation annuelle de gaz carbonique (CO,) dans I’atmosphére (4 PgC an™). Il y a de nombreux co-
bénéfices a stocker des matiéres organiques dans les sols. Les matieres organiques du sol réduisent
I’érosion des sols, favorisent linfiltration de I'eau et réduisent le ruissellement provoquant les
inondations, augmentent les réserves de nutriments et d’eau et in fine les productions agricoles. La
dégradation des sols menace plus de 40% des terres émergées et les déreglements climatiques
accélérent ce processus. Hors cette dégradation des sols a des effets néfastes sur la sécurité alimentaire
et l'agriculture familiale. Par conséquent, augmenter les stocks de matieres organiques des sols
contribue au triple défi de la sécurité alimentaire, de I'adaptation des systemes agricoles et forestiers
des populations aux déréglements climatiques et de I'atténuation des émissions d’origine anthropique.
De nombreuses solutions existent déja pour augmenter les stocks de matiéres organiques des sols:
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recyclage des matiéres organiques, agriculture de conservation, reforestation ou implantation de prairies
sur les sols dégradés, aménagement du territoire. Néanmoins les teneurs en matiére organique sont
maintenues a des niveaux tres faibles dans la plupart des sols cultivés du fait de pratiques inadaptées et
d’une connaissance insuffisante des processus d’accumulation des matiéres organiques des sols (INRA
Expertise Scientifique Collective, 2002; Martin et al., 2011).

4. Couplage des cycles du carbone, de l'azote et du phosphore dans les
écosystémes terrestres.

4.1 Origine du couplage des cycles biogéochimiques

Les cycles du carbone, de I'azote et du phosphore sont étroitement couplés. L’origine de ce couplage est
I'existence de réactions chimiques ol interagissent ces éléments (Elser et al., 1996). Ces réactions
peuvent se produire de maniére spontanée dans I’'environnement ou étre organisées par les cellules des
organismes vivants. Par exemple, les oxydes nitreux (NOx) participent a la dégradation du CH, en CO,
dans I'atmosphére. De maniére trés importante, les organismes vivants participent au couplage des
cycles biogéochimiques du fait de leurs contraintes steechiométriques. Ces contraintes sont définies par
le fait que les organismes vivants sont composés d’environ 20 éléments dont les ratios sont bien définis
et dépendent de I'assemblage des structures fondamentales du vivant (ADN, protéines, lipides)(Figure
10).

© Hydrogen
© Oxygen

@ Nitrogen

© Carbon

© Phosphorus

Minor groove

Major groove

Pyrimidines  Purines

Figure 10 Composition élémentaire de I’acide désoxyribonucléique (ADN).

Par conséquent, la modification de la disponibilité d’'un élément (e.g. carbone sous forme de CO, pour
les végétaux) n’influencera pas seulement la productivité biologique mais aussi la disponibilité et les
besoins d’autres éléments pour les organismes (e.g. limitation en phosphore et azoté des végétaux) et,
sur le plus long terme, la structure et le fonctionnement des écosystemes.

4.2 Couplage des cycles de I'azote et du phosphore dans les écosystemes sans
perturbations anthropiques
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Bien que la disponibilité de nombreux éléments peut influencer le fonctionnement des écosystemes, les
deux éléments limitants majeurs aprés le carbone sont I'azote et le phosphore. Les roches ne contenant
pas ou tres peu d’azote les voies d’entrée d’azote dans les écosystemes sont majoritairement la fixation
symbiotique d’azote atmosphérique (N,) suivie par les retombées d’azote atmosphérique (Figure 11).
Dans le systéme biologique fixateur de N, les conditions optimales de la catalyse biologique
correspondent a une pression de 0,2 a 1,0 atmosphére de N, et une température de 30-35 °C, alors que
les conditions de la catalyse chimique sont trés séveres : pression de 250-1000 atmosphére de N, et
température de 450 °C. Cette prouesse thermodynamique est permise par la nitrogénase des bactéries
Rhizobium cultivées par les plantes symbiotiques dans leurs nodosités. Cette enzyme catalyse la réaction
suivante :

N, +8 H" + 8 e + 16 Mg-ATP > 2NH; + H, + 16Mg-ADP + 16P;

A l'installation d’un écosysteme suite a un événement catastrophique (e.g. éruption volcanique), la
production des végétaux et les activités microbiennes sont principalement limitées par I'entrée d’azote.

o,
, \ co;
h Photosynthesis
{6000-8000 kg Cyr')
I . l f Respiration
entrification A 1 l’ \: (5m7m<;C)'f")
13 TEIN
1 1 \”

A . it g Absorptic

NOs,NH; fbsopton TS e N
| $0-300 kg Ny :3, mf'r ie”l”.’_ £}7_| /O:: udedP

Leaching N Soil organic matter (C,N, H, P)

TRLE A HPOL L

7 i Perent meteriel

Figure 11 Schéma simplifié des cycles couplés du carbone, de I'azote, du phosphore et de I'eau dans un
écosysteme terrestre. Les flux de carbone et d’azote exprimés en kg de carbone et d’azote par hectare et
par an sont des ordres de grandeurs pour des écosystémes tempérés et tropicaux non inondés (condition
aérobie).

Au fur et a mesure des millénaires, de I'azote s’accumule dans I'écosysteme sous forme de matiéres
organiques des sols. Ces matiéres organiques sont minéralisées par les décomposeurs hétérotrophes du
sol, principalement des bactéries et des champignons, libérant de I'azote soluble, essentiellement
minéral, disponible pour la nutrition minérale des plantes (Figure 11). Ainsi, au fur et a mesure de
I'accumulation d’azote organique la limitation azotée des organismes est levée et de la production
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primaire augmente. Le co(t énergétique de la fixation symbiotique (8 ATP / NHj; fixé) rend cette voie
d’acquisition d’azote pour la plante moins intéressante que le prélevement d’azote minérale. Par
conséquent, le recyclage de l'azote des matieres organiques déposées par les végétaux devient la
principale source d’azote pour le couvert végétal (Vitousek et al., 2002). Les pertes d’azote des
écosystémes se produisent au travers du lessivage des nitrates non retenus par les particules du sol du
fait de leurs charges négatives, et des émissions de N, et N,O au cours de la nitrification et de la
dénitrification. Dans les écosystemes peu perturbés telles que les prairies permanentes ou les foréts, les
pertes d’azote sont largement compensées par les entrées permettant une accumulation de I'azote
organique dans le sol au cours du temps.

Le phosphore incorporé dans le vivant vient de la dissolution des roches (apathies) libérant des
phosphates :

Cas(PO,);0H + 4H,CO; <> 5Ca®* + 3HPO,> + 4HCO;5 + H,0

Ces phosphates peuvent étre absorbés par les végétaux ou rapidement s’adsorber sur les particules du
sol ou précipiter avec des cations (Ca ou Mn)(Figure 11). Du fait de la forte réactivité des phosphates
avec I'environnement physicochimique du sol, la concentration en phosphate dans la solution du sol est
typiquement faible. Hors la plante ne peut absorber que les phosphates solubles. Elle a donc développé
différentes stratégies (Hinsinger, 2001) afin de solubiliser le P des pools inorganiques et organiques
(matieres organiques des sols) incluant 1) la sécrétion de ligands désorbant le P des particules du sol et
d’acides organiques solubilisant le P des roches et des précipités, 2) la sécrétion de phosphatases
libérant le phosphore de la matiére organique des sols et 3) I’association symbiotique avec les
champignons mycorhiziens. Dans cette symbiose, les racines fournissent I'énergie organique essentielle a
ces organismes hétérotrophes tandis que les champignons fournissent du P a la plante en colonisant tres
grands volumes de sol grace a leurs hyphes et en secrétant des phosphatases. Contrairement a |'azote
dont la réserve atmosphérique est quasiment infinie pour les organismes vivants, la réserve en P des
écosystémes naturels est limitée par la quantité de P présent dans la couche superficielle des roches.
Cette réserve est maximale a 'installation des écosystemes et décroit avec le temps (Figure 12).

Mineral

A Occluded
Organic

Time

Weight of P/unit area of soil

Figure 12 Evolution du phosphore totale et de ses différentes formes au cours du temps. Tiré de (Filippelli,
2008)
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En effet, méme si le P est mieux retenu par les particules du sol que a I'azote, du P sort continuellement
des sols du fait d’'un lent mais continu lessivage de P soluble ou particulaire. A moins d’une érosion
continue du sol offrant a I'écosystéeme de la roche fraiche (cas des montagnes), le sol s’appauvrit en P
conduisant avec le temps (milliers-millions d’années) a un déclin des principales fonctions des
écosystémes (diminution de la production primaire, ralentissement de la décomposition microbienne...).
Les écosystemes de toutes les zones climatiques sont exposés a ce déclin lié au P mais les zones
tropicales sont plus exposées du fait de sol plus ancien et trés dégradé par le climat. Avec I'épuisement
des réserves de P inorganique au cours de I'évolution des sols, la minéralisation des matieres organiques

du sol devient une source de P essentielle pour les végétaux.

4.3 Perturbations anthropiques du cycle de I'azote

Jusqu’a I'ére industrielle, la fixation symbiotique a été la principale source primaire d’azote pour les
cultures, l'autre voie, reposait sur le recyclage de I'azote grace a 'association étroite entre cultures et
élevages (Galloway et al., 2008; Peyraud et al., 2012). L’élevage a longtemps servi — et sert toujours dans
de nombreux pays — a récolter I’azote accumulé dans les prairies permanentes par fixation symbiotique
et retombées d’azote atmosphérique afin de le transférer sur les cultures. Ce transfert se faisant au
travers du paturage et la consommation de foin par les animaux lesquelles produisent de l'urine et de
feces qui sont épandus sur les cultures. La mise au point du procédé Haber-Bosh au début du 20°™
a permis la synthese industrielle d’ammoniac a partir de I’azote atmosphérique et de méthane et rendu
possible la fertilisation des sols sans association avec |'élevage. La généralisation de I'emploi des
fertilisants chimiques a partir des années 1950 explique pour beaucoup la croissance trés rapide de la

siecle

production agricole mondiale. Ainsi d’une situation ou I'azote réactif était limitant pour les productions
agricoles, nous sommes passés a une situation ou l'azote est devenu facilement disponible et bon
marché. En paralléle, un processus d’industrialisation de I’agriculture s’est mis en place conduisant a une
spécialisation régionale des productions et a une séparation géographique des zones de culture et
d’élevage. Cette spécialisation des productions agricoles s’est accompagnée de transport de nutriments
sous forme d’engrais, d’aliments pour animaux et de viande sur des distances de plus en plus longues
générant des émissions de gaz a effet de serre. D’abord en France avec, par exemple, un transfert de
céréales entre le bassin parisien et la Bretagne spécialisée dans I’élevage. Ensuite, ces échanges de
matiére se sont largement globalisé dans les années 70-80 comme pour le reste de de I’économie (Figure
13)
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Figure 13 Quantités d’azote échangées en 2014 au travers du marché mondial de fertilisant (A), de grains
(B) et de viande (C) exprimées en milliers de tonnes (Galloway et al., 2008).

L'usage excessif de I'azote réactif, joint a une spécialisation des productions agricoles concentrant les
nutriments dans certains régions et des périodes de sols nus, génére des pertes d’azote réactif vers
I’environnement sous la forme de nitrate ou d’azote organique dissous vers les aquiferes et d’émissions
de NHs;, NOx, N,O dans I'atmosphére. Parallelement a I'utilisation des engrais d’autres processus
contribuant au rejet d’azote réactif dans I’environnement vont s’ajouter (Figure 14): (1) culture de
[égumineuse augmentant la fixation symbiotique et (2) la combustion d’énergie fossile qui convertit
I'azote atmosphérique et I'azote contenu dans les combustibles en NOx émis dans I'atmosphere.
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Figure 14 Les principaux flux d’entrée d’azote dans les écosystémes terrestres et marins a I’échelle
globale. Les fleches vertes représentent les flux liées a des processus naturels tandis que les fléeches
violettes représentent les flux générés par les activités anthropiques.Tiré de (Fowler et al., 2013)

En quelques décennies les activités humaines vont doubler les entrées d’azote réactif dans les
écosystemes terrestres et marins, les faisant passer de 203 a 413 TgN an™(Fowler et al., 2013). Le
transfert séquentiel de I'azote réactif dans les différents compartiments de la planéte (biosphére, eau,
air, sol) avec ses conséquences sur le climat, la biodiversité et le fonctionnement des écosystémes est
appelé la cascade de I'azote (Galloway et al., 2008)(Figure 15).
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Figure 15 Schéma simplifié de la cascade d’azote mettant en évidence les trois principales voies d’entrée
de I'azote réactif, la propagation de I’azote dans les écosystémes et les impacts environnementaux.
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La phase ultime de cette cascade est le retour de I'azote sous sa forme non réactive (N,) dans
I’atmosphére. La proportion d’azote réactif produit par les activités anthropiques (210 TgN an™)
retournant sous la forme non réactive N, dans I'atmosphére est comprise entre 30 et 60% suggérant que
de l'azote réactif s"accumule dans des puits (Fowler et al., 2013). La distribution de I'azote dans les
différents compartiments de la planete reste peu connue. Cependant, une petite quantité de I'azote
réactif s"accumule dans I'atmosphére (3,6 TgN an™) sous forme de N,O, un puissant gaz a effet de serre
avec un temps de résidence de 100 ans (Ciais et al., 2014; Fowler et al., 2013). Une autre fraction de
I’azote réactif s'accumule dans les aquiferes et les océans sous forme d’azote minéral ou d’azote
organique dissous. La majorité de l'azote réactif s'accumulent dans la biomasse et les matiéres
organiques des sols et des sédiments représentant un puits d’environ 75 TgN an™ bien que de grandes
incertitudes subsistent sur ce chiffre (+ 25 TgN an™)(Fowler et al., 2013). Cette accumulation est
expliquée par la retombée du NH; et les NOx émis dans I'atmosphére sur les écosystemes terrestres et
les océans stimulant la production primaire des végétaux et du phytoplancton souvent limitée par I’azote
disponible. Ces organismes augmentent leur biomasse créant un puits d’azote (surtout pour les arbres)
et liberent des matieres organiques fraiches dans le milieu. La majeure partie de ces matieres organiques
fraiches est recyclée par les microorganismes libérant de I'azote minéral dans le milieu. Cependant, une
petite partie est transformée/humifiée par les microorganismes en matiéres organiques persistantes
(temps moyen de résidence pouvant atteindre des centaines-milliers d’années). Ces matieres organiques
humifiées s’accumulent dans les sols ou les sédiments créant un puits d’azote.
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Chapitre

OBJECTIFS ET APPROCHES

L’objectif principal de mes recherches, depuis ma thése de doctorat soutenue en 2003, est la
compréhension des cycles biogéochimiques (C,N,P) des écosystémes terrestres dans un contexte de
changement climatique et du développement d’'une agriculture durable. Les écosystemes étudiés
concernent principalement les prairies permanentes mais incluent également des sols cultivés et des
foréts afin de comprendre la différence de fonctionnement de ces écosystémes. La plupart des études
ont été effectuées en climat tempéré et plus ponctuellement dans des climats tropicaux humides
(Amazonie) et arctiques froids (Cercle polaire-permafrosts).

Mes travaux de recherche s’articulent autour de trois axes de recherche :

1) Caractériser et quantifier les processus de transformation de la matiére et leurs réponses aux
facteurs biotiques (e.g. type de couvert végétal) et abiotiques (e.g. température). Un focus a été
réalisé sur les processus de minéralisation et de construction de la minéralisation des matiéres
organiques des sols.

2) Identifier les traits et stratégies de vie des organismes vivants (plantes et microorganismes) du
sol au regard des cycles biogéochimiques. Quelles sont les transformations de matiere opérées ?
D’ou tirent-ils leur énergie ? Quelles sont leurs principales limitations nutritionnelles?

3) Théorie de I'ensemble : analyse systémique des échanges de la matiere entre les organismes
vivants en intégrant le role des interfaces (e.g. rhizosphere), réponse du systeme aux facteurs de
I’environnement (Température, CO, atmosphérique, déposition d’azote atmosphérique) et a la
gestion (type d’espéces implantées, coupes, fertilisation).

Mes activités de recherche ont donc un caractéere interdisciplinaire important participant au
renouvellement des connaissances dans les domaines de la biogéochimie, de I’écologie fonctionnelle et
des communautés et de I’agronomie. La finalité premiere de mes recherches est de prévoir I'impact des
changements globaux sur les services écosystémiques adossés aux processus biogéochimiques :
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nutriments pour la production végétale, stockage de C dans le sol, diminution des gaz a effet de serre,
préservation de la qualité des eaux. Les produits de mes recherches se propagent également dans
d’autres domaines d’applications tels que la conception de nouveaux écosystémes a haute performance
environnementale produisant du grain (e.g. céréales) et des applications biotechnologiques (Piles
respirantes).

Le priming effect : 'amorce de ma carriére scientifique. L’'objectif de mon recrutement en 2003 était
d’étudier les flux C-N en prairie en tenant compte de la diversité des plantes et des microbes. Ce profil
arrivait dans un contexte scientifique favorable aux recherches sur la biodiversité et son role fonctionnel
dans I’écosysteme, notamment vis-a-vis de la production des écosystémes (p.e. relation diversité
végétale/production) et de la respiration du sol (relation diversité microbienne/respiration).

De mon c6té, je venais de terminer une thése sur le priming effect (PE) qui signifie « effet d’amorcage »
en anglais. Ce PE correspond a I'accélération de la minéralisation des matiéres organiques des sols
lorsque les microbes du sol sont alimentés par des substrats énergétiques. Bien qu’étudié depuis les
années 50 le PE fait I'objet de tres peu d’études du fait de contraintes méthodologiques, de doutes sur
I’existence méme de ce processus et de résultats divergents. Ma these va permettre de lever les doutes
et démontrer I'existence de ce PE ainsi que proposer une premiére théorie basée sur |’écologie des
microorganismes du sol expliquant les résultats divergents sur le PE. Elle va également révéler les
conséquences de ce PE pour la modélisation des flux CN des sols : la minéralisation des MOS est limitée
par 'activité et la structure des communautés microbiennes et non par la quantité de MOS. Cela
remettait en cause le formalisme des modéles de flux de matiére.

Quelles seraient les prédictions des modéles biogéochimiques s’ils intégraient la limitation microbienne
dans les processus de flux de matiere des sols ? J’ai débuté ma carriére a I'INRA en essayant de répondre
a cette question en construisant des modeles ou les flux CN des sols étaient connectés a la dynamique et
la diversité des microorganismes du sol. La construction de ces modeles a représenté un investissement
important car il fallait choisir les équations reliant activités microbiennes et flux de matiéres, intégrer les
contraintes stoechiométriques des microbes, définir les différents groupes microbiens et assimiler de
nombreuses méthodes mathématiques. Mais cet investissement en valait la peine car I'analyse de ces
modeles accéléra les avancées sur la compréhension du PE et ses conséquences pour le fonctionnement
des écosystémes. Les nouvelles prédictions des modeéles seront autant d’hypothéses testées dans des
expérimentations pendant la période suivante la publication de la théorie (Fontaine and Barot, 2005)
jusqu’a aujourd’hui. La culture mathématique acquise va également me servir tout au long de ma

carriere.

Exploration de nouvelles voies de recherche. Début des années 2010 j’'ai senti le besoin d’enrichir mon
projet de recherche avec de nouvelles questions. J’ai donc décidé d’explorer d’autres fronts de recherche
durant la période 2010-2019:

1. La découverte de la respiration non-cellulaire des sols (EXOMET). Dans une expérimentation
dédiée a I'’étude du role de différentes especes de champignons dans le PE, j'avais incubé des
sols stérilisés et ré-inoculés avec chacune des especes de champignons. Dans les sols témoins
stérilisés mais non ré-inoculés, une production persistante de CO, était observable. Afin de
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comprendre |'origine de cette production de CO, en I'absence d’organismes vivants, j'ai lancé
des recherches sur ce phénomeéne me conduisant a la découverte d’une nouvelle voie de
respiration des sols.

2. Le développement d’applications dans la bio-énergie inspirées par la découverte de I'EXOMET.
L'EXOMET et la stabilisation des enzymes sur les particules du sol suggéraient la possibilité de
construire et manipuler des métabolismes a des fins appliquées. Les recherches sur le sujet ont
abouti a la construction de batteries respirantes et d’unité de stockage d’énergie faisant I'objet
d’un dépot de brevet.

3. Le développement d’une théorie alternative de I'effet de la température sur les réactions bio-
catalysées. Ces dernieres années les études sur la réponse a la température de la minéralisation
des MOS ont généré des résultats trés contradictoires et des débats animés au sein de la
communauté scientifiques. Les modeéles actuels prévoient un emballement climatique alimenté
par une rétroaction entre le réchauffement climatique et les sols. Cette prévision était remise en
cause par des expérimentations suggérant une « acclimatation » des sols au réchauffement.
L’origine de ces divergences a été examinée par la construction d’une nouvelle théorie de
réponse a la température des processus biologiques considérant explicitement la dynamique des
pools d’enzymes (production microbienne et inactivation) et leurs activités.

4. La problématique de la synchronisation entre I’offre microbienne en nutriments et la demande
des végétaux. Les nouveaux modeles de flux CN intégrant explicitement les microorganismes du
sol ont révélé le paradoxe de la synchronisation offre-demande dans les écosystémes naturels.
En effet, les plantes et les microorganismes étant deux entités distinctes, il y a peu de chances
que leurs activités soient synchrones. Des recherches ont été lancées afin de comprendre
I’origine de cette synchronisation.

5. Construction de nouveaux systemes de culture bio-inspirés. Les recherches sur la synchronisation
offre-demande dans les prairies permanentes mettent en lumiére des régulations biologiques
contribuant a une forte performance agro-environnementale de ces systemes. Ces
connaissances peuvent étre mis a profit afin d’éco-concevoir des nouveaux systemes de culture
équipés de régulations biologiques contribuant ainsi au défi de I’agroécologie.

Ce document synthétise donc 15 années de recherche et présente des pistes pour le futur. La
synthése des résultats est construite en quatre parties. La premiere partie présente la contribution
de mes recherches dans l'identification des processus de transformation des MOS en séparant les
processus cellulaires et non cellulaires. Dans une deuxiéme partie, des modeles couplant les cycles
biogéochimiques a I'écologie des microorganismes et de leurs enzymes seront présentés. Les
prédictions émergeant de ces modeles et leurs tests dans des expérimentations seront présentées
dans la troisieme (dynamique des MOS), la quatriéme (interactions sol-plante) et la cinquiéme partie
(réponse des activités enzymatiques a la température). La sixieme partie est dédiée aux applications
de mes recherches pour la création de systemes bio-inspirés dans le domaine de I'agroécologie et
des biotechnologies.
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Chapitre

SYNTHESE DES RESULTATS

1. Identification des processus de transformation des matiéres organiques du sol

1.1 Processus cellulaire : le priming effect

1.1.1 Contribution a la définition, démonstration et mesure du priming effect

Le terme « priming effect » (PE) a été défini pour la premiére fois par (Bingeman et al., 1953) comme une
accélération de la minéralisation des matiéres organiques natives des sols (MOS) suite a un ajout de
matiére organique fraiche dans un sol. Plus précisément, cela correspond a un supplément de C et d’'N
provenant de la MOS libéré sous forme de CO2, NH, et NO;™ dans un sol amendé en matiéres organiques
fraiches comparé au méme sol non amendé. La quantification du PE nécessite un marquage isotopique
du carbone (*C ou *C) de la matiére organique fraiche ou des MOS afin de séparer ces deux sources de
carbone dans les émissions de CO, du sol (Figure 16). Un sol témoin sans ajout de matiére organique doit
étre également incubé afin de ne quantifier que le surplus de minéralisation correspondant au priming
effect. Prenons I'exemple d’une incubation de sols avec de la cellulose marquée au “*C.
[0:]

[CO;]
Abondance **C

Sol +**C-cellulose

Figure 16 Incubations de sols avec de la cellulose marquée au *C.

La contribution des deux sources de carbone (carbone du sol et cellulose) dans les émissions de CO, peut
étre séparée en utilisant les équations de bilan de masse suivante :

31



Rs + Rc = Rt
Rs x ASIB + Re x AC13 = R x A[|3

Ou Rt, Rs et Rc représentent les émissions totales de CO,, le CO, provenant de la minéralisation du
carbone du sol et le CO, provenant de la minéralisation de la cellulose, A}3, AL3 et AL représentent les
abondances isotopiques **C du CO, total, du carbone du sol et de la cellulose. Rt et Al3sont quantifiés en
analysant le CO, libéré dans le flacon d’incubation tandis que A13 et A3 sont déterminés en analysant le
carbone du sol et la cellulose. Ces deux équations permettent de déterminer les deux inconnues Rs et Rc.
Le PE peut étre alors déterminé par la différence :

PE = (Rs sol+cellulose) — (Rs sol témoin)
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Figure 17 (a) Minéralisation cumulée du carbone non marqué d’un sol de prairie Priming effect amendé
ou non avec de la cellulose. Deux traitements nutriments (avec ou sans apport de nutriments minéraux)
ont été appliqués. (b) PE induit par I'apport de cellulose dans le sol de prairie.

Dans une étude publiée en 2011, je montre que le PE s’installe pendant la décomposition de la cellulose
par les microorganismes et persiste plusieurs mois aprés I'épuisement de la cellulose (Fontaine et al.,
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2011)(Figure 17). Le PE est donc un phénomeéne avec des dynamiques longues qui, comme je le
montrerai plus tard dans ce document, aura de lourdes répercussions sur les bilans de carbone du sol
suite a un apport de carbone. De plus, cette persistance du PE rejette la définition du PE proposée plus
récemment par (Kuzyakov et al., 2000) et reprise a tort par une partie de la communauté scientifique : le
PE serait une modification court terme du turnover des matiéres organiques des sols causée par un
traitement relativement modéré du sol. Outre la question liée a la persistance du PE, cette définition est
beaucoup trop englobante pour avoir un sens et une utilité: le mot « traitement » inclus tous les facteurs
possibles (apport de nutriments, la perturbation du sol...).

L'approche isotopique est la seule méthode fiable de quantification du PE a I’heure actuelle. Cependant,
elle a plusieurs défauts notamment de ne pas pouvoir déterminer précisément d’ou vient le carbone non
marqué du sol libéré par le PE, quels sont les pools de matiéres organiques concernés et par quels
processus. Cette incertitude est a I'origine de la suggestion de (Dalenberg and Jager, 1989) que le PE ne
correspondrait pas a une accélération de la minéralisation des MOS mais plutét a un « artefact » de
mesure sur le court terme. L'apport de carbone marqué pourrait accélérer le turnover de la biomasse
microbienne, par exemple en « réveillant » des microorganismes précédemment en dormance. En
remettant leur métabolisme en route il respire le carbone non marqué de leur réserve et a la place, du
carbone marqué nouveau rentre dans leur biomasse (substitution isotopique du carbone). J’ai mis en
place plusieurs expérimentations afin de vérifier si le PE correspond a une accélération de la
minéralisation des MOS. Tout d’abord j’ai testé si le PE s"accompagnait d’une diminution de la quantité
de carbone non marqué dans la biomasse microbienne.
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Figure 18 Carbone non marqué dans la biomasse microbienne suite a un apport de carbone marqué.

Les résultats (Fontaine et al., 2004a, 2011) montraient clairement que le carbone non marqué de la
biomasse microbienne n’est pas affecté (Figure 18). J’ai testé ensuite si des apports répétés de carbone
frais permettaient de maintenir le PE dans le temps ou si celui-ci s’effagait (Shahzad et al., 2012a, 2018).
Dans ces études les apports continus de matiéres organiques fraiches sont réalisés par une plante
vivante. Ces matiéres fraiches correspondent aux rhizodépositions (exsudats, mucilage, débris
cellulaires) et aux dépodts de litieres consécutifs au renouvellement des organes (racines, feuilles). Le
priming effect induit par les plantes est appelé Rhizosphére Priming Effect (RPE) afin de le différentier du
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PE mesuré en incubations de laboratoire avec apport d’'un composé organique. La méthode de mesure
du RPE suit la méme logique que celle du PE (approche isotopique, besoin d’un sol nu sans plante) mais
requiert des installations lourdes et spécifiques pour le marquage *C en continu des plantes, décrites
dans un article méthodologique (Cros et al., 2019).
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Figure 19 Evolution de la minéralisation instantanée des matiéres organiques du sol dans un sol nu et
dans un sol avec Festuca arundinacea sous lumiére et température naturelle pendant 460 jours. La
différence de minéralisation correspond au rhizosphére priming effect.

Les résultats (Shahzad et al., 2012b, 2018) montraient que le RPE est maintenu a un niveau élevé
pendant plusieurs centaines de jours (Figure 19). Par conséquent, le PE est bien le résultat d’une
modification majeure de la vitesse de minéralisation des matiéres organiques du sol. Enfin, dans une
expérimentation impliquant 35 sols avec des propriétés physico-chimiques contrastées prélevés sur cing
continents, nous avons démontré que le PE est un phénomeéne universel influengant les cycles
biogéochimiques des écosystémes terrestres (Perveen et al., 2019).

1.1.2 Importance quantitative du priming effect pour les flux et stock de C du sol

J'ai abordé la question de I'importance du PE pour le cycle du carbone de deux manieres. La premiére a
été effectuée dans le cadre d’incubations de laboratoire avec de la cellulose, le premier constituant des
litieres végétales (Fontaine et al., 2004b, 2011). Elle consistait a quantifier le PE jusqu’a son arrét qui
intervenait plusieurs mois aprés la fin de la décomposition de la cellulose apportée. Ensuite le PE était
étudié dans des bilans de carbone du sol comparant les quantités de C de la cellulose restantes dans le
sol (carbone du sol nouvellement formé) avec les quantités de carbone du sol perdues par effet PE.
Comme une partie importante du carbone marqué de la cellulose restant dans le sol se trouvait dans la
biomasse microbienne laquelle est recyclée en quelques mois dans la nature, des bilans de carbone ont
également été effectués aprés fumigation, re-incolulation et incubations du sol a température élevée.
Ces traitements permettaient d’accélérer le recyclage du carbone de la biomasse et donc de déterminer
la quantité de carbone stable formé par I'apport de cellulose.
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Low nutrient High nutrient

(@) PE(mgCkg ') 296 + 9 145 + 16
(b) 'C content of PE (¥MC) 116+ 3 nd

(c) MRT of SOC pool controlled by the PE (years) 19-34 nd
Before fumigation and incubation at elevated temperature

(d) Total "*C (mgCkg ') 335+ 24 329415
(e) Change in total SOC (d—a) (mg Ckg ') +39 +184"
After fumigation and incubation at elevated temperature

(f) Stable "*C (mg Ckg ' soil) 191 + 13 193 421
(g) Change in stable SOC (f—a) (mgCkg ) —105* +48"
(h) Available N in control soil (mg Nkg ') 226+ 3 281+8
(i) Available N in soil with cellulose (mgN kg ) 2101 249 +3
(i) Change in N availability (i—h) (mgNkg ') —-16" -32°

Table 1 Bilan de carbone du sol suite a un apport de cellulose dans un sol de prairie. Deux traitements de
nutriments ont été appliqués.

Les résultats montraient que les quantités de carbone perdues par le PE sont du méme ordre de
grandeur que le carbone restant dans le sol (Table 1). Sans un recyclage accéléré de la biomasse
microbienne, les bilans de carbone étaient légerement positifs signifiant que I'apport de carbone
augmentait légerement le stock de carbone du sol en fin d’incubation. Cependant, les bilans de carbone
stable du sol obtenus apres recyclage de la biomasse microbienne étaient positifs ou négatifs selon les
traitements et les sols. Les bilans négatifs signifient que, du fait d’un PE trés fort dans certaines
conditions, I'apport de carbone peut diminuer le stock de carbone des sols. Ces résultats montrent toute
la complexité du processus de stockage de carbone qui demande une compréhension fine de
I’écosystéme sol. Une deuxieme maniere d’aborder I'importance quantitative du PE a été de déterminer
I"augmentation de la minéralisation du carbone du sol induit par des plantes adultes et leurs dép6ts de
matiéres organiques fraiches. Le rhizosphére priming effect était donc exprimé en % de la minéralisation
du carbone du sol observée dans le sol témoin sans plante (RPE%)(Figure 20).
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Figure 20 Rhizosphere priming effect exprimé en % de la minéralisation du carbone du sol témoin (sans
plante) induit par différentes espéeces végétales appartenant a trois groupes fonctionnels: les
légumineuses (en vert), les herbacées a fleurs (en brun) et les graminées (en bleu).
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Ce RPE% a ainsi été mesuré chez douze especes appartenant a trois groupes fonctionnels distincts
cosmopolites des prairies permanentes des milieux tempérés (Henneron et al., 2019; Shahzad et al.,
2012c, 2018). Les résultats montraient des RPE% variables selon les groupes fonctionnels, le stade de
développement et le degré d’activité des plantes, caractérisé ici par le niveau de respiration des plantes
(Rpiant, Figure 20). Pour des plantes bien installées de plusieurs mois, le RPE induit par les plantes
représente une augmentation de 50 a 300% de la minéralisation par rapport au sol témoin sans plante
(Henneron et al., En révision). Ces résultats démontrent I'influence profonde des racines sur les flux de

carbone des sols.

1.1.3 La sensibilité des différentes fractions de matiéres organiques du sol au priming

De nombreuses expérimentations reportent maintenant la tres forte accélération de la minéralisation
des MOS induite par les plantes. Cependant, les MOS sont composées de différentes fractions variables
en termes de composition chimique, de liaisons avec les minéraux du sol, de temps de résidence et de
fonctions dans les écosystemes. De plus, la nature des minéraux et des liaisons chimiques entre la
matiére organique et les minéraux sont trés variables entre les types de sol. Connaitre la sensibilité de
ces différents compartiments de MOS au RPE est crucial pour comprendre I'étendue du contréle des
MOS par le RPE. J’ai étudié cette sensibilité pour trois fractions (fraction légére LF 250-2000 um, fraction
intermédiaire IF 53-250 um et fraction minérale MF < 53 um) extraites de deux types de sol (un cambisol
et un andosol) avec des minéralogies contrastées (allophane versus illite-kaolinite). Le RPE était induit
par les racines de plantes de mais cultivé sur des pots. Ces pots contenaient un substrat neutre et
dépourvus de carbone (pouzzolane) et quatre cylindres de PVC renfermant les fractions de MOS
extraites. Les extrémités des cylindres étaient fermées par un filet retenant les fractions mais laissant
passer les racines. Des cylindres de PVC remplis de sol entier (non fractionné) ont également été
préparés et incubés en présence de racines de mais.

10 ' 10
(C) Rhizosphere priming effect

allophanic soil fractions

(D) Rhizosphere priming effect
illitic-kaolinitic soil v
fractions i

RPE (mg C-CO:z kg'! fraction)
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RPE (mg C-CO2 kg'! fraction)
o

Figure 21 RPE induit par les racines d’un plant de mais colonisant des capsules remplies avec différentes

fractions de MOS (LF, IF et MF pour fraction légére, intermédiaire et minérale respectivement) extraites
de deux sols a la minéralogie contrastée (allophane versus illite-kaolinite).
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Les résultats montraient un RPE sur toutes les fractions des MOS c’est-a-dire que I'accélération de la
minéralisation microbienne induite par les plantes contréle globalement les MOS (Merino, 2015)(Figure
21). Il est remarquable que le PE affecte également les fractions organiques considérées jusqu’a présent
comme protégées de la minéralisation microbienne du fait de leurs liaisons avec les minéraux du sol (MF
fractions). Néanmoins, I'intensité du RPE était trés variable entre les fractions et les types de sol. Dans le
sol ol les minéraux ont une plus faible réactivité avec la matiere organique (illite-kaolinite), I'intensité du
RPE augmentait vers les fractions fines. Au contraire, dans I'andosol, I'intensité diminuait vers les fines
particules. Globalement, la variation de l'intensité du PE était expliquée par le C/N et la teneur en
minéraux complexant la matiére organique (SiO)(Figure 22), I'intensité du PE augmentant avec la teneur
en N des fractions et diminuant avec la teneur en minéraux complexant.
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Figure 22 Relations entre le rhizosphére priming effect induit par un plant de mais, le C/N et la teneur en
SiO des fractions de matiéere organique testées.

Enfin, le calcul d’'un RPE composite sur la base des RPE de chaque fraction a été calculé et comparé au
RPE observé dans le sol entier. Pour les types de sol, le RPE composite était supérieure au RPE du sol
entier suggérant une protection du carbone du sol vis-a-vis du RPE par I'assemblage des fractions de sol
en agrégats. Une étude récente supporte cette idée en montrant qu’une réduction du travail du sol
diminue l'intensité du priming favorisant une accumulation du carbone du sol (Sauvadet et al., 2018).

1.1.4 Les mécanismes du PE: nouvel éclairage sur l'origine de I'accumulation de matiere
organique dans les sols

C'est en m’intéressant aux mécanismes microbiens a I’origine de ce PE que j’ai compris que les théories
proposées pour expliquer I'accumulation de MOS dans les sols devaient étre revues. Les MOS viennent
de la transformation des litieres, des rhizodépositions et autres organismes morts (microorganismes,
faune) par les organismes du sol (Figure 23). La faune du sol fragmente les matieres organiques de
grandes tailles (cm-mm) en plus petite taille constituant un continuum de litiéres respirant au passage
une partie du carbone. Les microorganismes hétérotrophes prennent en charge ces matiéres organiques
du continuum ainsi que les rhizodépots. Une grande partie de ce carbone organique est oxydé en CO, au
cours du processus de respiration. Cependant, les microorganismes libérent également des composés
organiques de petite taille qui ne sont pas ou peu dégradés. Ces composés peuvent s’agréger en
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macromolécules et/ou se lier aux minéraux du sol, formant ce qu’on appelait les substances humiques
des sols bien que ce terme soit ardemment débattu en ce moment (Chilom et al., 2013; Francesconi and
Chorover, 2010; Kleber et al., 2007; Kleber, 2010; Marschner et al., 2008; Sutton and Sposito, 2005). Le
terme plus neutre de matiére organique agrégée (MOA) sera utilisé par la suite.

Litieres

Continuumdedécompostion

(>Secm}— [>1mm) (0.2 mm) (>0.05 mm)

Matiéres organiques agrégées du sol

Compositiondes MOS: (MOA)
-Continuunmde litieres 5-20% i
-biomassevivante 2-5%

-MOA >75% Minéraux du sol (Argile, oxydes

defe ‘aluminium

Figure 23 Formation des matiéres organiques agrégées (humifiées) des sols

Afin d’expliquer la trés lente décomposition des MOA plusieurs hypothéses étaient proposées: 1) les
microorganismes liberent des composés récalcitrants, ayant pour origine les plantes ou les
microorganismes eux-mémes, pour lesquelles il n’existe pas d’enzymes efficaces, 2) les déchets
organiques s’adsorbent sur les particules fines du sol (< 2um) formant des liaisons chimiques avec les
minéraux tels que les argiles minéralogiques (phyllosilicates) ainsi que différentes formes
d’oxyhydroxides de métaux et d’aluminosilicates. Ces liaisons ne peuvent étre cassées par les
microorganismes et rendent inaccessibles la matiere organique. Cependant, les travaux sur le PE vont
apporter un nouvel éclairage : tous les pools de MOS peuvent étre minéralisés par les microorganismes
du sol si une source supplémentaire de carbone, riche en énergie, leur est apportée. Le caractére
énergétique de la matiere organique fraiche apportée par les végétaux est visible dans la forte
stimulation des activités enzymatiques, de respiration et de croissance des microorganismes. La tres
lente minéralisation des MOA serait due a une limitation énergétique des microorganismes. L’activité
des microorganismes et la dégradation des MOS sont donc pilotés par le bilan gains/dépenses d’énergie
des microorganismes (Figure 24).
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Dépenses d’ATP: = >
* Entretien de la cellule (métabolismes, génome etc)

* Production d’enzymes extracellulaires
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» Sigains >dépenses: prolifération des microorganismes jusqu’a épuisement du substrat.
» Sigains <dépenses : mortalité, dormance ousporulaion. Pas de dégradation du substrat.

Figure 24 Bilan gains/dépenses d’énergie pilotant I’activité des microorganismes du sol.

Les gains d’énergie des microorganismes correspondent a I’ATP formé au cours de la respiration et aprés
assimilation du carbone par la cellule. Il faut bien se rendre compte que ce gain en énergie peut étre tres
différent de I’énergie disponible dans les molécules d’un point de vue purement thermodynamique. En
effet, les microorganismes sont contraints par leurs voies métaboliques qui ne peuvent pas exploiter
toutes les liaisons chimiques. Le cycle de Krebs qui est la machinerie énergétique commune a la plupart
des étres vivants exploite I'énergie associée aux liaisons hydrogénes (C-H) et leurs électrons. Par
exemple, le charbon qui contient beaucoup d’énergie dans des liaisons carbonées (C-C) n’est pas une
source d’énergie utilisable par les microorganismes.

Les types de dépenses énergétiques des microorganismes sont tres variées (Figure 24). Cependant, les
dépenses associées a la dégradation des matiéres organiques du sol vont déterminer en grande partie le
développement microbien et par ricochet le devenir de ces matiéres organiques. En effet, la majorité des
MOS, et en particulier les MOA, n’est pas directement assimilable par les microorganismes du sol car
insoluble, de trop grosse taille et/ou liée a des minéraux.

1.Solubilisation (extracellulalre) 2. Resp|rat|on (mtracellulalre)

Composés solubles

Litiéres
MOA

Microorganismes

Enzymes extracellulaires
Ligands

Figure 25 Les deux étapes de la dégradation des matiéres organiques par les microorganismes du sol.
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Par conséquent, les microorganismes secrétent des enzymes extracellulaires qui vont dépolymériser les
macromolécules libérant des composés solubles assimilables (Figure 25). Les microorganismes peuvent
également secréter des ligands libérant les composés organiques des minéraux. Se déroulant a
I’extérieur des cellules microbiennes, ces réactions de dépolymérisation et de désorption se produisent
dans des conditions loin d’étre optimales, a la fois pour les réactions elles-méme (conditions redox) et les
catalyseurs de ces réactions (inactivation des enzymes).

Deux cas de figure du bilan énergétique des microorganismes peuvent étre considérés. Un bilan
énergétique positif. Dans ce cas, les microorganismes proliferent jusqu’a épuisement des substrats. La
minéralisation des matiéres organiques fraiches déposées par les végétaux conduirait a cette situation.
Elles sont trés riches en énergie (riche en liaisons C-H exploitables par les métabolismes respiratoires),
solubles et assimilables (e.g. rhizodepositions) ou insolubles mais facilement accessibles car concentrées
sur des « hotspots » tels que la détritusphére et la rhizosphere. Elles sont généralement entierement
dégradées en quelques heures lorsqu’il s’agit de certains rhizodépots a plusieurs mois pour les litieres.
Au contraire, la minéralisation des matiéres organiques agrégées (MOA) conduirait a un bilan
énergétique négatif car ces composés organiques sont :

» plus pauvres en énergie car déja oxydés par les microorganismes (moins de liaisons C-H)

» liés aux minéraux nécessitant la production de ligands pour étre désorbés

» fortement dispersés dans les pores du sol dont la majorité n’est pas accessible par les
microorganismes. Les enzymes de dépolymérisation doivent diffuser sur de longues distances au
cours desquelles elles sont en partie inactivées représentant une perte énergétique pour les
microorganismes.

Néanmoins, comme le démontre le PE, les microorganismes ont développé un co-métabolisme afin de
dégrader les MOA en utilisant I'’énergie des matieres organiques fraiches (Figure 26). Cette énergie est
utilisée par les microorganismes dans le but de produire des enzymes extracellulaires dépolymérisant les
MOS.

Rizodépdts &
Litieres(riches en énergie)
+
CO; --
+' ﬁ. Enzymes extracellulaires
, ; 3 MOA (NPK...)
i R
|+ Composéssolubles _ +
(N,P, K, S)

Figure 26 Co-métabolisme développé par certains microorganismes du sol afin de minéraliser les MOA. Ce
co-métabolisme serait a I'origine du priming effect.

L’évolution aurait sélectionné les microorganismes développant cette capacité de co-métabolisme car
elle leur apporterait un avantage, celui de pouvoir accéder aux nombreux nutriments (NPK...) présents
dans les MOA. Cette source de nutriments organiques peut étre trés utile aux microorganismes pour
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satisfaire leurs fortes contraintes stoechiométriques car les ratios C/N et C/P des litiéres végétales sont
trés élevés par rapport a ceux des microorganismes et la disponibilité en nutriments sous forme
minérale, autre source d’azote, est trés faible. Cette hypothése de « mining » des nutriments dans les
MOA (Fontaine et al., 2004b, 2011) est supportée par un co-métabolisme (PE) préférentiel sur les
fractions organiques riches en N (Merino, 2015) et des flux (bruts) de minéralisation de I'N du sol
supérieurs en présence de RPE (Cros, 2019). De nombreux autres mécanismes ont été proposés afin
d’expliquer le PE (Keiluweit et al., 2015; Kuzyakov et al., 2000) mais ne sont pas tous présentés ici par
souci de synthese. Cependant, je mentionnerai un deuxieme mécanisme afin d’expliquer comment le PE
peut concerner des fractions organiques liées aux minéraux considérées jusqu’a présent protégées de la
dégradation microbienne (Merino, 2015)(Figure 27). Les microorganismes ou les plantes peuvent
secréter des ligands qui vont se fixer sur les minéraux a la place des matiéres organiques. Une fois
désorbées ces matiéres organiques deviennent accessibles aux microorganismes. Un mécanisme
similaire a déja été démontré pour libérer le phosphore des minéraux. Les microorganismes pourraient
également produire des enzymes cassant les liaisons entre les matiéres organiques et les minéraux mais
je n’ai trouvé aucune littérature a ce sujet.

Enz

SPe
- oo

‘, Enz T 0 a
Matiere organiquefraiche Minérauxdu sol

Enz Enzymes actives )
o Carbone organique m Carbone organique . Ligand

Soluble du sol Polymérisé dusol BT Enzymesinactivées

Figure 27 Principaux mécanismes a l’origine du priming effect induit par I’'apport d’une matiére organique
fraiche dans un sol

1.1.5 Les acteurs microbiens du PE

Dans un papier d’opinion publié en 2003 sur le PE (Fontaine et al., 2003) j'avais suggéré que l'intensité
du PE pourrait dépendre de la compétition pour I'utilisation de la matiere organique fraiche entre deux
groupes fonctionnels microbiens du sol. Ce travail s’inspire des successions des communautés
microbiennes pendant la décomposition des litieres démontrant une certaine spécialisation des
communautés microbiennes dans les substrats a dégrader. Ainsi il propose qu’en plus du groupe de
microorganismes réalisant le co-métabolisme a I’origine du PE (« groupe microbien K » dans la théorie) il
existe un groupe qui ne minéralise que la matiere organique fraiche (« groupe microbien r » dans la
théorie) et immobiliserait les nutriments minéraux pour leurs besoins nutritionnels (Figure 28).
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Figure 28 L’intensité du priming effect déterminé par la compétition microbienne r/K.

Cette hypothése a été testée dans une incubation de laboratoire en adoptant une approche DNA SIP
(Pascault et al., 2013). Le principe de I'approche DNA SIP est d’apporter des matiéres organiques
marquées a 99% avec 'isotope lourd du carbone (**C) et de tracer son incorporation dans ’ADN des
microorganismes. Dans notre expérimentation deux types de matiéres organiques fraiches marquées au
B¢ étaient testées : de la litiere aérienne de luzerne et de la paille de blé. D’aprés la théorie r/K (Figure
29), les microorganismes du groupe r ne devraient incorporer que du **C puisqu’ils sont spécialisés dans
la dégradation des matieres organiques fraiches tandis que les microorganismes du groupe K devraient
incorporer du C et le >C des MOA. L’ADN microbien a été extrait du sol et ultracentrifugé afin de
séparer les brins d’ADN selon leur masse qui varie avec la proportion 2C/**C. Plusieurs fractions d’ADN
de masses distinctes ont ainsi été récoltées et séquencées (ADN ribosomique 16S) pour la détermination
des populations bactériennes.

(56) (500 (600 (62) (6.5 (63 (66) (4.5

(5.6) (6.0)
N S I

N

== Others

=) Proteobacteria
EEE Planciomycstes
T Firmicutes

S Chiorofiexi
Bacteroidetes
[0 Actinobacteria
) Gemmafmonadetes
— Vemumicrobia
7 Adidobactena

Distribution of the phyla(%)

AN PO

- - M ANl r v
control heavy light heavy light heavy light heavy hght heavy ight heavy gt

T3 fraction fraction fraction fracion fracSon fracson fracson fracson facton facton fracton fracton
3 14 180 13 s 80

Wheat Alfalfa

Figure 29 Classification a I’échelle du phylum des séquences ADN des bactéries extraites du sol a
différents temps d’incubations du sol avec les pailles de blé ou la luzerne marquées avec du carbone lourd
(*3C). Les fractions lourdes (riche en 3C) ou légéres (riche en >C) de I'ADN ont été séparées par
ultracentrifugation.

Les résultats supportaient I'existence des deux groupes fonctionnels microbiens avec des bactéries
basant leur croissance plutdt sur I'utilisation du carbone lourd (*C) des matiéres organiques fraiches et
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des bactéries se développant sur un mixte des deux sources (“C et '2C)(Figure 29). Les bactéries
responsables du priming effect (groupe microbien K) étaient dominées par les phylums Acidobacteria,
Verrucomicrobia, and Gemmatimonadetes. Les phylums des bactéries spécialisées dans la dégradation
des matiéres organiques fraiches (groupe microbien r) différaient entre le blé et la luzerne, mais
correspondaient la plupart du temps a des phylums caractéristiques de microorganismes
« opportunistes » a croissance rapide.

Les deux types de matiéres organiques généraient des intensités de PE différentes. Ces différences
pouvaient étre corrélées a des variations d’abondance relative des deux groupes fonctionnels r et K
caractérisés via I'approche DNA-SIP. Ces résultats supportent donc I'idée d’'une compétition microbienne
contrélant le PE et les flux de carbone et d’azote du sol associés.

La limite de I'étude précédente est qu’elle ne s’intéressait qu’au groupe bactérien. Cette limite est
expliquée par le fait que les outils ADN concernant les champignons étaient peu développés a cette
époque. J'ai donc complété mes recherches sur les microorganismes impliqués dans le PE en utilisant
une autre approche : I'analyse des phospholipides microbiens (PLFA). L’avantage de cette approche est
gu’elle permet de suivre la biomasse des communautés bactériennes et fongiques. Son inconvénient est
gu’elle est trés peu résolutive, seulement cing a six groupes microbiens peuvent étre séparés alors que
plusieurs millions de populations différentes de microorganismes sont présentes dans les sols. Le PE et
les PLFA microbiens ont été mesurés dans une incubation de laboratoire aprés apport de cellulose et
dans une expérimentation avec une plante, Festuca arundinacea (Fontaine et al., 2011; Shahzad et al.,
2018). Dans les deux cas, le RPE était fortement corrélé avec le PLFA d’un groupe de champignons
(18:2wbc) suggérant que les champignons jouent un réle prépondérant dans le PE (Figure 30).

100

80 1

60

R, (mg CO»-C kg™ soil)

0 1 2 3 4
18:2w6¢ (Relative abundance, %)

Figure 30 Corrélation entre la minéralisation des matiéres organiques des sols (incluant le priming effect).

Cette prépondérance des champignons dans le PE peut étre expliquée par la structure en hyphes de ces
organismes leur conférant I'unique possibilité d’étre en méme temps au contact de la matiére organique
fraiche, laquelle est souvent trés localisée (litieres en décomposition, rhizosphére) et des MOA qui sont
largement dispersées dans le sol. Afin d’illustrer les dimensions spatiales du PE, j’ai calculé que le PE
induit par I'apport de cellulose représentait une destruction totale des MOA sur un rayon d’au moins 200
um autour des grains de cellulose, soit en moyenne 200 fois la taille des cellules bactériennes.
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1.1.6 Les différentes voies d’induction du priming par les plantes (Mycorhizes, exsudats et
litieres)

Mes travaux (Shahzad et al., 2012a, 2018) supportés par d’autres (Cheng et al., 2013) montraient une
tres forte stimulation de la minéralisation des MOA induite par les racines des plantes. Cependant, les
différents mécanismes et leur contribution relative a ce rhizosphere priming effect (REP) restaient mal

compris. Par conséquent, j'ai lancé des recherches sur le sujet et mis en place une expérimentation afin
de tester la contribution au RPE de trois grands types de mécanismes (Shahzad et al., 2015).

/ 1. Stimulation of soil decomposers by exudates.

Mineral nutrients

oSP .,
LA -
S5ns, 4‘/ MOA (C,N,P)

"); Exudates

2. Association with VAM

{ 3 Stimulation of soil decomposers by plant litters.

/Litters ——> Decomposers €——— MOA (C, N, P)

Figure 31 Trois mécanismes par lesquelles les plantes pourraient stimuler la minéralisation des matieres
organiques agrégées du sol, produisant un rhizosphére priming effect.

Un premier type de mécanismes proposé il y a plus de trente ans par (Clarholm, 1985) concerne la
production d’exsudats dans la rhizosphére des plantes (Figure 31). Ces composés riches en énergie
pourraient stimuler la minéralisation des MOA par les microorganismes hétérotrophes qui ont besoin de
nutriments pour leur croissance. La biomasse microbienne est ensuite recyclée par la microfaune du sol
libérant des nutriments minéraux disponibles pour la nutrition minérale de la plante. Par ce mécanisme
la plante contrdlerait sa propre nutrition minérale. L'implication des endomycorhizes dans la
minéralisation des MOA serait le deuxiéme type de mécanismes (Figure 31). Les champignons
mycorhiziens sont engagés dans une symbiose avec les racines des végétaux dans laquelle les racines
fournissent le carbone énergétique et les champignons I'eau et les nutriments. Jusqu’a présent on
affecte aux endomycorhizes un réle dans I'absorption et le transfert des nutriments minéraux dont la
disponibilité est trés faible dans le sol. Cependant, le role des mycorhizes dans la nutrition des plantes
pourrait étre beaucoup plus profond en participant directement ou indirectement a la minéralisation des
MOS, une source de nutriments quasi illimitée pour les plantes. Cette participation pourrait se faire en
produisant directement les enzymes de la dégradation des MOA ou en déposant du carbone énergétique
a des décomposeurs disposant des enzymes de dégradation des MOA. Enfin, le troisieme type de
mécanismes correspond au RPE induit par le dépdbt de litieres riche en énergie. Nul ne doute que ce
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mécanisme existe puisqu’il a été mesuré lors d’incubations de sol mais la contribution relative des trois
mécanismes au RPE reste méconnue.

La contribution de ces trois mécanismes au RPE a été estimée pour la premiere fois grace a une
approche originale permettant la séparation physique de ces mécanismes se produisant habituellement
ensemble dans la rhizosphére (Shahzad et al., 2015). Cette séparation se base sur |’utilisation de filets a
mailles micrométriques séparant les racines de la matrice sol (Figure 32). Trois types de tailles de mailles
étaient utilisés : 1) <0,2 micron perméable aux exsudats uniquement, 2) 30 microns perméable aux
exsudats et les mycorhizes et 3) 1 mm perméable a 'ensemble exsudats-mycorhizes-racines (avec leur
dépbt de litieres). Trois espéces d’herbacées communes des prairies étaient testées: Lolium perenne,
Trifolium repens et Poa trivialis.

Filetlarge (1 mm) Filetintermédiaire (30 pm)  Filetfin (0.45 pm)
Racine Sol Racine Sol Racine Sol
1 Root&litter
I vam VAM
— 3
I Exsudats Exsudats ! Exsudates
R R
1
1

Figure 32 Approche expérimentale pour séparer la contribution des endomycorhizes, des exsudats et du
dépbts de litiéres au rhizosphére priming effect

Les résultats montraient que pour les trois espéces de plante étudiées le PE est essentiellement induit
par I'exsudation (Figure 33). En effet, le PE induit par le passage des seuls exsudats dans le sol
représentaient 62 a 76% du PE du traitement de référence ou les racines étaient autorisées a pénétrer
dans le sol. Il n'y avait pas de différence significative entre les PE induits par le passage des seuls
exsudats ou des exsudats et mycorhizes suggérant une contribution nulle des mycorhizes au PE. Par
différence, la contribution des dépots de litieres au RPE était estimée a 24-38% selon les espéces de
plantes.
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Figure 33 Effet sur le rhizosphére priming effect des mailles micrométriques utilisées pour séparer |’effet
exsudats, des endomycorhizes et du dépét de litiéres. Trois espéces de espéces de plantes étaient testées
(Lolium perenne, Trifolium repens, Poa Trivalis).

Ces premieres estimations ont des limites : 1) les plantes étaient relativement jeunes (1,5 mois) signifiant
que le dépot des litieres et sa contribution au RPE sont sans doute sous-estimés et 2) la contribution au
RPE des différents mécanismes est calculée par différence faisant 'hypothese d’une additivité de ces
mécanismes. Hors des interactions entre les mécanismes pourraient exister. Par exemple, la
mycorhization des racines pourrait diminuer I'allocation de carbone des racines aux exsudats réduisant
le RPE induit par cette voie. Néanmoins, ces résultats ont le mérite de montrer le pouvoir important des
exsudats dans l'induction du RPE par les plantes. De plus, il est intéressant de mettre en relation le tres
fort effet des exsudats dans cette expérimentation, utilisant des plantes vivantes, avec le faible PE
observé dans des incubations de sols olu I'exsudation est mimée par I'apport de sucres ou d’acides
aminés. Le faible PE dans les incubations de laboratoire est expliqué par la prolifération des
microorganismes opportunistes ne minéralisant pas les MOA (groupe fonctionnel r). Nous pouvons donc
en déduire que la plante couple le dép6t de composés riches en énergie a d’autres mécanismes
permettant de stimuler spécifiquement les décomposeurs des MOA (groupe fonctionnel K). La tache est
compliquée pour la plante car elle doit pouvoir faire le «tri» entre des millions de populations
microbiennes différentes. Certaines études suggérent que le prélevement de nutriments minéraux par la
plante pourrait favoriser le groupe fonctionnel K (Clarholm, 1985; Fontaine and Barot, 2005). Cependant,
les rhizodépdts sont parfois riches en nutriments, en particulier en azote dans le cas des légumineuses.
Ainsi il semblerait que d’autres mécanismes plus fins soient mobilisés tels que des dialogues chimiques
avec les communautés microbiennes du sol. Par exemple, les plantes émettent des molécules impliquées
dans le quorum sensing des microorganismes (Duchene et al., 2017). Par cette voie la plante pourrait
stimuler des microorganismes de type K qui se chargeraient d’inhiber les microorganismes de type r via
la production d’antibiotiques.

1.2 Processus non cellulaire
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1.2.1 Découverte d’un métabolisme oxydatif extracellulaire (EXOMET)

Apres plus de 10 ans de recherche sur le PE, j'ai ressenti le besoin de renouveler mes questions de
recherches. Une occasion s’est présentée lorsque j’ai commencé a observer une production importante
de CO, (40% par rapport au sol témoin vivant) dans des sols débarrassés de toute forme de vie suite a
une exposition a des irradiations y. L'incubation de ces sols irradiés faisait partie d’une expérimentation
plus large s’intéressant au réle de champignons dans le PE. Mes collegues en microbiologie avaient déja
observé ce phénomeéne sans s’y intéresser. J'ai pensé que ce phénoméne, par son ampleur et les
questions qu’il souleve, méritaient un peu plus d’attention. Ce fut le début d’une longue exploration sur
les métabolismes extracellulaires des sols impliquant le LMGE de I'Université Clermont Auvergne et
I'IATE de SupAgro Montpellier (Kéraval et al., 2016, 2018; Maire et al., 2013a).

Jusqu’a présent, il était admis que la respiration ne pouvait se réaliser qu’au sein d’un milieu
intracellulaire, dans lequel les enzymes sont protégées a l'intérieur de compartiments cellulaires aux
conditions physico-chimiques précises. Ces enzymes et |'organisation cellulaire assurent le déroulement
de métabolismes complexes comme la glycolyse et le cycle de Krebs ou plusieurs centaines de réactions
chimiques sont couplées. Pourtant I'incubation de sols stérilisés aux rayons y montrait des productions
importantes et persistantes (>plusieurs mois) de CO,. Dans un premier temps, nous avons engagés de
nombreuses investigations afin de vérifier la stérilité du sol. Ces investigations se basaient sur les
dernieres technologies de détection des activités microbiennes: marqueurs moléculaires du
métabolisme cellulaire (ADN, ARN, accepteurs d’électrons) couplés a la microscopie a fluorescences et a
la microscopie électronique a transmissions. Tous les résultats convergeaient vers une absence compléte
de cellules actives malgré la présence de résidus de cellules visibles (Figure 34).

Figure 34 Photographies de cellules microbiennes aprés (5) et avant (7) exposition des sols a une
irradiation gamma de 45 kGy. Le trait représente 500 nm.

La poursuite des investigations a permis de montrer que la libération de CO, était associée a une
consommation d’0O, suggérant la décarboxylation de carbone organique avec transfert d’électrons du
carbone organique sur I'oxygene. La véracité de cette hypothése a été testée par I'ajout de glucose
marqué au C dans le sol irradié. Le glucose étant molécule trés stable sa décarboxylation requiert soit
des températures trés élevées (>500°C) soit des catalyseurs et des métabolismes complexes comme la
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glycolyse et le cycle de Krebs. Ces métabolismes permettent de réaliser la dégradation du glucose par
étapes et de fractionner ainsi I'énergie d’activation de la réaction de décarboxylation. Le suivi des
émissions de CO, et de sa composition isotopique confirmaient la capacité du sol a minéraliser le glucose
en CO,. Le glucose est une molécule extrémement stable dont I'oxydation par voie physique réclame
plus de 500°C. Par conséquent, sa minéralisation dans le sol stérile doit nécessairement impliquer des
catalyseurs abaissant I’énergie d’activation de la réaction de minéralisation. Nous avons tout d’abord fait
I’hypothése que ces catalyseurs pouvaient étre des enzymes intracellulaires des organismes libérés suite
a leur mort et dont I'activité persisterait dans le sol. Cette hypothese a été testée par la mise en place
d’une incubation de laboratoire impliquant I'ajout dans un sol stérilisé d’enzymes « pures »
(commerciales) catalysant pour des réactions de la glycolyse et le cycle de Krebs. Le suivi du devenir de
I'activité des enzymes a permis de conclure que certaines enzymes intracellulaires libérées par les
organismes ne sont pas entierement inactivées dans le sol. Une petite fraction des enzymes va se
stabiliser sur les particules fines du sol et maintenir son activité sur des durées trés longues (demi-vie de
plusieurs dizaines a centaines de jours)(Figure 35). Par conséquent, les liaisons organominérales ne font
pas que protéger les matiéres organiques de I'oxydation microbienne (Torn et al., 1997) mais préservent
également les fonctions catalytiques de ces matieres.
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Figure 35 Cinétique de décroissance de I'activité (en % de I'activité initiale) de trois enzymes impliqués

dans la respiration des organismes. Les enzymes ont été incorporées dans un sol stérilisé aux rayons y. (4)
GHK: glucose hexokinase; (B) G6PI: glucose-6-phosphate isomerase (C) MDH: malate dehydrogenase.

Lors d’'une deuxiéme expérimentation nous avons testé si les métabolismes complexes de la
respiration, se produisant dans la matrice intracellulaire structurée par la cellule, pouvaient se produire
dans un contexte extracellulaire. Pour cela, des extraits de levure contenant les enzymes de la
respiration (dépourvus de toute cellule) ont été additionnés soit dans un tampon stérile soit dans du sol
stérile. Du glucose marqué au °C a également été ajouté. Des témoins sans ajout d’extrait de levure avec
du tampon ou du sol ont été préparé. L'impact des apports d’extrait de levure a été quantifié par la
mesure de la production de CO, et de sa composition isotopique.
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Figure 36 Production de CO, et consommation d’O, dans des microcosmes de sol ou d’eau, amendés ou
non avec des extraits de levure et du glucose marqué au *>C, au cours de quatre périodes d’incubation. Sol
irradié (S); sol irradié + glucose 2C (S +G); sol irradié + glucose >C + extrait levure (S +G+YE); eau +
glucose ™C + extrait levure (W +G+YE).

Dans la solution tampon ou le sol, I'apport des extraits de levure induisaient une trés forte
stimulation des émissions de CO, non marqué, provenant du sol et/ou des extraits de levure, et de CO,
marqué provenant d’une oxydation du glucose **C (Figure 36). Associée a une consommation accrue d’O,
les émissions de CO, marqué et non marqué au “C se maintenaient plusieurs mois aprés I'apport
d’extrait de levure. Ces résultats confirmaient I'idée que la glycolyse et le cycle de Krebs peuvent se
produire et se maintenir sans organisation cellulaire dans un liquide (tampon) ou dans un sol.

En début d’incubation, les activités de respiration induites par I'apport d’extrait de levure étaient plus
élevées dans le liquide que dans le sol ce qui peut étre expliqué par des problemes de diffusion des
substrats dans le sol, les effets déléteres sur les enzymes de certains composés chimiques toxiques ou
des interactions avec les minéraux ou des protéases. Cependant, les activités de respiration diminuaient
au cours de l'incubation beaucoup plus rapidement dans le liquide que dans le sol. Au bout de 53 jours
d’incubations les activités de respiration sont dix fois plus faibles dans le liquide que dans le sol. Cette
stabilisation des activités respiratoires dans le sol est expliquée par la stabilisation d’une fraction des
enzymes sur les particules de sol retardant leur inactivation (Figure 35). Au final, nos résultats suggerent
que les émissions de CO, des sols résultent de deux voies de respiration distinctes (Figure 37): (1) la
respiration bien connue des étres vivants et (2) un EXOMET générée par des catalyseurs du sol. Ces
catalyseurs peuvent étre des enzymes du contenu intracellulaire des organismes libérées au moment de
la lyse cellulaire, et stabilisées par les complexes organominéraux du sol. lls peuvent également étre des
catalyseurs minéraux (e.g. oxydes de fer)(Majcher et al., 2000; Muchowska et al., 2017) ou des formes
non décrites a I’heure actuelle (e.g. heme d’enzymes intégrées dans les MOA).
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Figure 37 Les deux voies de respiration des sols : (1) la respiration des organismes vivants (R ejuar)
et (2) le métabolisme oxydatif extracellulaire induit par les catalyseurs libres du sol (Rnon-cetiuiar)- Rnon-ceitutar
correspond au terme EXOMET que nous utilisons habituellement. Cet autre terme plus général a été
proposé suite a une polémique avec un referee suggérant que les émissions de CO, des sols stérilisés
peuvent étre dues a « de simples décarboxylation et non a des métabolismes ».

1.2.2 Universalité de 'EXOMET dans les sols

L'universalité de 'EXOMET a été testée dans une incubation de laboratoire impliquant 26 sols prélevés le
long d’un large gradient latitudinal allant du nord de I’'Europe au sud de I'Afrique (Kéraval et al., 2018;
Maire et al., 2013b). La comparaison des activités respiratoires (consommation O, et production de CO,)
des sols stérilisés par rapport aux sols non stérilisés a également permis d’estimer la contribution relative
de 'EXOMET et des activités respiratoires des étres vivants du sol (microorganismes, faune du sol) en
faisant I’hypothése d’une simple additivité des voies de respiration. Les résultats montraient une
présence d’EXOMET dans tous les sols irradiés testés. 'EXOMET des sols stérilisés représentaient de 12 a
50% des activités respiratoires des sols vivants, avec une moyenne de 24% pour tous les sols.
Globalement les niveaux d’activités de 'EXOMET et de la respiration des organismes vivants étaient
positivement corrélés. Cette corrélation peut étre expliquée par i) une stimulation de I'EXOMET par les
activités cellulaires telle que la production d’enzymes extracellulaire libérant des composés solubles
disponibles pour I'EXOMET, ii) la libération d’enzymes intracellulaires et de co-facteurs contribuant a
I'EXOMET au travers du turnover microbien et iii) la dépendance des deux voies de respiration aux
mémes facteurs du sol. Une analyse de Pearson accréditait cette derniere hypothése puisque les deux
voies de respiration répondaient globalement aux mémes facteurs (teneur en matiéres organiques du sol
et en carbone organique dissous). Cependant, la contribution relative de ’'EXOMET aux émissions totales
de CO, augmentait avec la teneur en carbone organique dissous des sols (Figure 34). Ce résultat suggére
que les deux voies de respiration utilisent, au moins en partie, des sources de substrats différentes. (1)
Les organismes du sol, en majorité des microorganismes, utilisent le large stock de matiéres organiques
insolubles du sol pour leur respiration. Les microorganismes du sol ont accés a ce carbone insoluble
grace a leurs enzymes pariétales ou aux enzymes extracellulaires secrétées a proximité qui vont
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solubiliser ce carbone. (2) L'EXOMET dépendrait des substrats solubles qui doivent diffuser entre les
catalyseurs qui sont dispersés dans les pores du sol. Par conséquent, cette voie de respiration serait
limitée par les processus diffusifs et la concentration des substrats solubles.
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Figure 38 Contribution relative de ’'EXOMET aux émissions de CO, d’un sol en fonction.

Au final, les résultats montrent que la contribution potentielle de 'EXOMET dans les émissions de CO,
des sols est substantielle (24% en moyenne), en particulier dans les sols riches en carbone organique
dissous ou la contribution de 'EXOMET peut atteindre 50%. Les permafrosts et les sols rhizosphériques,
lesquels sont riches en carbone soluble, sont trés probablement des hotspots d’'EXOMET.

1.2.3 EXOMET et respiration vivante: une divergence de réponses aux facteurs de
I’environnement

Les connaissances sur les réactions chimiques et les catalyseurs impliqués sur I’'EXOMET restent minimes.
Cependant, il n’y a pas doutes sur le fait que 'EXOMET et la respiration des étres vivants n’obéissent pas
aux mémes lois et n'ont pas les mémes réponses aux facteurs environnementaux. Par exemple, les étres
vivants ont des contraintes physiologiques incluant des conditions environnementales spécifiques
(température, humidité, absence de prédateurs ou de toxiques) et des besoins pour croitre et se
reproduire (énergie, nutriments). 'EXOMET n’a pas ces contraintes physiologiques mais semblent
dépendre plus fortement de la disponibilité en carbone soluble et des phénomeénes de diffusion que les
organismes vivants du sol. De plus, 'EXOMET est générée par des enzymes protégées par les particules
du sol et/ou des catalyseurs minéraux trés stables. Cette stabilité des catalyseurs dote 'EXOMET de
propriétés spécifiques : résistance a l’autoclavage, aux hautes températures et a certains toxiques
(Figure 39). Ces différences entre EXOMET et respiration des organismes signifient que la réponse des
émissions de CO, des sols aux facteurs de I'’environnement (température, humidité, etc.) ne peut étre
appréhendée qu’en considérant explicitement les deux voies de respiration.
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Figure 39 Persistance de I'EXOMET suite a une exposition des sols stérilisés (par irradiation) au
chloroforme (CHCI3), a 150°C pendant 10 mn et a un autoclavage.

1.2.4 Signature isotopique de 'EXOMET : une opportunité pour améliorer la quantification de
I'EXOMET

La méthode de quantification de I'EXOMET repose actuellement sur la mesure des émissions de CO, dans
un sol stérilisé. Cette approche a deux limites principales. La premiére est que la stérilisation libére de
grandes quantités de carbone soluble et d’enzymes provenant de la biomasse microbienne tuée. Méme
si une approche de modélisation couplée a des expérimentations a suggéré que l'impact de la
stérilisation est faible (<5%) et corrigeable, 'EXOMET peut étre surestimée par cette approche (Maire et
al., 2013b). La deuxieme limite émerge de I’hypothese d’additivité des deux voies de respiration. Hors il
est trés probable que ces deux voies aient de nombreuses interactions (e.g. compétition pour
I'acquisition des substrats solubles). Il est donc crucial de développer une méthode alternative de
quantification de 'EXOMET. Pour cela j’ai lancé des investigations afin de tester si 'EXOMET et la
respiration des organismes du sol disposaient de signatures isotopiques “*C différentes. Le delta *C du
CO; libéré par des microorganismes du sol et I'EXOMET (incubations de sol irradié) a été quantifié. Les
résultats montraient que le delta **C du CO, libéré par les microorganismes était similaire au delta **C du
substrat signifiant que la respiration cellulaire n’induisait pas ou peu de fractionnement isotopique. Au
contraire, 'EXOMET induisait un fractionnement isotopique *C extrémement marqué (Figure 40).
Comme souvent pour les processus de fractionnement, l'intensité du fractionnement isotopique était
positivement et linéairement corrélée a la concentration en carbone soluble.
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Figure 40 Fractionnement isotopique C (45 C) induit par 'TEXOMET en fonction de la concentration en
carbone soluble dans le sol.

Les processus a |'origine du fractionnement isotopique de 'EXOMET n’ont pas encore été identifiés mais
montrent la singularité de cette voie de respiration par rapport a la respiration des organismes du sol.
Ainsi, contrairement a ce qui a été proposé par une autre équipe de recherche (Blankinship et al., 2014),
la respiration dans les sols stérilisés par irradiation, autoclavage ou exposition a des toxiques ne peut
étre expliquée par les activités d’organismes qui auraient échappés a la stérilisation. Le fractionnement
isotopique indique également que I'EXOMET a une signature isotopique rendant possible sa
quantification dans des sols non stérilisés tout en s’affranchissant des biais décrits ci-dessus. La méthode

de quantification isotopique sera décrite dans la partie projet.

2. Modélisation : connexion de I’écologie microbienne aux flux de matiere dans
les écosystemes

2.1 Introduction aux modeéles actuels

Il existe une grande diversité de modeéles de flux de matiére dans les écosystémes terrestres (Figure 41).
Le nombre de compartiments de matiere considérés est tres variable (de 2 a plusieurs dizaines) ainsi que
les types d’éléments (C ou N, C et N, certains incluent aussi P, S, etc) et les processus considérés
(photosynthese, respiration, minéralisation des matieres organiques, etc).
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Figure 41 Diagramme de flux de trois modéles de flux de matiere des écosystémes terrestres
historiquement connus (Hénin Dupuis, RothC et Century) et les noms des principaux modéles
actuellement utilisés.

Cependant, la plupart de ces modeéles reposent sur un pilier commun qui est I’équation mathématique
décrivant la décomposition des matieres organiques. Afin de comprendre cette équation, considérons un
compartiment de matiére organique représenté par son carbone (C). La décomposition de ce
compartiment est décrite par :

L= _kxcC
dt

ou k est la vitesse de décomposition reflétant de nombreux facteurs dont la qualité de la matiere
organique. Cette équation confére des propriétés spécifiques partagées par tous les modeéles actuels. Par
exemple, I'intégration en fonction du temps de cette équation indique que la décomposition doit étre
processus continu c’est a dire qui ne s’arréte jamais (Figure 42).

c) -
1 C(t) = Co.e™"
e k€ __, oo ©
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Figure 42 Diagramme de flux et équations mathématiques (dérivée ou intégrée) décrivant la
décomposition d’un pool de matiére organique représenté par son carbone.

Lorsqu’on incorpore cette équation dans des modeles de dynamique de matiére organique qui
considérent également un flux entrant de matiére organique dans le sol (¢)), les modéles prévoient
systématiquement un équilibre pour le compartiment de matiere organique (Figure 43). Cela signifie que
peu importe les conditions initiales et les parameétres, le compartiment va tendre vers une valeur unique.
D’un point de vue biologique, cela implique une capacité finie des sols a stocker du carbone.
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Figure 43 Diagramme de flux et équations mathématiques (dérivée ou intégrée) décrivant la dynamique
d’un pool de matiére organique représenté par son carbone.

Nous verrons que ces prédictions sont tout a fait discutables eu regard a nos connaissances sur la
dynamique du carbone organique dans les sols. Plus directement, les travaux sur le priming effect (PE)
remettent en cause I'hypothése sous-jacente a cette équation de décomposition : le processus de
décomposition serait limité par la quantité et la qualité des matieres organiques et pas par les
microorganismes du sol qui sont absents de I'équation. Hors les travaux sur le PE suggerent qu’au
contraire la minéralisation des matieres organiques agrégées des sols (MOA) est limitée par I'activité de
certains microorganismes des sols. De maniére totalement indépendante, des investigations sur la
distribution spatiale des microorganismes du sol a I'échelle nanométrique supportaient cette limitation
microbienne en montrant que la plupart des surfaces des MOA ne sont pas colonisée par les
microorganismes (Heitkoétter and Marschner, 2018; Nunan et al., 2003).

2.2 Intégration de la biomasse et la diversité microbienne dans des modeles de
flux de matiere

Afin de comprendre quels effets sur les prédictions pourraient avoir un changement d’équation de
décomposition dans les modeéles, j'ai construit des modeéles alternatifs de dynamique des matieres
organiques du sol positionnant la biomasse microbienne du sol au coeur du contréle de la décomposition
(Fontaine and Barot, 2005; Perveen et al., 2014). N’ayant que tres peu d’informations disponibles sur le
type de relation entre biomasse microbienne et vitesse de minéralisation des MOA, j’ai opté pour une
équation linéaire entre les deux. Des années plus tard une étude menée avec une étudiante en thése
entre quantité de carbone énergétique apporté, biomasse microbienne et intensité de PE montrera que
ce choix fut le bon (Perveen, 2014). La minéralisation des MOA a donc été décrite par le systeme
d’équation suivant :

dc. )
= —ACq,

ds
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ou Cs et Cds représentent respectivement les compartiments des MOA et des décomposeurs, A et r
I'activité de dégradation et le taux de respiration des décomposeurs, ¢l le flux de matiere organique
fraiche (MOF) alimentant les décomposeurs.

Les modeéles devaient rester trés simples afin de pouvoir les résoudre mathématiquement car je
ne disposais pas d’informations assez précises sur les parametres microbiens pour réaliser des
simulations. Par conséquent, j’ai opté pour la construction de modéles de complexité croissante (Figure
44). Le modele était complexifié uniguement lorsqu’il n’était pas capable de rendre compte d’un résultat
empirique important. Une liste de résultats empiriques clés a donc été dressée afin de contraindre
qualitativement les modeles. Ces résultats étaient trés basiques comme pouvoir reproduire
I'accumulation de matieres organiques dans les sols, prendre en compte les contraintes
stoechiométriques des organismes ou permettre la coexistence plantes-microorganismes.
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Figure 44 Diagramme de flux de trois modeéles alternatifs de dynamique des matiéres organiques ol les
décomposeurs pilotent la vitesse de minéralisation des matiéres organiques agrégées des sols.

J'ai d’abord construit un modéle de décomposition, puis un modele de dynamique des MOS ne
considérant que le carbone (Figure 44). Dans le modele de dynamique de MOS, une fraction de la
biomasse microbienne alimente les MOA. Ce processus mime la libération de composés organiques
microbiens pauvres en énergie contribuant a la formation de MOA dans les sols.

56



dc,
dr

= (s— A)Cy,,

dCys
ds

= (A —r—s5)Cy + D,

Dans ce modeéle s+r représente le renouvellement des microorganismes c’est a dire la perte de carbone
de la biomasse par respiration et mortalité. De ce carbone perdu, une fraction r est libérée sous forme
de CO, tandis qu’une fraction s alimente le pool de carbone du sol (MOA).

Une version couplée carbone-azote du modele a ensuite été construite en intégrant les
contraintes stoechiométriques des organismes par la loi du minimum de Liebig (Figure 45). Cette loi du
minimum se traduit pour les microorganismes par deux cas possibles : 1) ils sont limités par la quantité
de carbone et ils libérent de I’azote minéral, 2) ils sont limités par la quantité d’azote et ils immobilisent
de I'azote. Dans ce dernier cas, la décomposition des matieres organiques (MOF+MOA) est limitée par
I'immobilisation de I’azote minéral. Le modele de sol couplé CN a été connecté a un modele de plante
afin d’explorer le type de relations sol-plante que cela allait engendrer (Figure 45). En cohérence avec la
loi du minimum, la croissance de la plante peut étre limitée par 1) le carbone c’est a dire par la
concentration en CO, et le flux de lumiére au sol ou 2) I'azote minéral disponible dans le sol. L’analyse du
modele montrera que la co-existence plante-décomposeur n’est pas possible en considérant qu’un seul
groupe fonctionnel microbien. Hors les avancées sur le PE montraient I'existence de deux groupes
fonctionnels microbiens : un groupe responsable du PE et un autre se spécialisant dans I'utilisation du
carbone frais des végétaux. Par conséquent, I'inclusion des deux groupes fonctionnels microbiens a été
testée (Figure 45).
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Figure 45 Modéles d’écosystemes connectant les modéles alternatifs de dynamiques des matieres
organiques du sol a un modele de plante. Le premier modeéle considere qu’un seul groupe fonctionnel
minéralisant les matieres organiques aggrégées (ici MOS) et le carbone frais (FOM) des plantes ensemble.
Le deuxiéeme modéle considére un deuxiéme groupe fonctionnel n’utilisant que les FOM. Ce deuxiéme
modele a été appelé Symphony en référence a sa capacité a rendre compte I’harmonie des échanges de
matiére entre le couvert végétal et les microorganismes du sol.

Ces modeéles ont été analysés mathématiquement en calculant les solutions a I'équilibre
(derivées = 0 pour tous les compartiments sauf pour les MOS qui n’ont pas d’équilibre défini dans ces
modeles), les conditions de stabilité et de faisabilité proches du point d’équilibre et les conditions de
basculement entre les limitations CN des organismes. Enfin, plus récemment, la version du modéle
d’écosystéeme qui remplissait la liste des attendus (Modele Symphony, Figure 45) a été entiérement
paramétrée pour une prairie permanente de |’observatoire SOERE de 'UREP (Perveen et al., 2014). Cette
paramétrisation s’est faite en deux étapes: une premiere série de parametres microbiens ont été
obtenus apres ré-analyse des nombreuses incubations de laboratoire disponibles sur le PE; d’autres
paramétres ont ensuite été calculés pour la prairie permanente étudiée. Le modele a été contraint par la
mesure sur la prairie étudiée des variables suivantes : biomasse et production du couvert végétal, teneur
en azote minéral du sol, stockage du carbone dans le sol, lessivage d’azote, biomasse microbienne.
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2.3 Intégration du pool d’enzymes dans les modeles de réponse a la température
de processus biocatalytiques.

La réponse des processus biocatalytiques a la température est globalement mal reproduite par les
modeles sur le long terme (>plusieurs mois a année). C'est le cas des modeéles de dynamique du carbone
organique du sol. Ceux-ci prévoient une accélération du processus de minéralisation du carbone
organique du sol en réaction a une élévation de la température a la surface du globe ce qui devrait
conduire a une libération massive de CO, des sols et a une accélération du réchauffement (théorie de
I’emballement climatique). Cependant, des expérimentations grandeur nature exposant des
écosystéemes a un réchauffement montrent qu’aprés quelques années d’émissions accrues de CO,
provenant des sols des écosystemes réchauffés, le systeme « s’acclimate » : les émissions de CO, ne sont
plus significativement différentes entre les sols réchauffés et les sols témoins non réchauffés. Les
modeles actuels représentent la réponse a la température de la minéralisation du carbone organique en
utilisant une équation d’Arrhenius :

ac k. C
e
_EA
k=a.e RT
ou a est la vitesse de minéralisation potentielle c’est a dire lorsque la température n’est plus limitante et

EA I'énergie d’activation de la réaction. Il est possible d’observer I'effet négatif de la température sur le
pool de carbone organique du sol prévue par les modéles actuels en considérant le modéle minimaliste

suivant :

dac _EA
—_—= —a. RT,C
i ¢o—ace

oU ¢ représente le flux de carbone rentrant dans le sol. A I'équilibre, nous obtenons :

EA
C* = —.eRT
a

La valeur minimale du pool de carbone a I’équilibre (C*=%) est atteinte lorsque la température tend vers

I'infini. Le pool de carbone augmente continuellement avec une diminution de la température. L’effet de
la température sur le pool de carbone a I'équilibre est déterminé apres intégration vis a vis de la
température :

dc* ¢ EA EA
dT =~ a RT?’

Nous observons ici une deuxieme propriété de I'équation d’Arrhenius : I'effet négatif de la température
sur le pool du carbone du sol est plus fort lorsque I’énergie de I’activation (EA) de la réaction diminue,
c’est a dire que le substrat est plus récalcitrant a la dégradation. Une autre maniere de mettre en relief le
role de I'énergie d’activation de la réaction sur la réponse a la température de la minéralisation est de
calculer la dérivée de k par rapport a la température en relatif a k :
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1 dk _ d(Ink) _EA
k'dT ~ dT  RT?
Nous voyons ici que la sensibilité relative a la température augmente avec EA.

Cette équation d’Arrhenius a été proposée afin de décrire 'augmentation exponentielle des vitesses de
réactions chimiques avec la température. Le souci est que les réactions biochimiques en général, et la
minéralisation du carbone organique en particulier, sont catalysées par des enzymes qui ne sont pas
représentées par ce modele. Par conséquent, la vitesse de minéralisation du carbone organique dépend
du pool d’enzymes secrétées par les microorganismes du sol et de leurs activités catalytiques spécifiques
(activités catalytiques par unité d’enzyme), les deux pouvant avoir des réponses distinctes a la
température.

Alors que le réchauffement accélére I'activité catalytique des enzymes, il pourrait avoir un effet contraire
sur le pool d’enzymes. Les enzymes sont des protéines périssables qui ne s’accumulent pas indéfiniment
dans le sol. Une fois secrétée par la cellule les enzymes échappent au contrdle des microorganismes et
subissent de nombreuses interactions avec les minéraux, les microorganismes, les protéases... et des
facteurs environnementaux plus larges comme la température. Ces interactions conduisent a une
inactivation des enzymes avec perte de leur site catalytique (héme). De nombreux processus
d’inactivation existent mais un est particulierement important a prendre en compte pour comprendre
I'effet de la température sur les activités enzymatiques : I'inactivation thermique des enzymes. Cette
inactivation thermique découle des mouvements browniens et des chocs entre molécules qui vont
provoquer une perte de la structure tridimensionnelle des enzymes nécessaire a leur activité.

Avec mon collegue Gaél Alvarez, j'ai revisité I'effet de la température sur les processus biocatalytiques
(Alvarez et al., 2018a) dans des modeles ou les vitesses de réactions dépendent de I'activité catalytique
des enzymes mais aussi du pool d’enzymes. Le pool d’enzymes était simulé en considérant 1) la
production microbienne d’enzymes et 2) I'inactivation thermique des enzymes. La théorie a considéré
des modeles en batch et des modeles de réacteur en flux continu. L'objet de cette synthese n’est pas de
retranscrire I’'ensemble mais d’en retirer les grandes idées.

Considérons un pool d’enzymes secrété par des microorganismes, la dynamique de ce pool et de
I'activité de catalyse peuvent étre décrites par les équations :

dE,.
Tl kmaLl-EaLl:t'r

dC

T p— vmax lt', p— kLal-EaLl:t]

ou E,; représente le pool d’enzymes, k. I’activité catalytique spécifique des enzymes et k. leur taux
d’inactivation thermique. Les deux termes k.. et kinqo: SOnt décrits par des équations de type Arrhenius :

A
’E"wm((

kinact = aj.e ™

60



—EA 3
k(a[ -_ ac.e RT

La dynamique du pool d’enzymes et de son activité catalytique peut étre obtenue en intégrant les
équations différentielles dans le temps. On obtient donc :

Eat(t) = Eo - @ Kt t

dG;

dt = Viax(t) = Keat - Eo - @ Kimat ¢

Apres remplacement de k;,..: par son équation, on obtient I’équation décrivant la vitesse instantanée des
activités catalytiques du pool d’enzymes au cours du temps :

—EAcat —t (a; s )
Vmax(T. t) - a( €@ RT . EO - e

Cette équation est fréquemment utilisée en enzymologie pour décrire les vitesses de réaction d’un pool
d’enzymes en fonction de la température et du temps. A court terme (quelques minutes-heures), cette
équation et les essais enzymatiques court terme montrent une courbe de réponse en cloche de I'activité
enzymatique a la température avec un sommet correspondant a la « température optimale » de
I’enzyme ou du processus biocatalytique considéré. Nous démontrerons que ce concept de température
optimale est erroné car les enzymes n’ont pas d’optimum de température et la réponse des processus
biocatalytiques a la température nécessite d’imaginer un autre concept. Dans la nature, les enzymes
libérées par les microorganismes agissent jusqu’a leur compléte inactivation. En conséquence, afin de
déterminer I'effet d’'un pool d’enzymes sur la quantité totale de carbone organique du sol dégradé, il est
nécessaire de considérer le cumul des activités enzymatiques au cours du temps. Ce cumul, appelé
rendement de réaction (RY), est obtenu en intégrant V,,., au cours du temps :

t

EAinact
RY(T.t)—/ Viax(£) - dt = 26 &% . . (1—e ta.e ® )
JO i

I

La quantité totale de carbone organique dégradé par le pool d’enzymes, le rendement total de la
réaction (RY «), est donnée par :

a EAinact —FAcat
RY\ - EO ol e RT

Par conséquent, pour chaque unité d’enzymes initialement secrétée par les microorganismes (Eo), une
quantité finie de carbone organique sera dégradée. Nous avons donné a cette valeur le nom de pouvoir
catalytique des enzymes (Epoyer) caractérisé par |’équation suivante :

ac Fagt —FAat
e R

Epower i .
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Le rendement de la réaction (RY) et le Epouer sont véritablement les variables a considérer pour
comprendre I'effet de la température sur les réactions biocatalytiques et les organismes biologiques. Ces
variables ont été étudiées dans des modeles intégrant la production d’enzymes microbiennes
renouvelant le pool d’enzymes actives, analysés a I’équilibre (dérivées par rapport au temps nulles) et en
dynamique afin de simuler le changement du niveau des activités enzymatiques suite a un
réchauffement. Une analyse de la littérature et des essais enzymatiques ont également été effectués afin
de déterminer les propriétés thermodynamiques des enzymes (a,, a; EAinacy EAcat)-

3. Nouvelles prédictions des modéles et tests expérimentaux

3.1 L'origine de la stabilité du carbone organique dans les horizons profonds

L'analyse a I'équilibre du modéle de minéralisation des matieres organiques agrégées du sol (Fontaine
and Barot, 2005) intégrant le contréle microbien est simple et pédagogique méritant d’étre donc
présentée (Figure 46).

Carbonedu sol Biomasse microbienne
C — — 0,
s A.Cyy Cas r.Cas  °

P
/ A I'équilbrede labiomasse microbienne:

qc (A=7)Cas+@;

Figure 46 Analyse a I’équilibre du modele de décomposition incluant la limitation microbienne.

L’analyse montre que la survie des microorganismes du sol dépend de I’entrée de carbone frais riche en
énergie (@l) déposé par les plantes dont le compartiment n’est pas représenté ici. Afin de comprendre
pourquoi, il est nécessaire d’analyser la condition pour que le compartiment microbien soit bien positif :
r>A. Biologiquement cela signifie que la biomasse des microorganismes atteint un équilibre uniquement
si les pertes de carbone par mortalité et respiration soient supérieures au gain de carbone obtenu par la
solubilisation du carbone du sol. Si cette condition n’est pas respectée, alors la biomasse des

. . . dc . .
microorganismes augmente continuellement ( d—fs > 0) ce qui ne se produit pas dans les sols. Par
conséquent, la décomposition du carbone organique du sol n’est pas une source d’énergie suffisante

pour les microorganismes du sol. Ainsi, en I'absence de carbone frais déposé par les plantes, la
décomposition des matieres organiques du sol pourrait s’arréter.

Afin de tester cette prédiction, j’ai cherché une situation ou des matiéres organiques du sol pourraient
étre stockées mais les dépots de carbone frais seraient absents. J'ai trouvé la situation des matieres
organiques enfouies dans les horizons profonds de sol (>40 cm de profondeur). Ces matieres organiques
sont stockées depuis plusieurs centaines voire milliers d’années dans les horizons profonds ou la densité
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racinaire et les apports de carbone frais sont trés faibles comparé a I’horizon de surface (Balesdent et al.,
2018). Si la prévision du modeéle est juste, I'incorporation de carbone frais dans un sol profond devrait
réactiver les activités microbiennes et la minéralisation de ce carbone ancien. Cette hypothése a été
testée dans une incubation de laboratoire ou du sol profond prélevé dans le SOERE de I'INRA de
Clermont Ferrand a été exposé a un apport de cellulose. Afin de prouver la réactivation de la
minéralisation d’un carbone du sol ancien, j’ai développé une méthode basée sur un double marquage
(°C et **C) de la cellulose et des équations de dilution isotopique. Cette méthode a permis de séparer les
deux origines du CO, (carbone du sol et cellulose) et de dater au **C le carbone provenant du sol. Les
résultats ont confirmé la prédiction du modele : I'apport de cellulose a réactivé la minéralisation d’un
carbone organique présent dans le sol depuis plus de 2500 ans (Table 2). La minéralisation s’était
maintenue pendant quelques mois avant s’arréter a nouveau du fait de I'épuisement de la cellulose.

Quantity 14C activity HC age

(mgCkg™) (MC%) (yrep)
Control soil 100+ 4 97+14 222 (+119/-117)
Soil with cellulose 172+3 85+16 1329 '—152)
Priming effect 72+2 713%+2 2,567 (+226/—219)

Table 2 Quantité, activité *C et dge du carbone provenant des matiéres agrégées du sol qui a été libéré

par les microorganismes au cours d’une incubation de sols avec ou sans ajout de cellulose marquée au **C
14

et C.

Ces résultats montrent comment l'utilisation des mathématiques, méme dans des équations tres
simples, permet de réaliser des progres importants dans la compréhension des processus
biogéochimiques. Ils ont révélé I'origine de la persistance du carbone organique dans les horizons
profonds et ont permis a la communauté scientifique de prendre conscience qu’aucune forme de
carbone n’est inerte ni récalcitrante a la décomposition microbienne (Guenet et al., 2012; Schmidt et al.,
2011). Ainsi le concept de récalcitrance est petit a petit abandonné par la communauté scientifique qui
lui préfere le terme de persistance. Cette persistance n’est pas seulement une propriété inhérente aux
molécules carbonées mais aussi d’'un état, par exemple, ici I'absence de carbone frais pour les
microorganismes. Plus pratiguement, mes résultats suggéraient que la pénétration des horizons
profonds par des racines en réponse a des changements de pratiques et au réchauffement climatique
(labour profond, utilisation de variétés avec un systeme racinaire profond) pourrait réactiver une
minéralisation microbienne conduisant a des pertes de matiéres organiques anciennes. Cela a été
démontré plus tard par une expérimentation mise en place avec un étudiant en thése (Shahzad et al.,
2018). Des investigations complémentaires ont également permis de montrer que la persistance du
carbone profond avait une double origine: I'absence de carbone frais et une préservation des
perturbations physiques de surface (précipitations, racines...).

3.2 Accumulation continue des MOS dans les écosystémes

Une deuxieme prédiction émergeant de ces nouveaux modeles est que le compartiment du carbone
organique du sol n’atteint pas forcément d’équilibre et peut s’accumuler sans limite (Fontaine and Barot,
2005; Perveen et al., 2014). Dans les modeéles classiques ou la décomposition est limitée par la teneur en

63



carbone du sol, I'accumulation du carbone organique du sol s’accompagne d’une augmentation
progressive du flux de minéralisation jusqu’a ce que la sortie de carbone compense I'entrée, signifiant
que le compartiment de carbone a atteint son équilibre. Une fois I’équation de décomposition libérée de
I'influence de la teneur en carbone présente dans le sol (car I'activité des microorganismes serait le
facteur limitant), le carbone du sol peut prendre n’importe quelle valeur (Figure 47).

s.Ca
Carbonedu sol B[omasstrcrob[enne
—
G /| Cs |—— o
A.Cgs r.Cas
A
dc, A I'équilbre de la biomasse microbienne:
— = (s — A)C,
i at (s )Cas
d
WS =(A-s-7r)Ca+q;

Figure 47 Analyse a I’équilibre du modeéle de dynamique du carbone organique du sol incluant la
limitation microbienne.

L'accumulation ou la perte de carbone organique du sol va dépendre uniquement des parametres
microbiens de stockage ou, au contraire, de minéralisation des MOA (s et A). Cette prédiction va
permettre de jeter un nouveau regard sur la dynamique de carbone dans les écosystemes. Plusieurs
chercheurs vont commencer a publier des résultats empiriques supportant I'idée d’'une accumulation de
carbone dans les sols sans limite observable. Par exemple, il sera démontré que les foréts primaires ou
trés anciennes et les prairies permanentes accumulent encore du carbone dans les sols alors qu’elles
auraient dues atteindre un équilibre (Chen et al., 2018; Guan et al., 2015; Luyssaert et al., 2008; Yu et al.,
2013). Je vais moi-méme montrer que la forét primaire guyanaise ainsi que des prairies anciennes issues
de la déforestation de cette forét primaire accumulent toujours du carbone organique (Table 3).

Eddycovariance  Chronosequence
1

(tC ha’ yr B study (tC ha ] yr )
Native forest 331 £ 044 a No data
Pasture <24 years 031 £ 048 Db 1.03 + 0.85 ns
Pasture =24 years 1.27 + 0.37 ab 531 + 2.08*

Table 3 Stockage de carbone dans la forét primaire et les prairies anciennes (>24 ans) de la Guyane. Par
convention avec la communauté scientifique sur I'atmosphére la fixation de carbone dans les
écosystemes est représentée par des valeurs négatives.

Cette accumulation se produit dans les horizons profonds de sol (< 20 cm de profondeur) qui sont
généralement délaissés dans les études sur la dynamique du carbone du sol expliquant sans doute
pourquoi cette connaissance n’a pas été découverte avant (Figure 48). Cette hypothese d’une
accumulation continue des matiéres organiques dans les sols est ardemment débattue avec les tenants
de I'hypothese d’une capacité finie des sols a stocker des matiéres organiques (Fontaine et al., 2018;

64



Reichstein et al., 2009; Smith, 2014). Cette capacité finie serait expliquée par une capacité limitée des
minéraux du sol a adsorber et protéger les matiéres organiques de I’oxydation microbienne (Hassink and
Whitmore, 1997). Cependant, cette école de pensée ne prend pas en compte |'accumulation des
matiéres organiques libres des minéraux du sol (Fontaine et al., 2007; Mendez-Millan et al., 2014), en
particulier dans les horizons profonds ou les activités microbiennes sont bloquées par limitation
énergétiques. Elle ne prend pas non plus en compte les grandes quantités de minéraux aux surfaces
libres contenues dans les horizons profonds.
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Figure 48 Accumulation de carbone organique dans les horizons profonds (0.2-1 m) des prairies anciennes
de la Guyane.

3.3 Le mécanisme de banque

3.3.1 Paradoxe de la synchronisation offre-demande en nutriments

L'analyse des modeéles couplés carbone-azote et plante-microorganismes (Fontaine and Barot, 2005;
Perveen et al., 2014) est bien trop compliquée pour étre présentée dans cette synthése. Par conséquent,
je vais résumer les principaux résultats en utilisant des figures conceptuelles afin d’illustrer mes propos.
Un résultat majeur est sans doute d’avoir pointé les conditions complexes d’une persistance des plantes
et des microorganismes du point de vue trophique. L'accumulation des matiéres organiques agrégées du
sol (MOA) implique une séquestration continue de nutriments car les MOA sont construites de carbone
et de nutriments dans des proportions proches de ceux des microorganismes. En analysant les modeles,
je me suis rendu compte que, dans un environnement séquestrant des nutriments, les conditions de
survie des plantes sont minces ce qui contraste avec I'évidence méme d’une coexistence plantes-
microorganismes dans la plupart des écosystemes.

Cependant, les MOA ne sont pas vouées qu’a s’accumuler, elles servent aussi, a certains moments, de
source essentielle de nutriments pour les végétaux une fois le travail de minéralisation des
microorganismes effectué. Cette minéralisation des MOA contribuent a ce que nous avons appelé
« I'offre du sol ». L’analyse des modéles a montré que cette offre doit se synchroniser au « besoin des
plantes » dans les écosystémes, c’est une condition de leur pérennité. En effet, tout excés d’offre
conduit a des pertes par lessivage et dénitrification conduisant a un appauvrissement des sols et a la
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non-durabilité de I'écosysteme. Une offre insuffisante bloquera le développement des plantes. Hors
cette synchronisation offre-besoin dans les écosystemes a trés peu de chance de se produire de maniere
spontanée car les plantes et les décomposeurs du sol sont des organismes régis par des lois de réponse
aux facteurs de I’environnement distinctes (Figure 49).
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Figure 49 Paradoxe de la synchronisation entre I'offre en nutriments minéraux du sol et les besoins des
plantes, condition de persistance des écosystémes. Les activités microbiennes sont en premier lieu
dépendantes de la quantité et la chimie des organiques présentes dans le sol. Ces activités sont ensuite
modulées par d’autres facteurs comme le potentiel hydrique, la température et la texture du sol. Les
activités végétales dépendent de la lumiere et des espéces présentes. Certains facteurs de contréle sont
communs aux deux organismes (température et potentiel hydrique), mais les types de réponse sont
différentes.

3.3.2 Un tapis roulant de nutriments solubles

Ces investigations sur les conditions de persistance des écosystemes indiquaient |'existence tres
probable de mécanismes de régulation ajustant I’offre en nutriments des microorganismes aux besoins
des plantes. Un autre résultat clé délivré par les modéles sera de montrer qu’il est impossible de
représenter un mécanisme de régulation en considérant un groupe fonctionnel microbien (minéralisant
les MOA via le priming). Hors nos travaux sur le priming avaient identifié I'existence d’un deuxieme
groupe fonctionnel microbien décomposant uniquement les matiéres organiques fraiches des plantes.
L'inclusion de ce deuxieme groupe fonctionnel dans le modele va faire apparaitre un mécanisme
complexe de régulations des échanges de matiere entre les plantes et les microorganismes, appelé
mécanisme de banque, assurant la durabilité de I'écosysteme dans de nombreuses conditions.

Dans ce mécanisme de banque, les deux groupes fonctionnels microbiens ont des fonctions opposées.
Un groupe microbien, nommé M, va minéraliser les MOA et libérer des nutriments minéraux tandis que
I'autre groupe, nommé |, va construire des MOA en immobilisant des nutriments minéraux. Le
fonctionnement simultané des deux groupes microbiens va créer un flux continu de nutriments
minéraux (tapis roulant) entre les microbes M et | et un renouvellement des MOA (Figure 50). La plante
quant a elle s’alimente sur ce tapis roulant de nutriments afin de satisfaire ses besoins nutritionnels.
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Ainsi le modele propose une représentation écologique des flux de minéralisation et d’immobilisation
d’azote observée dans les sols (Mary et al., 1998; Murphy et al., 2003), flux traditionnellement appelés
MIT pour mineralisation-immobilization turnover. Le modele affecte également un sens écologique trés
fort a ces flux puisqu’ils conditionnent la persistance des plantes, spécialement dans des milieux ou les
entrées en nutriments sont faibles.

Rhizodépositions

HPO, > NH;*  H,PO,
(U () [ ] »

Minéralisation Humification

Figure 50 Tapis roulant de nutriments minéraux créé par les activités de deux groupes microbiens aux
fonctions opposées. Goupe M : les minéralisateurs des matiéres organiques agrégées des sols libérant des
nutriments minéraux; Groupe | : les constructeurs des matiéres organiques des sols immobilisant des
nutriments minéraux. Ces deux groupes microbiens | et M correspondent respectivement aux gro.upes r
et K contrélant pour le priming effect. Cependant, ces deux groupes ont été renommés dans le cadre de
cette étude afin de mieux représenter leurs fonctions respectives. Les rhizodepositions alimentent en
énergie les microorganismes M (Shahzad et al., 2015) et | (Nguyen et al., 2008)

Le mécanisme de banque va conduire a un ajustement du tapis roulant de nutriments (MIT) et du
compartiment de matiéres organiques du sol aux besoins de la plante (Figure 51). Cette ajustement est
une propriété émergente de l'interaction des trois partenaires (plante, microbes M et I). Lorsque les
besoins en nutriments de la plante sont forts (conditions de lumiére et d’eau optimales pour la
photosynthése ; e.g. printemps), le prélevement accru de nutriments par la plante va inhiber les
microorganismes | (limités par les nutriments) au profit des microorganismes M. Il en résulte une
intensification de la minéralisation des MOA et de la libération de nutriments minéraux. Au contraire,
lorsque le prélevement en nutriments des plantes diminuent (e.g. fin d’automne), I'accumulation de
nutriments minéraux stimule les microorganismes | et inhibe les microorganismes M. Dans ce cas, le
mécanisme de banque est dans un régime de stockage de nutriments dans les MOA. Ainsi le mécanisme
ajuste continuellement I'offre du sol aux besoins des plantes qui évoluent au cours du temps en fonction
des cycles végétatifs des espéces et de la fluctuation des facteurs environnementaux. Cet ajustement de
I’offre du sol assure a la fois la nutrition minérale de la plante et la conservation des nutriments dans
I’écosystéme sous forme de MOS
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Figure 51 Mécanismes de banque ajustement I’offre en nutriments du sol aux besoins des plantes.

3.3.3 Série de tests expérimentaux du mécanisme de banque

Le mécanisme de banque étant une propriété émergente d’un systéme, son test expérimental est
complexe et ne peut étre réduit a I'approche « test d’hypotheése pouvant étre rejetée ou non ». Par
contre, il est possible de tester la vraisemblance du systeme modélisé en confrontant les principales
prédictions du modele a des mesures du systéme. Pour cela une série d’expérimentations a été mise en
place afin d’étudier le fonctionnement global de systémes sol-plante exposés a différents traitements
dans le but de révéler le mécanisme de banque. Ces expérimentations ont nécessité d’imaginer et
construire une plateforme expérimentale permettant le suivi simultané des activités végétales et
microbiennes dans 40 mésocosmes (Figure 52).

Figure 52 Photographie de la plateforme expérimentale mis en place a I'INRA de Clermont Ferrand afin
d’étudier les interactions plantes-microorganismes, et en particulier le mécanisme de banque.
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Les défis scientifiques et techniques relevés par cette plateforme ont fait I’'objet d’'une publication dédiée
(Cros et al.,, 2019). Brievement, cette plateforme permet de mesurer en continu les activités
photosynthétiques des végétaux et donc d’estimer leurs besoins en nutriments (Figure 53).
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Figure 53 La mesure de la photosynthése brute (GPP) permet d’estimer le potentiel de croissance et donc
les besoins en nutriments des végétaux. En fonction de I’offre en nutriments du sol ce potentiel pourra se
réaliser ou pas. Dans ce dernier cas, I’excés de carbone est respiré ou exsudé dans la rhizosphere.

Cette plateforme permet également un marquage en continu des plantes au **C. Ainsi la minéralisation
microbienne des MOA peut étre quantifiée par I'analyse du CO, émis par |'écosysteme et sa composition
isotopique “C. Cette minéralisation des MOA est la premiére composante de I'offre du sol en nutriments
(Figure 54).

(2 o

Minéralisstionbrute | Immobilision brute

NH NH NH NH,* NH,

RPE

Figure 54 Caractérisation de I’offre du sol par la mesure de (1) la minéralisation des matieres organiques
agrégées du sol et du rhizosphére priming effect (RPE) induit par les plantes, et des flux bruts de
minéralisation (2) et d’immobilisation (3) d’azote du sol.

La deuxiéme composante est déterminée par I’équilibre entre les groupes microbiens | et M qui créent le
tapis roulant de nutriments solubles. Cet équilibre a été quantifié par la mesure de la différence des flux
bruts de minéralisation (activité du groupe microbien M) et d’immobilisation (activité du groupe
microbien 1) de l'azote par la technique de dilution >N (Figure 54)(Murphy et al., 2003). Selon
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I’'hypothése du mécanisme de banque, cette différence (appelée delta MI) détermine I'offre du sol et
devrait augmenter avec l'intensité de la photosynthese des couverts.

Le mécanisme de banque a été étudié sur plusieurs dizaines d’espéces de graminées et légumineuses
communes des prairies permanentes des milieux tempérés. Il a également été étudié sur trois modéles
d’agrosystémes : une prairie (P), un blé pur (BLE) et un nouveau systéme de culture (NSC) ou du blé a été
implanté dans la prairie. L’hypothése était que le mécanisme de banque existe uniquement en présence
de plantes pérennes c’est a dire dans la P et le NSC. En effet, I'analyse des modeles mathématiques avait
suggéré que le mécanisme de banque dépend d’une alimentation continue et importante des
microorganismes par le carbone frais des plantes (rhizodépositions). Cette alimentation est possible en
présence de plantes pérennes (P et NSC) alors que le blé pur ne pourra alimenter les microorganismes en
carbone frais que quelques mois dans I’'année (Attard et al., 2016).

3.3.3.a Lien entre photosynthése et minéralisation microbienne des matiéres organiques du sol

En présence de plantes pérennes, les résultats montraient une relation positive linéaire entre le
rhizosphere priming effect (RPE; minéralisation des MOA stimulées par les racines) et l'activité
photosynthétique des plantes (Figure 55)(Cros, 2019). Cette relation supporte I'idée d’un ajustement de
I’offre en nutriments au besoin des plantes.
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Figure 55 Relation entre le rhizosphére priming effect (RPE) et la photosynthése brute des plantes (GPP).

Cependant, deux processus peuvent étre corrélés sans pour autant avoir de liens de cause a effet. Afin
de démontrer I'ajustement de I'offre au besoin, une expérimentation a mesuré le RPE avant et apres
coupe d’une partie de la biomasse aérienne de six plantes pérennes. Instantanément, la coupe diminuait
drastiquement la surface foliaire, la photosynthése et donc les besoins en nutriments des plantes. En
réponse, le RPE diminuait de 20 a 50% selon les espéces dans le mois suivant la coupe (Figure
56)(Shahzad et al., 2012a). Une investigation temporelle plus précise sur une espéce de plante montrait
une diminution du RPE intervenant dans les 48h suivant la coupe.
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Figure 56 Rhizosphére priming effect (RPE) induit par cinqg espéces de graminées et une espéce de
légumineuse avant et aprés coupe d’une partie de la biomasse aérienne. Ces mesures ont été effectuées
un mois apres la coupe. Tf Trisetum flavescens, Pt Poa trivialis, Fa Festuca arundinacea, Be Bromus
erectus, Bp Brachypodium pinnatum, Tr Trifolium repens.

Ces résultats suggerent I'existence d’une connexion quasiment en ligne de I'offre microbienne de
nutriments a la demande de la plante chez de nombreuses espéces pérennes.

3.3.3.b Lien entre photosynthése et delta minéralisation-immobilisation sous différents couverts

L'effet d’une variation des besoins des plantes sur I'offre du sol caractérisée par la mesure des flux bruts
de minéralisation et d’'immobilisation de I’'N (Figure 54) a fait 'objet d’'une étude comparant trois
modeles d’agrosystémes (P prairie, BLE blé pur et NSC blé dans la prairie). Dans cette étude, la variation
de la demande en nutriments des plantes était générée par |’évolution de la photosynthese au cours des
saisons et en réponse aux récoltes de végétaux (fauches ou moissons). Les flux de minéralisation et
d’'immobilisation de I'azote étaient mesurés dans des incubations de laboratoire apres récolte du sol
(Murphy et al., 2003) signifiant qu’ils correspondaient a des flux potentiels. De plus, I'apport d’azote
minéral marqué N nécessaire a la mesure contribuait a surestimer le flux d’immobilisation signifiant
que le delta MI était systématiquement négatif. Cependant, ces flux potentiels étaient de bons
indicateurs de l'importance relative des activités des groupes microbiens | et M dans les différents
traitements: un faible delta Ml indiquait un tapis roulant favorisant I'immobilisation dans les matiéres
organiques du sol tandis qu’un fort delta Ml indiquait un tapis roulant favorisant la mise a disposition
d’azote pour les couverts végétaux.

Les résultats (Figure 57) montraient une augmentation du delta Ml avec la photosynthése brute
des couverts dans le cas de la P et du NSC. Cette relation positive entre delta Ml et photosynthéese
supporte l'idée d’un ajustement du tapis roulant de nutriments minéraux a une demande en azote des
couverts évoluant au cours de I'année. De plus, I'absence de variation du delta Ml (valeur toujours
élevée) avec la photosynthése dans le cas du BLE (Figure 57) confirmait notre hypothése sur le réle clé
des plantes pérennes dans le maintien du mécanisme de banque tout au long de l'année. La
photosynthése et donc I'alimentation des microorganismes par les rhizodépots se concentraient sur 4
mois dans le cas du BLE (Figure 58). Pendant cette période de forte demande en azote, le blé favorisait la

71



construction de microorganismes M. En dehors de cette période, plus aucune plante n’était présente
pour alimenter la construction des microorganismes | ce qui expliquait la persistance d’un delta Ml élevé.
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Figure 57 Relation entre le delta immobilisation-minéralisation (AMIT) et la photosynthése brute des
plantes (GPP).

Dans le cas de P et NSC, la photosynthése et les rhizodepositions associées se maintenaient tout au long
de I'année y compris en hiver grace aux plantes pérennes (Figure 58). Ainsi les successions microbiennes
assurant la synchronisation offre/demande au cours de I’'année pouvaient avoir lieu.
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Figure 58 Variation saisonniére de la photosynthese brute de trois modéles d’agrosystémes : prairie, blé
sur sol nu, blé dans la prairie.

72



3.3.3.c Performances agro-environnementales des couverts en lien avec le degré de synchronisation
offre-demande

Les différences de fonctionnement (présence ou non d’'un mécanisme de banque) entre le BLE d’un c6té,
la P et le NSC de I'autre, se traduisaient par des performances agro-environnementales contrastées. Les
pertes d’azote par lessivage étaient réduites d’un facteur vingt-sept dans la P et le NSC par rapport au
BLE (Figure 59).
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Figure 59 Perte d’azote par lessivage de nitrates dans les trois agrosystémes étudiés: prairie, blé sur sol
nu, blé dans la prairie.

De plus, la production de biomasse aérienne était deux fois plus élevée dans la P et le NSC que dans le
BLE (Figure 60). Ces résultats illustrent I'importance du mécanisme de banque pour Ila
multifonctionnalité des écosystemes et montrent que le compromis entre productivité et performance
environnementale n’est pas une fatalité. Il est important de souligner que la fixation d’azote symbiotique
par la légumineuse dans P et NSC a tres probablement contribué a lever la limitation en azote de la

production de biomasse végétale contribuant avec le mécanisme de banque a cette bonne performance
du NSC et de la P.
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Figure 60 Production de biomasse aérienne par les trois agrosystemes étudiés: prairie, blé sur sol nu, blé
dans la prairie.
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3.4 Réponse des cycles biogéochimiques a I'augmentation du CO, atmosphérique
et aux retombées d’azote atmosphérique

L'impact de l'augmentation du CO, atmosphérique et des retombées d’azote atmosphérique sur les
cycles carbone-azote a été étudié avec le modele Symphony incluant les deux groupes fonctionnels
microbiens. Symphony prévoit, en réponse a I'augmentation de CO, atmosphérique, une stimulation de
la production végétale soutenue par le mécanisme de banque délivrant les nutriments (Figure 61).
Cependant, contrairement aux prédictions des modeles actuels, Symphony indique que I'augmentation
des incorporations de carbone dans le sol par le couvert végétal sous CO, élevé, se traduit par une
accélération du turnover du carbone du sol et non par une augmentation du stockage de carbone. Cette
prédiction a été récemment validée par une méta-analyse sur les résultats des expérimentations
étudiant la réponse de la productivité et le stockage de carbone des écosystemes a des concentrations
élevées en CO,(Groenigen et al., 2014b). Plus précisément, Symphony prévoit une diminution des stocks
de matieres organiques des sols si I'augmentation du CO, atmosphérique s’accompagne d’une
augmentation de la sortie d’azote de I'écosystéme via une augmentation des productions (e.g. fourrage)
et donc des exportations par exemple (Figure 61). En effet, le mécanisme de banque compense la sortie
d’azote de I’écosysteme par une libération d’azote des matieres organiques du sol permettant la
persistance de la biomasse vivante.
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Figure 61 Effet d’augmentation de la concentration en CO, atmosphérique sur les groupes fonctionnels
microbiens et les principaux compartiments et flux carbone-azote de I’écosysteme simulé par Symphony.
Les microorganismes | et M sont respectivement appelés Cdf et Cds sur ce graphique (ils sont nommeés ici
par rapport au type de matiere organique dont ils se spécialisent, carbone frais ou carbone du sol).
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Au final Symphony montre que I’évolution du stock de carbone du sol est déterminé par le bilan d’azote
a l’échelle de I’écosystéme (somme des entrées — somme des sorties). Un bilan net négatif, signifiant une
exportation nette d’azote de I’écosysteme se traduit par une diminution continue du stock de carbone
du sol (Figure 62). Au contraire, un bilan positif déclenche une accumulation de matiéres organiques du
sol. En cohérence, Symphony prévoit que I'augmentation des retombées d’azote atmosphérique devrait
favoriser le stockage de carbone dans les sols. Cette prédiction est soutenue par plusieurs
expérimentations montrant une décélération de la minéralisation microbienne et une accumulation du
carbone du sol en réponse a une fertilisation azotée des écosystémes (Bowden et al., 2004; Dijkstra et
al., 2004; Hagedorn et al., 2003). Il est important de souligner que ce résultat n’est valable que si toute
chose est égale par ailleurs. Par exemple, la diminution de la fixation symbiotique par les [égumineuses
pourrait annuler tout ou partie de I'effet positif des retombées d’azote atmosphérique sur le stockage de
carbone.
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Figure 62 Effet de la quantité d’N entrant dans I’écosystéme (e.g. par retombée d’azote atmosphérique)
sur le bilan azoté de I’écosystéme, la teneur en azote minéral, sur les groupes fonctionnels microbiens et
le stockage de carbone dans le sol. Les microorganismes | et M sont respectivement appelés Cdf et Cds
sur ce graphique (ils sont nommeés ici par rapport au type de matiére organique dont ils se spécialisent,
carbone frais ou carbone du sol).
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J'ai également mis en place deux incubations distinctes, impliquant respectivement un sol de savane
tropical et un sol de prairie tempérée, afin de démontrer plus directement (sans l'interaction avec les
plantes) I'impact de la disponibilité des nutriments minéraux sur les activités des groupes fonctionnels
microbiens M et | et le (dé)stockage de carbone dans le sol. Dans les deux études, de la cellulose était
incorporée dans le sol comme source de carbone frais pour les microorganismes. Les résultats des deux
études convergeaient: la disponibilité en nutriments pour les microorganismes détermine l'intensité du
priming effect et le bilan de carbone du sol. Dans les sols riches en nutriments minéraux, le priming était
faible et I'apport de carbone conduisait a une accumulation de carbone dans le sol du fait de
I’hnumification du carbone apporté (Table 4). Au contraire, le priming était si intense dans le sol pauvre
en nutriments minéraux que les pertes en carbone ancien du sol dépassaient la formation du carbone
nouveau. En conclusion, I'apport de carbone dans un sol peut augmenter ou diminuer le stock de
carbone du sol en fonction de la disponibilité des nutriments pour les microorganismes.

Low nutrient High nutrent
(a) '*C added 495 495
) C lost as CO» 365 + 21 318 + 3
(©) °C remaining in soil 110 = 11 140 £ 4
(d) °C lost as C( )> because of PE 140 £ 3 72 15
Soil carbon balance (¢ + d) 30 £ 11 +68 = 19

Table 4 Bilan de carbone du sol suite a un apport de cellulose dans un sol de savane tropicale.

3.5 Role des enzymes et de leurs propriétés thermodynamiques dans la réponse
des processus biogéochimiques a la température

L'analyse de la nouvelle théorie (Alvarez et al., 2018b) sur la réponse a la température des activités
enzymatiques et processus biocatalytiques montrait la nécessité de distinguer la vitesse instantanée
(Vmax) et le pouvoir catalytique (Egower) d’un pool d’enzymes. Le concept de pouvoir catalytique des
enzymes est particulierement important a considérer lorsque des processus sont étudiés dans des
systémes pérennes (e.g. processus de minéralisation microbienne dans les écosystémes) puisqu'’il
correspond aux activités enzymatiques cumulées jusqu’a l'inactivation compléte des enzymes. Dans
notre étude ol le processus d’inactivation thermique des enzymes était pris en compte, la réponse a la
température des variables Vi« et Epower dépendait des énergies d’activation de I'activité catalytique
spécifiques (EA.:) et de l'inactivation thermique (EAi..«), et en particulier du delta entre ces deux
énergies (AEA). Une analyse approfondie de la littérature complétées de mesures supplémentaires ont
permis de montrer un delta négatif universel a toutes les enzymes (Table 5).

77



Organism
Nc
Aspergillus niger

Trichoderma reesel

Ganoderma luddum
Trichoderma viride
Agrobacterium sp.
ASB HK47

Wheat germ

P. dulcis

P. fluorescens

S. cerevisioe

B. towus

G. stearothermophilus
T. oquaticus

C. saccharolyticus
Themus sp. RT41a
R. glutinis

S. scrofa

Potato tubers

Beef liver
Horseradish

M. profunda

B. psychrophilus
B. subtilis

B. cereus

C. utilis

B. tourus

B. towus

E coli

G. stearothermophilus
B. caldovelox

B. tourus

Thermoplasma
acidophilum

Table 5 Energies d’activation de I’activité catalytique spécifiques (EA..;) et de I'inactivation thermique
(EAinqct) de 33 enzymes libérées par des organismes issus de différents environnements thermiques.

Tannase
Tannase

Xylanase

Lipase

Chitinase
p-Glucosidase
Alkaline phosphatase
Acid Phosphatase
p-Glucosidase
ATPase
a-Glucosidase
Alkaline phosphatase
a-Glucosidase
a-Glucosidase
p-Glucosidase
Alkaline phosphatase
Ammonia-Lyases
Fumarase

5-lipoxygenase

Catalase

Peroxidase

Dihydrofolate reductase
J-isopropylmaate dehydrogenase
Jisopropylmaate dehydrogenase
Dihydrofolate reductase
Glutamate dehydrogenase
Malate dehydrogenase
Glutamate dehydrogenase
Malate dehydrogenase
Dihydrofolate reductase

3-isopropylmaate
dehydrogenase

y-Glutamyl transferase
Citrate synthetase

15
20
20
25
28
39
55
70
70
75
24
39

20

30
31
39
39

55
70

39
70

Activation energy of

Catalysis Inactivation
EA., (K/mol) EAy,., (k)/mal)
17 - 85 -
23 - 69 -
32 o 31 "
13 s e °
34 o 75 =
34 96

55 - %0 -
79 ‘ 95 .
63 - 95 -
74 = 92 e
71 N %0 .
57 ~ 97 =
64 . 96 -
88 - 108 -
81 . 98 .
72 = 99 -
80 * 97 -
60 = 92 B
28 . 110 .
18 - 2% -
19 - 180 "
67 - 93 “
72 - 100 -
73 . 94 .
66 - %0 -
57 s 94 =
53 - 85 -
63 * 93 N
55 - 96 *
67 . 97 ~
76 N 101 -
63 * 98 N
88 = 103 -

Reaction class
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase

Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Hydrolase
Lyase
Lyase
Oxidase

Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase
Oxidoreductase

Transferase

Transferase

L’analyse des données montrent une tendance un universelle EA;,q+> EA ot

En analysant les équations de Vi et Egower NOUS @avons pu montrer que maximiser EAjq €t miniser EAq:
permet d’augmenter les valeurs de V.., et Eywer quelque soit |’environnement thermique.
Biologiquement, ces résultats signifient que les organismes peuvent augmenter le pouvoir catalytique de
leurs enzymes en les rendant les plus stables (fort EA;q) et les plus actives (faible EA..;) possible. Par
conséquent, le patron universel EA,,> EA..: peut provenir d’une sélection évolutive d’organismes avec
les enzymes les plus efficaces bien qu’il existe des contraintes physiques qui expliquent pourquoi AEA ne

tend pas vers l'infini (Table 5)(Alvarez et al., 2018b).
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La contrepartie de ce patron EA;..> EA..: est que la sensibilité a la température de l'inactivation
thermique des enzymes est supérieure a celle de l'activité catalytique, résultant en une réduction du
pouvoir catalytique des enzymes sous réchauffement.
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Figure 63 Réponse a la température de la vitesse instantanée (V,..J, du rendement de réaction et du
pouvoir catalytique (E,ower) des enzymes.

Ces résultats permettent de poser un nouveau regard sur I'effet de la température sur les organismes et
les processus biocatalytiques. Tout d’abord, les enzymes n’ont pas d’optimum de température. Cet
optimum est un « artefact » de mesure dont la valeur dépend du moment a laquelle est effectuée la
mesure (Figure 63). Plus le temps entre le début de I'essai enzymatique et la mesure de I'activité (=durée
d’incubation) est long, plus la température optimale glisse vers les basses températures. Par contre, les
les énergies d’activation EA;,.: et EA.;; sont de véritables traits enzymatiques permettant de prévoir la
réponse a la température de la vitesse instantanée (V.x) et du pouvoir catalytique des enzymes (Egower)-
Ce pouvoir diminue avec le réchauffement signifiant que pour maintenir un méme niveau d’activité
enzymatique les microorganismes doivent produire une plus grande quantité d’enzymes. Ce résultat est
une explication de I'effet négatif de la température sur I'efficience de formation de la biomasse (Carbon
use efficiency) et la biomasse des microorganismes. La nouvelle théorie permet également de rendre
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compte du changement au cours du temps de I'effet d’un réchauffement sur la minéralisation
microbienne des matiéres organiques (Figure 64)(Luo et al., 2001). La stimulation instantanée de la
minéralisation suite a une élévation de la température serait expliquée par l'effet immédiat du
réchauffement sur les activités catalytiques des enzymes tandis que « I’acclimatation » découlerait d’'une
inactivation lente des enzymes.
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Figure 64 Réponse a la température de la vitesse de dégradation des matiéres organiques du sol simulée
en considérant les parametres thermodynamiques de deux exemples d’enzymes (chitinase et péroxidase)
et un flux de production microbienne d’enzymes constant ou augmentant avec le réchauffement.

La théorie prévoit que I'effet ultime de la température sur la minéralisation des matieres organiques
peut étre positif ou négatif en fonction de la sensibilité relative a la température du pouvoir catalytique
et de la production microbienne d’enzymes. Cependant, pour un niveau constant de production
d’enzymes quel que soit la température (hypothése selon laquelle la production d’enzymes serait dans
tous les cas limitée par la quantité de carbone frais déposé par les plantes), la théorie prévoit un
ralentissement de la minéralisation des matiéres organiques en réponse a un réchauffement. Ces
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nouvelles prédictions donnent une explication théorique a de nombreuses observations (listées dans
(Alvarez et al.,, 2018b)) suggérant que le réchauffement ne conduit pas nécessairement a une
accélération de la minéralisation et a une perte des matieres organiques du sol. Il sera décrit dans la
partie projet de ’'HDR comment cette théorie pourra étre testée.

4. Applications biotechnologiques de 'EXOMET : présentation du brevet.

L'invention, laquelle a fait I'objet d’'un dépdt de brevet a I'office européen des brevets (EPO) sous le
numéro 16162941.5, consiste en des méthodes in vitro de reconstitution, manipulation et couplage de
réactions biochimiques multiples habituellement rencontrées a l'intérieur des cellules vivantes en
utilisant des particules de sol (matrice sol) et des composés extraits de cellules (substrats, enzymes, co-
facteurs).

L'invention repose sur la découverte que certaines particules du sol contiennent de nombreux
catalyseurs minéraux et organiques (enzymes, minéraux, métaux) capables de catalyser des cascades de
réactions biochimiques habituellement rencontrées dans les cellules vivantes. Ce phénoméne a été
décrit pour la premiere fois par Maire et al. (2013) qui démontrait la présence d’activités respiratoires
dans des sols stérilisés.

Les « inventeurs » ont confirmé ces observations par des investigations sur un grand nombre de
sols et la démonstration d’une trés grande stabilité des catalyseurs du sol et des réactions biochimiques
en chaine. Par exemple, il a été montré que les activités respiratoires et d’oxydation du glucose en
absence de cellules peuvent étre maintenues pendant plus de 1600 jours (Figure 65).
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Figure 65 Maintien des activités de respiration et d’oxydation du glucose (marqué au **C) pendant plus de
1600 jours dans un sol dépourvu de cellules vivantes.

Les « inventeurs » ont également développé des complexes biocatalytiques composés de sols stérilisés
au rayon y au sein desquels des cascades de réactions biochimiques sont utilisées dans le but de :

1) Produire de I'électricité a partir de I'oxydation compléte de matiére organique dans des
« batteries respirantes »

2) Produire des composés organiques d’intérét au travers d’une ingénierie métabolique
utilisant les catalyseurs du sol ou les particules de sol pour stabiliser des enzymes. Les
produits considérés peuvent étre du combustible, de la nourriture et des composés
chimiques a forte valeur. L'invention peut également servir a convertir des composés
minéraux (CO,, H,0) et de I’électricité en matiéres organiques, c’est donc un moyen de
stockage de I’énergie.

Dans un souci de synthése, je présente ici uniqguement les résultats d’'un exemple de batterie respirantes
utilisant la matrice sol a I'anode. Afin de montrer I'intérét de l'invention par rapport a I'existant
(batteries respirantes benthiques utilisant les microorganismes comme catalyseurs des réactions), nous
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avons comparé les performances d’'une batterie utilisant du sol stérile avec celles d’une « batterie
benthique » construite avec du sol non stérilisé contenant des microorganismes vivants.
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Figure 66 Description d’une batterie construite a partir d’une matrice sol a I’anode et de platine a la
cathode. Les substrats organiques (carbone organique du sol avec ou sans glycérol, pyruvate et keto-
glutarate) sont oxydés a I'anode libérant du CO,, des protons (H’) et des électrons. Les électrons passent
de I'anode a la cathode a travers un fil métallique générant un courant électrique. Les protons diffusent
de I'anode a la cathode ou ils vont réduire I’0O, en H,0.

La cathode consistait de sol stérilisé (Sol du SOERE de I'INRA de Theix, Cambisol) par rayons y mélangé a
un électrolyte (potassium phosphate) et a un papier carbone collectant les électrons générés par les
réactions d’oxydation (Figure 66). Les substrats étaient marqués au °C afin de suivre spécifiquement leur
décomposition et la séparer de la décomposition du carbone du sol. La cathode consistait en plaque de
platine. Le catholyte (potassium phosphate) était régulierement ventilé avec de I'air synthétique (O, N,)
afin d’assurer les conditions d’oxydation. La batterie a été assemblée et maintenue en condition stérile
tout au long de I'expérience.

Les consommations des substrats organiques et de I'oxygene ont été suivies par préléevements de gaz et
analyse de la concentration en O, et CO, et delta 3¢ du Co, apres fermeture étanche de la biobatterie.
La caractérisation électrochimique de la batterie consistait en la mesure de la tension en circuit ouvert et
les puissances de sortie de la batterie. Pour la mesure des puissances de sortie, des résistances variables
(15 KQ- 30 Q) ont été appliquées aux bornes de la batterie. La puissance délivrée était déterminée par la
mesure du courant produit et de la tension aux bornes de la batterie. Les courants et les puissances
délivrés sont exprimés par unité de surface de cathode. L’efficience de conversion du carbone organique
en électricité (C mmole™ C-CO,) était calculée comme suit :
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g_Resp

Ou | est I'intensité de courant (A ou Cs™) and Resp est la vitesse de respiration des substrats (mmole C-
CO,s™).

La stabilité au cours du temps de la pile a été évaluée en réalisant les mesures précédentes 10, 50 et 100
jours apres construction de la pile.

Les deux types de batteries (celle de I'invention versus batterie benthique) généraient une production de
courant quantifiable (Figure 67). Ce résultat signifie que la respiration des microorganismes et les
métabolismes oxydatifs acellulaires (EXOMET) générent des flux d’électrons dans le sol dont une fraction
est récupérable a des fins de production d’électricité. Les deux types batteries montraient une
augmentation graduelle de la puissance délivrée avec la diminution de la résistance appliquée jusqu’a un
maximum au-dela duquel la puissance chutait. Cette puissance maximale est atteinte lorsque la
résistance externe est égale a la résistance interne (Menicucci et al., 2006). Quel que soit la résistance
appliquée, l'intensité de courant et la densité de puissance étaient systématiquement plus fortes pour
I'invention que pour la batterie benthique.
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Figure 67 Profil de densité de courant et de puissance délivrée par des batteries construites avec du sol
irradié (invention) et non irradié (batterie benthique classique).

La puissance maximale délivrée était supérieure pour I'invention que pour la batterie benthique (45,7
versus 35,67 mW m™). De plus, I'invention était capable de maintenir une forte puissance délivrée sur
une large gamme de densité de courant (et donc de résistance) tandis que la puissance délivrée par la
batterie benthique diminuait rapidement a partir d’une densité de courant supérieur & 160 mA m™
Collectivement, ces résultats montraient a la fois I'effet négatif de la présence des microorganismes sur
la production de courant et I'intérét d’utiliser les catalyseurs libres du sol pour produire de I’électricité
('invention). Les microorganismes détournent une part substantielle de I'énergie des substrats pour
alimenter leurs activités cellulaires (entretien de la cellule, reproduction...) diminuant I’énergie
disponible pour la production de courant. Cette perte d’énergie en présence des microorganismes est
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quantifiable par la mesure de I'efficience de conversion du carbone organique en électricité. Cette
efficience passait de 831 C mmole™ C-substrat pour la batterie benthique & 3654 mmole™ C-substrat

pour l'invention.

Dans le but d’augmenter la performance électrique de I'invention, les caractéristiques de la pile
ont été mesurées avant et aprés ajustement de substrats. Par exemple, la Figure 68 montre que 'apport
de pyruvate augmentait la densité de puissance maximale de 45,7 3 97 mW m™.

0.7 ] —= Irradiated soil with substrate
’ | —— Irradiated soil

T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700
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Figure 68 Effet de I'apport de pyruvate sur les profils de voltage et de densité de courant d’une pile
construite avec du sol stérilisé a I’anode (I'invention).

Ces résultats démontrent que les réactions redox controlant la libération des électrons sont limitées par
la disponibilité des substrats. Ils indiquent également la possibilité d’optimiser la performance électrique
des batteries proposées en augmentant la concentration des substrats solubles. La comparaison de la
puissance maximale délivrée par l'invention a celle d’autres types batteries respirantes montrent que
I'invention a des performances bien plus élevées que les batteries benthiques mais plus faibles que les

batteries enzymatiques (Table 6).

Anodic biocatalyst Anode material Cathode material | Power density | References
(mMW.m?)

Irradiated soil carbon cloth Platinum 97.71 This work

S. platensis Gold Graphite 10 Lin et al, 2013

S. platensis platinum Platinum 6.5 Fu et al, 2010

Mixed microalgae Graphite Graphite 0.004 Venkata et al, 2013

Mixed bacteria Graphite Graphite 110 Strik et al, 2008

Activated sludge Carbon fiber Carbon Fiber 7 Lobato et al, 2013

Mixed bacteria Carbon paper Platinum 39 Logan et al, 2005

Enzyme GOx/Laccase |Carbon paper Platinum 1800 Zhu et al, 2014

Benthic microbial Stainless Stainless 20 Dumas et al, 2007
steel/graphite steel/zinc

Table 6 Comparaison des densités de puissance maximale entre des batteries respirantes existantes
(batteries benthiques et enzymatiques) et Iinvention.
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Le seuil de puissance ouvrant & des applications est de I'ordre de 1W m™ donnant un ordre de grandeur
des efforts d’optimisation a réaliser.

Un des principaux freins au développement des batteries respirantes concerne leur faible durée de vie.
Les batteries enzymatiques ont des durées de vie trés courtes (quelques heures a jours) du fait de
I'inactivation des enzymes. Les batteries benthiques ont des durées de vie plus longues (quelques mois)
mais cela reste insuffisant du fait de la dégradation des électrodes par le développement microbien.
Dans ce registre, les performances de I'invention sont inégalées. La batterie construite avec du sol irradié
maintenait 95% de sa densité de puissance originelle apres cing mois de stockage a 25°C. Faisant
I’hypothese d’une diminution exponentielle de la densité de puissance avec le temps, la demi-vie de la
batterie a été estimée a 5,6 ans. Cette durabilité exceptionnelle est expliquée par la stabilité des
catalyseurs du sol lesquels sont constitués de minéraux, de métaux et d’enzymes stabilisées et protégées
par les particules du sol (Kéraval et al., 2016; Maire et al., 2013c).

En conclusion, 'utilisation des particules du sol comme catalyseurs des cascades redox de la respiration
léve un verrou majeur du développement des nouvelles générations de batteries dites respirantes. Elles
constituent des batteries de faibles puissances (autour du W m) pouvant alimenter des petits appareils
électriques (enregistreur, pace maker, lampe...) sur de longues durées. L’avantage principal de ces
batteries par rapport a I’existant concerne la biodégradabilité de leurs constituants et de leurs substrats.
La dispersion a grande échelle de ces batteries ne constitue pas un risque pour la santé et
I’environnement. La production de ces batteries est peu polluante pour I’environnement comparé aux
piles utilisant des métaux rares (lithium, platine etc) dont I’extraction nécessite beaucoup d’énergie et de
produits chimiques. La recharge de la batterie peut étre immédiate en apportant du substrat.
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Chapitre

PROJET DE RECHERCHE

1. Inflexion et vision globale du projet

Ces quinze années de recherche faisant suite a mon doctorat ont permis d’améliorer substantiellement
la compréhension de processus et des facteurs biotiques et abiotiques contrélant les flux de matiére
dans les écosystémes. En particulier, les avancées significatives sur le rhizosphére priming effect rendent
possible ce processus prévisible au point qu’il est maintenant intégré dans des modeles d’écosystemes
(Perveen et al., 2014) et globaux biosphére-climat-océan (Guenet et al., 2016, 2018).

Le renouvellement de mes questions de recherche a partir de 2010 a conduit a une série de découvertes
dont une voie de respiration non cellulaire dans les sols (EXOMET) et une nouvelle théorie sur I'effet de
la température sur les activités enzymatiques. Ces découvertes ouvrent de nouvelles voies de recherches
dans les domaines de la biogéochimie, I'origine de la vie et les biotechnologies lesquelles sont
actuellement reprises par des équipes chinoises et américaines (Blankinship and Schimel, 2018;
Blankinship et al., 2014; Wang et al., 2017). L'EXOMET étant loin d’étre comprise et la théorie de I'effet
de la température restant a étre expérimentalement testée, ces voies de recherche seront poursuivies
dans mon projet de recherche pour les cing a dix années a venir (Figure 69). L'originalité de ces sujets a
attiré des collaborateurs sur la place clermontoise (LMGE UCA-CNRS), propice a la mise en place de
travaux communs utilisant les compétences complémentaires de nouveaux laboratoires respectifs. Des
collaborateurs étrangers se sont également joints apportant leurs compétences en enzymologie et
I’acces aux réseaux internationaux de mesure des échanges de CO, dans les écosystéemes (Matthew D.
Wallenstein, Université du Colorado ; Michael Bahn, Université d’Innsbruck). S’ajoutant a I’'équipe de
base de 'UREP avec qui je travaille quotidiennement, ces collaborations externes contribuent a relever
ces défis.
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Autorégulation des écosystémes terrestres: limites et opportunités dans un contexte
de transition écologique et climatique.

Approcheréductionniste Approche systémique

- Etude de l'organisation des échangesde
matiere dans les écosystemes.

- Autorégulation: rolede la diversité etdes
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Figure 69 Objectif principal et approches du projet de recherche envisagé pour les cing a dix ans.

Cette approche réductionniste de I'étude des flux de matiere dans les écosystémes est nécessaire mais
insuffisante. Les organismes vivants interagissent entre eux et avec leur milieu créant un systéme ayant
des propriétés émergentes. Mon étude systémique des échanges de matiere au sein de I’écosystéme a
révélé le paradoxe d’une synchronisation entre I'offre en nutriments contrélée par les microorganismes
du sol et la demande fluctuante des plantes. La modélisation a montré que cette synchronisation offre-
demande est une condition de persistance des écosystemes tels qu’on les connait actuellement. Mes
travaux ont également mis en lumiére un mécanisme d’interactions entre le couvert végétal et deux
groupes fonctionnels microbiens (mécanisme de banque) contribuant a la synchronisation offre-
demande. Ces résultats suggérent une organisation de la biocénose autour d’'un systéme autorégulé
optimisant les échanges de matiére dans le but de garantir la pérennité des parties prenantes et une
utilisation maximale de I’énergie lumineuse dans un environnement physique fluctuant. Une grande
partie de mon projet de recherche sera dédiée a I'’exploration de cette hypothése d’autorégulation des
écosystemes.

Ces recherches sur I'autorégulation des écosystemes seront menées de concert avec un autre objectif de
recherche de mon projet tourné vers une application, la création de nouveaux systéemes de culture
agroécologiques (NSC). Le modéle actuel des grandes cultures, basé sur I'implantation d’une ou quelques
especes annuelles, n’est pas durable conduisant a une dégradation des sols et a la pollution de I’air (gaz a
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effet de serre) et des eaux (nitrates, phosphates). L'idée des NSC est de s’inspirer de I'organisation
fonctionnelle des écosystémes naturels afin de de rétablir dans les cultures des régulations écologiques
des cycles biogéochimiques (e.g. synchronisation offre-demande). Le principe des NSC est d’assembler
des plantes annuelles cultivées avec des plantes pérennes extraites des milieux naturels et choisies pour
les régulations qu’elles entretiennent au sein du systéeme.

Ce projet de recherche centré sur une approche systémique du fonctionnement des écosystemes
rejoignait les aspirations de mes collegues d’'UMR et a donc naturellement alimenté le projet de
recherche de 'UMR que nous avons construit pour le prochain quadriennal (2021-2015). Autrefois
séparés dans des volets de recherche distincts, les chercheurs de 'lUMR en écologie des communautés,
en écologie fonctionnelle (biogéochimie) et en agronomie se sont réunis autour d’un projet de recherche
construits sur deux volets complémentaires :

Volet 1 : Organisation et fonctionnement des écosystemes terrestres
Volet 2 : Vulnérabilité et adaptabilité des écosystémes face aux changements globaux

Le volet 1 a pour objectif principal d’étudier les principes d’organisation de la biocénose et des échanges
de matiere assurant un stockage de carbone et un bouclage des cycles des nutriments durables. Les
hypothéses sont que 1) la biocénose tend vers la construction de systémes autorégulés, 2) cette
construction impose une spécialisation et une innovation fonctionnelle des organismes vivants
signifiant que 3) les systéemes autorégulés dépendent de et favorisent la biodiversité fonctionnelle. Les
défis a relever sont :

1) de fournir des indicateurs de I'état de santé des écosystémes (e.g. degré de synchronisation
plantes-microorganismes) et des multiples fonctions rendues a I’'Homme

2) d’identifier les niveaux de diversité et de complexité nécessaires a I|’autorégulation des
écosystémes

3) contribuer a la conception de NSC multifonctionnels s’inspirant de I'organisation des
écosystemes naturels.

Le volet 2 a pour vocation de tester les limites de |'autorégulation des écosystéemes face aux
perturbations exogenes (climat, gestion agricole) et d’en comprendre les roles tampons.

Ce resserrement des activités de recherche de I"'UMR autour de l'organisation fonctionnelle des
écosystemes permet de concentrer les efforts sur cette question originale.

Mon projet de recherche ne pourrait étre mené sans |I'appui de collaborateurs proches. Au sein de
I'UREP je travaille au quotidien avec G.Alvarez (IR) qui collabore a la plupart des projets et méne les
travaux sur la théorie de I'effet de la température, N.gross (CRCN) qui a été récemment recruté pour
développer les NSC bio-inspirés et qui étudie les liens entre diversité fonctionnelle et la
multifonctionnalité des écosystémes, N.Vassal (MCF) consacre son temps de recherche sur la partie
agronomique du projet NSC. Un recrutement de technicien de recherche par VetAgro Sup est prévu pour
soutenir la mise en place et le suivi des expérimentations. S.Revaillot (TR) soutient nos activités de
Laboratoire. A I'extérieur de I'UMR je travaille quasiment quotidiennement avec A.-C. Lehours sur
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I’EXOMET et la caractérisation des communautés microbiennes des sols. Sur ces questions de recherche,
j’ai le soutien technique A.-H. Lejeune (TR) et J.Colombet (IE).

2. Détails des actions de recherche envisagées

2.1 Mécanismes multiples de la synchronisation des échanges de matiere
microbes-plantes

2.1.1 Le mécanisme de banque

J'ai pour premier projet de rédiger un article synthétisant I’ensemble des travaux supportant I'existence
du mécanisme de banque. L'effort de synthése réalisé dans le cadre de cette HDR sera une bonne base
pour la rédaction de cet article. Ce projet sera également 'occasion de valoriser des résultats sur le
changement des communautés microbiennes induits par I'apport de nutriments minéraux dans des sols
incubés avec du carbone frais. Ces résultats, acquis il y a plusieurs années grace a la technologie des
puces a ADN, supportent I'idée que le changement de régime de la « banque » (stockage versus
déstockage) est associé a une modification de la structure des communautés de décomposeurs. Cet
article explorera également les conséquences de ce mécanisme de banque pour la compréhension du
fonctionnement des écosystemes. Par exemple, le mécanisme de banque donne un sens biologique a la
multifonctionnalité des écosystémes laquelle est essentiellement vue jusqu’a présent comme I’'ensemble
des utilités pour I'Homme. Dans cette théorie, chaque fonction (minéralisation, immobilisation,
exsudation etc) a un role essentiel pour le fonctionnement global du systeme et la suppression d’une
fonction remet en cause sa pérennité. Par exemple, la dégradation de la fonction « immobilisation », en
réponse a des pratiques agricoles défavorables aux groupes fonctionnels microbiens « | » (e.g. sol nu en
hiver), conduit a une perte continue des matieres organique des sols. Sur le long terme cette perte
réduira drastiquement la production primaire et tous les autres organismes et fonctions de I'écosysteme.

En parallele, les recherches sur le mécanisme de banque seront menées sur la plateforme expérimentale
de I'UREP. L’expérimentation comparant le fonctionnement de trois couverts (monoculture de blé,
prairie, NSC blé+praire) sera maintenue encore deux ans afin de conforter les tendances sur une durée
totale de cing ans. Ce maintien sera financé dans le cadre du projet NSC financé par I’APP CNRS-INRA
MUTALIM.

Figure 70 Photographie de la plateforme expérimentale de I’'UREP lors de son installation.
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Au cours de ces deux ans, les échanges de CO, entre les couverts et I'atmosphére, les productions de
fourrage et de blé, les lessivages de nitrates seront mesurés. Des prélevements de sol seront réalisés a
des dates ou les activités photosynthétiques et donc la demande en nutriments des couverts seront
contrastées. Les échantillons de sol seront analysés afin de caractériser |’offre du sol en mesurant les flux
d’immobilisation-minéralisation comme précédemment. L’objectif est de confirmer les relations GPP-
deltaMlI supportant I'existence d’un mécanisme de banque dans la prairie et le NSC et pas dans la
monoculture de blé.

En complément de la caractérisation de ces échanges de matiere, la variation temporelle de la
densité des communautés microbiennes totales, vivantes et sénescentes sera caractérisée par une
approche de cytométrie en flux. Les communautés microbiennes présentes seront caractérisées par
I'analyse du polymorphisme des génes codants pour les ARN ribosomiques 16S (bactéries) et 18S
(champignons) apres séquencage MiSeq (lllumina). Ces analyses permettront de caractériser les
successions microbiennes associées aux changements de deltaMl en réponse a |"évolution de la
demande en nutriments des plantes au cours des saisons. Enfin, une réflexion sera menée afin
d’identifier des enzymes et des génes spécifiques des processus de minéralisation et d’'immobilisation
d’azote. Cette connaissance permettra une caractérisation beaucoup plus fine des populations
microbiennes impliquées dans les deux stratégies fonctionnelles | et M .

2.1.2 Les microorganismes symbiotiques (rhizobium, mycorhizes)

En complément au mécanisme de banque les microorganismes symbiotiques pourraient contribuer a la
synchronisation offre/demande en nutriments. Les microorganismes symbiotiques sont impliqués dans
un deal ou ils fournissent des nutriments a la plante en échange de carbone organique énergétique
provenant de la photosynthése (Garcia et al., 2016). Par conséquent, I'activité des microorganismes
symbiotiques et la fourniture en nutriments a la plante (OFFRE) pourrait dépendre de l'intensité
photosynthétique des plantes (DEMANDE)(Courty et al., 2015; Nasto et al., 2019; Soussana and Hartwig,
1995)(Figure 71).

DEMANDE DE LA PLANTE

N; atmosphérique

nodosités

mycorhizes
Phosphore

+ +H;0

Figure 71 Contribution des microorganismes symbiotiques & la synchronisation entre demande en
nutriments (N, P, eau) de la plante et offre microbienne. En échange de carbone organique, les bactéries
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Rhizobium des nodosités des légumineuses fixent I'azote atmosphérique et transfert cet azote a la plante.
Les champignons assimilent du phosphore et de I'eau pour la plante. Une augmentation de la
photosynthese (DEMANDE) pourrait accroitre le carbone alloué aux microorganismes symbiotiques
stimulant leur fixation symbiotique d’azote atmosphérique et I’assimilation du phosphore et I'eau du sol
(OFFRE).

L'existence de plusieurs mécanismes d’ajustement offre/demande pourrait apporter une certaine
flexibilité aux plantes dans leur nécessité de satisfaire leurs contraintes stoechiométriques. En prélevant
des nutriments minéraux dans la solution du sol les plantes enclenchent le fonctionnement de banque
conduisant a une libération d’'une multitude de nutriments dans des proportions qu’elles ne contrélent
pas puisque ces nutriments sont libérés par les décomposeurs des matiéres organiques des sols. Par
rapport aux besoins de la plante, certains nutriments peuvent se retrouver en excés ou en insuffisance.
Ces déséquilibres nutritionnels peuvent étre corrigés en actionnant le levier des symbioses. Par exemple,
une insuffisance d’azote peut étre compensée par une allocation carbone plus importante aux nodosités.
Des résultats déja disponibles dans la littérature supportent |’existence de ce type d’ajustement
DEMANDE-OFFRE1-OFFRE2. En effet, il a été montré que la fertilisation azotée réduit la fixation
symbiotique chez les légumineuses (Guinet et al., 2018). Ainsi le niveau de fixation symbiotique d’azote
ne dépend pas uniquement de I'activité photosynthétique des plantes mais aussi de la disponibilité en
azote minéral dans la solution du sol. A I'échelle du couvert végétal, I'adaptation des communautés
végétales et de leurs traits aux ressources du milieu peut contribuer a I'ajustement offre-demande. Par
exemple, il a été démontré dans des prairies permanentes une oscillation au cours du temps entre les
graminées et les légumineuses découlant de limitations successives en phosphore et azote disponibles
(Loiseau et al., 2001).

Un article « Idées et perspectives » est prévu sur ces mécanismes multiples de la synchronisation
offre/demande. Au-dela de la présentation des mécanismes et de leur couplage, I'article pourra discuter
des mécanismes par lesquelles la sélection naturelle favorise une organisation de la biocénose autour de
systeme manipulant I’environnement physique dans le but de rendre les conditions de croissance (et de
reproduction) de la biocénose plus optimales et durables. Il sera également exploré les implications du
mécanisme de banque pour la théorie Gaia qui suggere que le systeme biosphére-climat dispose de
mécanismes d’autorégulation tendant a maintenir des conditions favorables a la vie. Par exemple,
I’emballement du réchauffement climatique lié a une possible accélération de la minéralisation des
matiéres organiques du sol en réponse a la hausse des températures pourrait étre limité/annulé par le
mécanisme de banque (voir section 2.4.3). Selon la richesse des résultats produits par ces investigations,
il est possible que deux articles soient rédigés.

La contribution des microorganismes symbiotiques a la synchronisation offre/demande sera
également explorée sur la plateforme expérimentale. La réponse des populations des microorganismes
symbiotiques aux fluctuations de la photosynthése des végétaux (DEMANDE) sera quantifiée I'analyse du
polymorphisme des génes codants pour les ARN ribosomiques 16S (bactéries) et 18S (champignons)
apres séquencage MiSeq (lllumina). L’activité de fixation symbiotique sera plus précisément déterminée
en réalisant des PCR quantitatives du géne nifH codant pour I’enzyme réduisant le N, en NH;.
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2.1.3 Réle du climat, de la diversité et des stratégies des espéces végétales sur les types de
meécanismes de synchronisation sol-plante

Il se dégage de mes travaux l'idée que la synchronisation offre/demande est un principe vers lesquels
tendent tous les écosystémes terrestres. Cependant, les mécanismes sollicités dans cette
synchronisation offre-demande pourraient fortement varier selon les conditions pédoclimatiques et les
especes végétales. La comparaison des trois couverts étudiés sur la plateforme a montré I'importance du
mécanisme de banque pour la synchronisation offre-demande et le maintien d’une photosynthese et des
rhizodépositions tout au long de I'année. Il est trés probable que ces mécanismes ne soient pas
applicables dans le cas des écosystemes ou la photosynthése est stoppée par des conditions extrémes a
certaines périodes de I'année. Cela pourrait étre le cas des prairies des alpages couvertes par la neige ou
des écosystéemes arides ou I'eau manque pendant plusieurs mois de I'année. Dans ce cas d’autres
mécanismes pourraient étre déployés afin d’éviter des pertes de nutriments : constitution de réserves de
nutriments dans la plante, alimentation des microorganismes avec les sucres lents de leurs litieres
(Henneron et al., 2017) et utilisation des ectomycorhizes afin de dégrader I'azote organique du sol (Trap
et al., 2017). Dans la méme idée, en conditions tropicales humides, le mécanisme de banque semble ne
pas étre suffisant pour éviter les pertes de nutriments puisque des plantes ont développé d’autres
stratégies comme I'inhibition de la nitrification (Boudsocq et al., 2009, 2012; Lata et al., 2004,
Srikanthasamy et al., 2018).

L'universalité de la synchronisation offre/demande et les mécanismes impliqués dans cette
synchronisation seront étudiés dans le cadre du projet EcoPrince soumis a I’appel a projet H2020 (Figure
72)(Coordinateurs Yoann Pinguet & Nicolas Gross). L'objectif général du projet est de comprendre les
interrelations entre le changement climatique, la biodiversité et les services écosystémiques. Ce projet
repose sur un réseau international avec une représentation des écosystemes allant du cercle polaire a la
méditerranée.
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Figure 72 Cadre de travail du projet EcoPrince.

Dans ce cadre général, le degré de synchronisation offre-demande sera déterminé sur un échantillon
représentatif d’écosystéemes en utilisant une version « dégradée » de la méthode mise au point sur la
plateforme expérimentale (estimation de la photosynthése et du delta MI). Comme le montre mon
travail la synchronisation offre-demande contréle de nombreux services écosystémiques adossés aux
cycles biogéochimiques. En paralléle, la diversité et les traits des plantes, des microorganismes et de la
faune du sol ainsi que des indices empiriques de la multifonctionnalité des écosystemes seront mesurés.
Ainsi, au de-la de la question de 'universalité de la synchronisation offre-demande, les investigations
dans le cadre d’EcoPrince permettront de comprendre comment s’organisent les échanges de matiere au
sein de la biocénose selon le type de climat, de sol et de fluctuations (e.g. saisons). Cette compréhension
servira a identifier les grands types de stratégie (éco)systémique développés par la biocénose afin
synchroniser I'offre a la demande dans un environnement fluctuant. Elle permettra également d’avoir
une représentation holistique du role de la biodiversité dans le fonctionnement et la durabilité des
écosystémes. Enfin, cette compréhension contribuera a une vision beaucoup plus mécaniste de la
« multifonctionnalité » des écosystémes laquelle est souvent réduite a une liste de fonctions contribuant
a des services pour 'Homme. Ainsi, il sera possible de fournir des indices de multifonctionnalité
beaucoup plus pertinents reflétant I’état de santé des écosystemes.

Jusqu’a présent (projet EcoPrince) le fonctionnement des écosystemes est étudié dans un état
d’équilibre ou de pseudo-équilibre c’est a dire que la biocénose est exposée aux mémes conditions
pédoclimatiques depuis des millénaires. Hors les écosystemes sont progressivement exposés a de
nouvelles conditions climatiques, un changement climatique comprenant des extrémes climatiques dont
la fréquence et lintensité vont s’accroitre dans les dizaines d’années a venir. La biodiversité, le
fonctionnement de la biocénose et donc les flux de matiere sont fortement affectés par le changement
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climatique. Quel sera I'impact du changement climatique sur la synchronisation offre-demande? Quelles
conséquences pour la durabilité des écosystémes et les services qu’ils fourniront dans les années a
venir ? Ces questions seront étudiées grace a des collaborations en interne (scientifiques du volet 2 de
I'UREP) et en externe au travers du réseau international « drought net » ou des prairies sont exposées a
des périodes de sécheresse. L'insertion dans ce réseau a l'avantage d’accéder a un grand nombre
d’expérimentations déja en place ou de nombreuses variables biotiques, abiotiques et fonctionnelles
sont mesurées. Mes hypotheses sont que 1) la sécheresse peut induire a une perte de synchronisation
offre-demande conduisant a des pertes de nutriments, a un appauvrissement des sols et a une
diminution de la productivité primaire sur le long-terme et 2) les effets déléteres de la sécheresse sur la
synchronisation offre-demande sont plus ou moins importants selon le type de mécanismes développés
par la biocénose pour permettre cette synchronisation. Pour tester ces hypotheses, il s’agira de mesurer
sur les différents écosystemes 1) I'impact de la sécheresse sur le degré de synchronisation offre-
demande et d’estimer la vitesse de récupération de cette synchronisation (résilience) et 2) de faire le lien
entre ces différents degrés de synchronisation avec les performances des écosystémes (productivité
primaire, rétention des nutriments, stockage de matiéres organiques du sol...).

2.2 Conception de nouveaux systemes de culture (NSC)

2.2.1 Concept

La conversion des écosystemes pérennes en culture est la premiére cause de réduction de la biodiversité
et contribue pour moitié aux émissions de gaz a effet de serre. De plus, les systemes agricoles se sont
fortement spécialisés au cours de ces 50 derniéres années, afin de répondre a des objectifs de
compétitivité des filieres. La diversité des espéces cultivées dans les assolements s’est fortement réduite,
les successions culturales ont été simplifiées et les sols restent sans couvert végétal une partie de I'année
(Jackson, 2002; Vigouroux et al.,, 2011). La biomasse des organismes du sol est réduite et les
communautés microbiennes sont modifiées avec la diminution notable des champignons (Bardgett et al.,
2005; Lynch and Panting, 1980; Recous et al., 1996). Ces modifications de I'écosystéme sol ont des
conséquences désastreuses. La mise en culture des sols engendre une diminution continue des stocks de
matiéres organiques du sol (MOS) jusqu’a des niveaux qui deviennent critiques vis a vis de leur stabilité
physique et de leur exploitation (Le Bissonnais and Arrouays, 1997). Cet appauvrissement des sols
s’accompagne d’une perte de leur fertilité, conduisant a une utilisation massive d’engrais chimiques dans
les pays développés et a la colonisation de nouvelles surfaces dans les pays en voie de développement.

De nouvelles techniques culturales visant une meilleure préservation des sols se développent ces
dernieres années en France comme a I’étranger. Ces pratiques incluent les pratiques de non travail du
sol, les cultures intermédiaires et intercalaires de légumineuses ou non, |'agriculture de conservation
combinant plusieurs de ces approches. L’éventail de ces nouvelles techniques est large et les résultats ne
sont pas toujours ceux attendus. Par exemple, il a été montré que le non travail du sol pendant 20 ans
n’avait aucun impact sur les stocks de MOS des sols (Dimassi et al., 2014). Un des verrous au
développement de ces nouveaux systémes de culture est le manque de connaissances scientifiques sur
les régulations biologiques des cycles carbone (C), azote (N) et phosphore (P) des sols.
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Dans ce contexte, les avancées récentes sur la compréhension de I'organisation de la biocénose et des
échanges de la matiere au sein des écosystéemes naturels constituent une source d’inspiration
formidable pour la construction de nouveaux systemes de culture (NSC) permettant une production
durable de grains. Comme le suggere mon travail, les écosystémes renferment une multitude de
mécanismes contribuant a la synchronisation offre-demande que les monocultures actuelles semblent
avoir perdues. Cette absence de synchronisation explique les pietres performances environnementales
des sols cultivés: dépendance a la fertilisation azotée, pertes de nutriments par lessivage et
dénitrification, perte de matieres organiques des sols, érosion des sols... Cependant, mon travail suggére
aussi que ce type de systeme n’est pas une fatalité et qu’une synchronisation offre-demande peut étre
rétablie en réalisant des associations végétales particulieéres. Par exemple, les résultats de la plateforme
expérimentale montrent une synchronisation rétablie avec I'implantation d’un blé dans un couvert
végétale composé d’une graminée et d’'une légumineuse pérennes. Les performances de ce NSC sont
exceptionnelles comparé a la culture de blé « conventionnelle » : deux fois plus de biomasse aérienne
produite, une production de grains équivalente a la culture conventionnelle, arrét des pertes de
nutriments, fixation symbiotique d’azote (Table 7).
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Table 7 Production de fourrage et de grains de blé par une prairie, une monoculture de blé et un nouveau
systéeme de culture ou le blé est implanté dans un couvert associant une graminée et une légumineuse
pérenne. Résultats obtenus dans le cadre de I'expérimentation mise en place sur la plateforme de I"'UREP
(Cros, 2019).

Ces résultats confortent l'idée qu’une intensification écologique de la production agricole est
potentiellement possible. Cependant, ces résultats préliminaires ne doivent pas cacher les nombreux
probléemes qui devront étre résolus pour rendre possible un transfert de ce genre de pratiques sur le
terrain.
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2.2.2 Origines de I’absence de synchronisation offre-demande

Un des premiers verrous de développement des NSC reste le manque de connaissances sur les origines
du manque de synchronisation offre-demande dans les systemes de culture actuels. Mon travail lors de
la période précédente a montré I'absence du mécanisme de banque contribuant a la synchronisation
offre-demande dans une monoculture de blé. Cette absence de mécanisme de banque est-elle
universelle a toutes les cultures annuelles ? Découle-t-elle de propriétés spécifiques des plantes cultivées
par rapport aux plantes sauvages résultant d’une sélection par I'Homme? OU est-ce un
disfonctionnement systémique lié a une trées faible diversité fonctionnelle dans les systemes de cultures
actuels ? Si la biodiversité est essentielle, quel niveau de diversité et de complexité (différents types de
mécanismes de synchronisation offre-demande) est nécessaire pour rétablir une synchronisation offre-
demande ? De plus, mes précédentes travaux montraient la possibilité de rétablir un mécanisme de
banque en associant la culture de blé a un couvert de plantes pérennes alimentant en carbone
énergétique les microorganismes du sol tout au long de I'année. La présence des plantes pérennes est-
elle essentielle ou est-il possible de rétablir la synchronisation par d’autres moyens comme les rotations
culturales maintenant un couvert végétal permanent ?

Nous comprenons bien que ces questions se posent également pour le fonctionnement des écosystemes
naturels. Cela souligne tout l'intérét de mener conjointement des recherches sur les écosystemes
naturels ou peu perturbés comme les prairies permanentes, et sur des agrosystemes beaucoup plus
influencés par I'action de 'Homme. Cela signifie que les recherches sur les mécanismes multiples de
synchronisation offre-demande réalisées sur les écosystemes naturels dans le cadre EcoPrince
alimenteront les recherches effectuées sur les NSC dans le cadre du projet NSC et autres futurs projets.

Essaisbiodiversté
l + plantescultivées

/ P 2 " ™~
( Mesuredu degréde synchronisation \

offre-demande

Révélateur del'état de
santédessystemes

|

Originesdu disonctionnement biogéochimigue des monocultures
1) Propriétés spécifiques des espécescultivées
2) Absence d’une couverture végétale permanente
3) Défaut systémique: biodiversté insuffisante pour une organisation des échanges

/

.

Figure 73 Approche proposée pour comprendre les origines de I'‘absence de synchronisation offre-
demande responsable des disfonctionnements biogéochimiques des monocultures (Perte de matiéres
organiques des sols, lessivages de nutriments, dépendance a la fertilisation azotée...).
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En plus de ce qui a été décrit pour EcoPrince, je prévois d’analyser le degré de synchronisation offre-
demande dans 1) des monocultures de plantes cultivées impliquées ou non dans des rotations favorisant
un couvert général permanent, 2) des monocultures de plantes extraites de milieux naturels comprenant
des annuelles et pérennes 3) des écosystémes de niveaux de complexité et de diversité croissante dans
lesquels des plantes cultivées pourront étre implantées (Figure 73). Le point (1) permettra de tester la
généralité de I'absence de la banque de nutriments dans les monocultures actuels, et d’explorer le
potentiel des rotations culturales a maintenir un couvert végétal permanent propice aux mécanismes de
synchronisation offre-demande. Le point (2) investiguera le role des groupes fonctionnels et des traits
des espéces végétales dans la synchronisation offre-demande. Enfin, le point (3) se consacrera a définir
le niveau de diversité et de complexité fonctionnelle nécessaire en fonction des objectifs de
synchronisation offre-demande fixés. Afin de rendre ce projet réalisable, il est envisagé de s’appuyer sur
des dispositifs existants comme les champs cultivés et dans les grands essais de biodiversité comme celui
du Max Planck Institute de Jena.

2.2.3 Créer des associations stables permettant le succes de la culture de rente

Les recherches présentées ci-dessus révéleront les grands principes d’organisation de la biocénose et des
échanges de matiere a respecter afin d’éco-concevoir des NSC avec une forte synchronisation offre-
demande. Néanmoins il subsiste un probléeme majeur qui est celui de la coexistence des plantes cultivées
et du couvert végétal permanent. Dans notre expérimentation ol un premier NSC était testé, le succes
du blé a été garanti grace a des interventions régulieres au moment de son implantation afin de couper
les plantes pérennes. Ces coupes réalisées a la main a permis de limiter la compétition exercée par les
plantes pérennes sur les nutriments et la lumiere vis-a-vis d’un blé qui semblait peu compétitif dans ces
conditions. Comment passer d’un systéme a petite échelle directement contrélé par la main de 'Homme
a des surfaces de plusieurs dizaines ou centaines d’hectares représentant les échelles économiquement
viables pour les agriculteurs. Pour des raisons évidentes de santé globale (Homme et écosystéme),
I'usage de désherbants sélectif ne peut pas étre une solution a ce probleme, méme si on pourrait
I’envisager de maniére trés ponctuelle en cas de «ratés». Les deux autres leviers d’actions que
j'identifie sont I'écologie et la mécanisation. Les espéces végétales s’assemblent selon des régles en
partie connues (principe d’exclusion compétitive, complémentarité de niches, facilitation). Par I’analyse
des stratégies adaptatives et des traits des espéces cultivées et naturelles, il est donc possible de tester
des mélanges favorisant le succes de la culture de rentes. Par exemple, le développement des plantes
cultivées a croissance rapide pourraient étre favorisé par un couvert composé de plantes a croissance
lente et fixatrices d’azote. Ces mélanges devront étre raisonnés en prenant en compte la possibilité de
perturber le milieu lors de I'implantation de la culture (coupes de I’herbe, travail du sol finement localisé
sur le rang de semis). Cette gestion du couvert pourra se faire par une mécanisation ou |'utilisation
d’herbivores contribuant par la méme occasion a la fertilisation des sols. Je ne développerai pas plus
cette partie dans le cadre de mon HDR car elle sera prise en charge par mes collaborateurs de I'UREP
spécialistes de I'écologie des communautés végétales, notamment Nicolas Gros qui vient d’étre recruté
sur ce sujet a 'UREP. Une collaboration avec Sébastien Barot de I'lEES de Sorbonnes Universités et Cyrille
Viole du CEFE de Montpellier est prévue a ce sujet.
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2.3 Progresser sur la compréhension de I'EXOMET et ses applications
biotechnologiques

Les recherches sur 'TEXOMET sont actuellement poursuivies grace a I'appui technique d’un technicien et
d’un ingénieur d’étude de notre partenaire universitaire LMGE, d’un ingénieur de recherche de la
plateforme métabolique de I'lInstitut de Chimie et du financement de deux projets.

2.3.1 Quantification isotopique de 'EXOMET

La découverte d’une différence de fractionnement isotopique du carbone entre I'EXOMET et la
respiration cellulaire ouvre la perspective d’une véritable méthode de quantification de ces deux voies
de respiration applicable sur du sol non stérilisé. Pour cette quantification, il est nécessaire de
déterminer les pentes des droites reliant le fractionnement isotopique de I'une ou l'autre des voies de
respiration a la concentration en carbone organique soluble (le fractionnement dépend en effet de la
concentration du substrat). Une premiere droite a été fournie pour 'EXOMET dans la publication de
(Kéraval et al., 2016)(Figure 36). Une droite similaire doit étre construite pour la respiration cellulaire
induite par des microorganismes des sols. Grace a ces droites, la composition isotopique exacte du CO,
libéré par I'une ou I'autre des deux voies de respiration pourra étre connue pour chaque concentration
de carbone organique soluble dans le sol. La quantification des deux voies de respiration devient alors
possible en mesurant la quantité de CO, et sa composition isotopique (8 C) libéré par le sol. Cette
guantification se base sur les équations suivantes :

Rsoil = Reen + Rexomer (3)
8"C-COy soil X Rygit = 8°C-CO4ceit X Reen + 8°C-COsexomer X Rexomer (4)

ou R, et 8C-CO, 4, sont respectivement la quantité de CO, émise par le sol (ug C-CO, kg™ soil) et sa
composition isotopique (%o & 13C), Reen €t Rexomer sont respectivement la respiration cellulaire et non-
cellulaire, 6C-COjcey et §2C-COexomer SONt respectivement la composition isotopique du CO, libéré par
la respiration cellulaire et non-cellulaire. Ry et 8C-CO, <, sont obtenus par analyse du CO, tandis que
8C-CO,cen €t 8C-CO,exomer ONt été préalablement déterminés. Ainsi les deux inconnues Reey €t Rexomer
peuvent étre déterminées en résolvant ce systéeme a deux équations.

Cette méthode de quantification va fortement stimuler les avancées scientifiques dans ce
domaine puisqu’il va devenir possible de quantifier précisément I'impact des facteurs environnementaux
sur ces deux voies de respiration et les interactions entre elles. Elle peut également aider a populariser
cette nouvelle de voie de respiration des sols au sein de la communauté scientifique en proposant une
méthode simple de quantification et libre de tout probléme d’artefacts. Concernant les facteurs
environnementaux, j'envisage d’étudier en priorité l'impact de la disponibilité en eau car les
microorganismes et les catalyseurs de I'EXOMET pourraient avoir des besoins en eau trés différents. De
plus, 'EXOMET pourrait contribuer a un disfonctionnement de la synchronisation offre-demande en
période de sécheresse (voir section 2.3.3).
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2.3.2 Identification des voies métaboliques et des catalyseurs impliqués

Si des progres importants ont été réalisés pour démontrer et quantifier 'TEXOMET ces dernieres années,
nos connaissances sur les métabolismes et les catalyseurs impliqués restent trés limitées. Il a peut étre
montré que, suite a une lyse cellulaire, les métabolismes respiratoires des cellules peuvent se produire
de maniére spontanée a I'extérieure des cellules. Nous avons pu méme démontrer le réle des particules
de sol sur la stabilisation des enzymes de la respiration. Cependant, le sol contient une grande quantité
de catalyseurs minéraux comme les métaux et les argiles qui peuvent également intervenir dans les
réactions chimiques. De plus, la respiration non cellulaire est extrémement persistance (plusieurs années
a dizaines d’années) comparé a la durée de vie des enzymes (quelques jours a quelques mois). Par
conséquent, il est fort probable que 'EXOMET implique des catalyseurs et des réactions chimiques
autres que ceux rencontrés dans les cellules ou les régulations jouent également un role trés important
sur le cours et le sens des réactions chimiques. Afin d’explorer ces questions, un projet impliquant la
plateforme métabolique de I’'Université Clermont Auvergne, le LMGE et I'UREP est en cours. Les
métabolites générés par 'EXOMET sont analysés par RMN liquide et chromatographie liquide couplée a
de la spectrométrie de masse. Des ajouts de substrats marqués au C sont également réalisés afin
d’analyser la prise en charge des substrats carbonés du sol et leur progressive transformations en
composés intermédiaires conduisant au final a une oxydation complete du carbone. Ces investigations
devraient aboutir a meilleure compréhension des principales voies métaboliques responsables de
I'EXOMET. Une fois ce travail effectué, les recherches se poursuivront vers une identification des
catalyseurs impliqués dans 'EXOMET. Grace a la connaissance des réactions chimiques de 'EXOMET, il
devient possible de localiser dans le sol les réactions de 'EXOMET en apportant des substrats libérant
des marqueurs moléculaires au cours de leur transformation chimique. Certains marqueurs sont
observables en microscopie électronique assurant une détection sensible et fine des réactions chimiques
dans le sol. Couplée a de la spectroscopie a rayons X a dispersion d’énergie ces observations révéleront
la composition élémentaire des catalyseurs présents. De cette fagon il sera possible de déterminer si les
catalyseurs sont plutét de type minéral, métallique ou organique. Deux équipes de recherche avec du
matériel microscopique complémentaire (LMGE et Université de la Frontera au Chili) sont impliquées
dans ce projet.

2.3.3 Intégration de 'EXOMET dans le modéle biogéochimique Symphony

Méme si la compréhension des mécanismes de I'EXOMET reste trés limitée il est déja possible d’intégrer
de maniére « empirique » 'EXOMET dans un modele de flux de matiere en utilisant les données
générées par les expérimentations passées. L'EXOMET joue certainement un réle dans les flux de
matiére des écosystemes. Il est possible de comprendre ce réle en comparant les prédictions de modeéles
avec ou sans L'EXOMET. J’ai donc pour projet d’intégrer un premier modele d’EXOMET dans le modele
Symphony et d’en analyser les conséquences pour le fonctionnement de I'écosysteme, en particulier
pour le mécanisme de banque. 'EXOMET est une minéralisation continue des matiéres organiques des
sols au contact des particules du sol libérant des quantités importantes de CO, et de nutriments
minéraux. Contrairement a la minéralisation microbienne, I'EXOMET ne fait pas I'objet de régulation en
fonction des besoins en nutriments des végétaux. Cela suggére que I'EXOMET pourrait venir perturber le
mécanisme de banque et les fonctions cruciales des écosystémes, en particulier lorsque les activités
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microbiennes sont fortement réduites et les besoins en nutriments des plants sont faibles ou nuls. Par
exemple, dans les sols cultivés ou les activités végétales et microbiennes sont nulles ou fortement
réduites a certaines périodes de I'année, 'EXOMET pourrait contribuer au défaut de synchronisation
offre-demande en maintenant une minéralisation des matiéres organiques du sol. De la méme maniere,
I’EXOMET pourrait conduire a une désynchronisation offre-demande pendant les périodes de sécheresse
ou la demande en nutriments des plantes est nulle.

2.3.4 Intensifier 'TEXOMET par la concentration des catalyseurs et substrats afin d’augmenter la
puissance des biobatteries

Les recherches spécifiques sur les biobatteries seront gelées dans les années a venir faute de temps.
Cependant, les investigations prévues sur I'EXOMET continueront a nourrir ce projet. En particulier, les
investigations sur les catalyseurs et leur localisation dans le sol renseigneront sur les possibilités de
concentrer ces catalyseurs afin d’accroitre la puissance des biobatteries. Quant a I'analyse des voies
métaboliques elles informeront sur les types de substrats les plus efficaces pour stimuler I'EXOMET et
donc la production d’électricité. L’objectif est d’augmenter la densité de puissance des biobatteries d’au
moins un facteur 10 afin d’atteindre le seuil de 1 W m™ ouvrant a des applications.

2.4 Développer une nouvelle vision de I'effet du réchauffement sur les processus
biocatalysés et les organismes

La publication sur la théorie alternative de la réponse des activités enzymatiques a la température
constitue une base solide pour progresser sur la compréhension de I'effet du réchauffement sur les
échanges de matiére des écosystémes. Les prédictions du modele sont que 1) le pouvoir catalytique des
enzymes (Egower) diminue avec la température, 2) la vitesse des processus biocatalysés tels que la
minéralisation des matieres organiques du sol peuvent augmenter ou diminuer selon la sensibilité
relative du E,owe et de la production d’enzymes et 3) a méme niveau de production d’enzymes, la
température devrait ralentir la vitesse des processus biocatalysés. Une série d’études est prévue afin de
tester ces prédictions. Ces travaux sont principalement menés par mon collegue Gaél Alvarez avec qui je
collabore.

2.4.1 Test de la théorie dans des réacteurs enzymatiques

La diminution du E,.r des enzymes avec la température peut étre testée par deux approches
complémentaires. Tout d’abord les énergies d’activation des deux processus déterminants la réponse du
Epower @ la température, EA;,q €t EA.r, peuvent étre mesurées dans des essais au Laboratoire. Comme le
montre la synthese bibliographique et les premiéres mesures que nous avons réalisées, une série de
données est déja disponible. Cependant, ce travail descriptif doit étre poursuivi sur d’autres enzymes
afin de conforter I'universalité du patron EAinact>EAcat responsable de la réponse négative du Epoyer a la
température. Ensuite, le Eponer €t sa réponse a la température peuvent étre directement mesurés dans
des réacteurs enzymatiques. Pour cela, il sera mis en place des incubations a différentes températures
de réacteurs ol des apports continus d’enzymes seront réalisés a I'aide d’'une pompe péristaltique et de
solutions d’enzymes pures (Figure 74).
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Figure 74 Test en bioréacteurs de la prédiction de la théorie d’une diminution du pouvoir catalytique des
enzymes (Epower) 0 la température. Au début de I'expérimentation, la concentration en enzymes dans les
réacteurs augmentera avec les apport continus. Ensuite l'inactivation thermique continue des enzymes
compensera petit a petit les apports signifiant que le pool d’enzymes atteindra un équilibre. La vitesse des

\

réactions a cet équilibre (Vn.*) permet de calculer le Epone. Ainsi la prédiction d’une relation
exponentielle négative entre Ep, .- et la température pourra étre testée.

2.4.2 Pertinence de la théorie pour prédire la réponse de la respiration des sols a la température

Le passage de la théorie centrée sur les propriétés thermodynamiques des enzymes a des processus
biocatalysés se produisant dans la nature implique un changement d’échelle de complexité. Dans le sol,
la réponse a la température de la minéralisation des matieres organiques dépend d’un grand nombre de
processus autres que ceux étudiés dans la théorie : processus d’inactivation non thermiques (e.g. activité
protéolytique), changements du métabolisme des microorganismes et de la structure des communautés
microbiennes du sol en réponse a la température, interactions avec les autres organismes, en particulier
les plantes. Ces processus peuvent conduire a une réponse a la température de la minéralisation
différente de celle attendue selon la théorie. De plus, certains de ces processus doivent étre pris en
compte (e.g. interactions avec les plantes) afin de correctement tester la théorie. Je décris ci-dessous les
actions envisagées afin de tester la pertinence de cette nouvelle théorie pour décrire la réponse de la

minéralisation des matieres organiques du sol a la température.

2.4.2.a Caractéristiques thermodynamigues des enzymes du sol

Une fois libérée par les microorganismes du sol les enzymes extracellulaires interagissent avec de
nombreux facteurs du sol comme les minéraux, les matiéres organiques, les protéases ou des facteurs
plus globaux comme le pH et la teneur en eau. Ces interactions modifient I'activité catalytique des
enzymes et peuvent endommager leur structure tridimensionnelle conduisant a la perte plus ou moins
irréversible de leur activité. Il est donc nécessaire de vérifier si la tendance générale EAinact>EAcat
observée pour des enzymes en solution pure tient pour des enzymes dans le sol. Afin de réaliser cette
vérification, un large panel de sols sera prélevé. La stratégie prévue pour le prélevement consiste a
collectionner des sols de milieux thermodynamiques trés contrastés afin de 1) garantir le caractere
universel des résultats et 2) explorer comment I'adaptation des microorganismes a leur environnement
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thermique modifient les traits enzymatiques, en particulier EApact, EAcs et le Egower Ce projet est financé
par I’agence nationale de la recherche du Chili dans le cadre d’un projet collaboratif UREP-Université de
la Frontera. Ainsi des sols seront prélevés dans des écosystemes proches de I'océan Pacifique le long
d’un large gradient latitudinal de température allant de I’équateur au cercle polaire du sud du Chili. La
présence de I'océan tamponne les variations de température signifiant que ce prélévement nous permet
de regarder I'effet de la température moyenne sur les enzymes des microorganismes. En paralléle, des
échantillons de sol seront prélevés le long d’un gradient d’altitude allant du bord du Pacifique au désert
d’Atacama ou les variations diurnes de température peuvent atteindre 45°C. Les sols seront stérilisés
afin d’analyser spécifiquement les propriétés thermodynamiques des enzymes présentes dans les sols et
de s’affranchir des réponses des communautés microbiennes a des variations expérimentales de la
température. Mis a part cette stérilisation, les activités catalytiques et I'inactivation des enzymes seront
estimées via des incubations de sols a différentes températures et avec ajout de substrats. La respiration
non-cellulaire sera également mesurée afin de caractériser les propriétés thermodynamiques de cette
voie de respiration.

2.4.2.b Test de la théorie via une ré-analyse globale des flux de carbone des écosystémes

Une maniere directe de tester la pertinence de la théorie pour prévoir la réponse de la minéralisation
microbienne a la température est de confronter le modéle a des mesures de flux de respiration des sols
dans des écosystemes exposés a différentes températures sur le long terme. La respiration du sol n’est
pas toujours mesurée dans les écosystemes mais elle peut étre déduite des mesures des échanges de
CO, entre I'écosystéme et I'atmosphere réalisées de maniére routiniere sur de nombreux sites dans le
monde (e.g. ICOS). Ces différents sites comprennent des écosystémes le long de gradients latitudinaux
de température et des écosystémes soumis a des réchauffements dans le cadre d’expérimentations. Par
conséquent, il est possible d’étudier in situ la réponse de la minéralisation des matiéres organiques du
sol a la température dans des systemes en équilibre avec leur environnement thermique ou en transition
suite a un réchauffement.

Cependant, contrairement a ce qui a été fait jusqu’a présent, il y a une précaution a prendre afin
d’analyser correctement I'impact de la température sur la respiration des sols. Le long de ces gradients
latitudinaux de température, les écosystémes sont non seulement soumis a différentes températures
mais aussi a différents niveaux de rayonnement, de précipitations...facteurs qui controlent la
photosynthése des végétaux. Ainsi les flux de carbone énergétique vers les microorganismes (dépots de
litieres et rhizodepositions) varient entre les écosystemes stimulant plus ou moins les activités
microbiennes. Le « fuelling effect » de ce carbone énergétique doit étre pris en compte pour analyser
I'effet de la température sur la décomposition enzymatique du C organique des sols. Il va en effet
intensifier la respiration des sols du fait de la consommation de ce carbone énergétique par les
microorganismes et du rhizosphére priming effect induit (Figure 75).
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Figure 75 Effet direct et indirect de la température sur la respiration des sols. La température a un effet
direct sur les activités enzymatiques des microorganismes en agissant sur leur activité catalytique et
inactivation. La température peut également avoir un effet indirect en stimulant la photosynthése des
végétaux et donc la fourniture de carbone énergétique aux microorganismes. Ce fuelling effect intensifie
la respiration des sols du fait de la respiration du carbone énergétique et du rhizosphere priming effect.
Le fuelling effect peut avoir d’autres origines lorsque des écosystéemes différents sont comparés. Par
exemple, le long des gradients latitudinaux de température la radiation lumineuse annuelle utilisable par
les végétaux augmentent fortement stimulant la photosynthese.

SN—

Un premier article est en cours de rédaction afin de présenter le concept de fuelling et un modéle
mathématique permettant de le prendre en compte lors de I'analyse de la réponse de la respiration des
sols a la température. La deuxieme phase de ce travail aura pour objet une ré-analyse compléte des
données de respiration disponibles dans les bases de données européennes d’abord et internationales
ensuite. |l est également prévu de prélever des sols sur un sous-échantillon de ces sites afin de mesurer
les pools d’enzymes et leur turnover ainsi que les propriétés thermodynamiques des enzymes.

2.4.3 Intégration de la théorie dans Symphony: réle régulant des mécanismes de
synchronisation offre-demande.

La réponse de la respiration des sols a la température va également étre sous le contrdle de régulations
de type « systémique ». Par exemple, I'accélération des activités des enzymes de dégradation des
matiéres organiques du sol en réponse a un changement de température ne va pas conduire seulement
a la libération de CO, mais aussi de nutriments minéraux. Ces nutriments minéraux vont stimuler les
microorganismes de type | et par ricochet inhiber les microorganismes de type M secrétant les enzymes
de dégradation des matiéres organiques du sol (Figure 76). Une rétroaction négative sur les activités
enzymatiques se met en place. Au contraire, un ralentissement des activités enzymatiques da a des
températures moins favorables conduira a une cascade d’événements opposée : diminution de la
libération de nutriments minéraux, inhibition des microorganismes |, stimulation des microorganismes M
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et de leur production d’enzymes (rétroaction positive). De telles régulations permettraient de stabiliser
les activités enzymatiques, la libération de I'azote et les stocks de matiéres organiques face a des
fluctuations de I'environnement thermique (homéostasie du systéme).

Températures favorables Températures défavorables
1 Activititésenzymatiques €— —> Activititésenzymatiques ¢
T Libérationd’N desMOS Libérationd’N desMOS ¢
1 Croissance des microbesl - + Croissancedesmvcrobesl¢
¢ Croissance des microbesM CrmssancedesmicrobesMT
& Production d’enzymes —— ‘—— Production d’enzymes 1

Figure 76 Régulation des activités enzymatiques du sol a la température que pourrait offrir le mécanisme
de banque. A gauche, la rétroaction négative évite un emballement des activités enzymatiques qui
conduiraient a une perte de matiéres organiques du sol et une libération de nutriments minéraux ne
répondant pas a une demande des plantes. A droite, la rétroaction positive permet de maintenir une
libération d’azote nécessaire au besoin de la plante.

Nous avons pour projet d’inclure la réponse a la température des activités microbiennes dans Symphony
afin d’explorer ces boucles de rétroactions et I'adaptation du systéme a la température.
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