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L’identification des bactéries est une priorité absolue surtout lorsqu’il s’agit de germes
pathogenes ou a intérét industriel. La description phénotypique permet, certes, de "cadrer” le
germe, mais est-elle vraiment suffisante ? Tous les microbiologistes diront que non.
L’identification au niveau taxonomique de I’espéce a fait couler beaucoup d’encre et soulevé
plus d’un débat, a cause des différentes méthodes développées jusque-la par plusieurs

microbiologistes.

D’un point de vue écologique, le sol est I’un des plus importants réservoirs de diversité
microbienne et surtout 1'un des derniers remparts pour cette biodiversité (Swift, 1998)
résultant de la complexité des assemblages taxonomiques et fonctionnels des communautés
microbiennes et des interactions entre eux (Coleman et Whitman, 2005). Ceci est d’autant
plus vrai pour les communautés bactériennes qui sont encore considérées, sur la base d’un
postulat proposé par Beijerinck (1913) : "tout est partout” (everything is everywhere), comme
des organismes ubiquistes présentant une forte redondance fonctionnelle. A ce titre, les
communautés bactériennes telluriques apparaissent encore de fagon récurrente comme une
"boite noire™ fonctionnelle génératrice de flux dont I’intensité dépend de plusieurs facteurs

biotiques et abiotiques.

Malgré que ce compartiment fondamental de la biosphére constitue une mosaique
d’habitats avec pour chacun des populations bactériennes propres, notre niveau de
connaissance reste limité. Il en résulte un manque de prise en compte des communautés
bactérienne en terme de diversité et de distribution spatiale a petite comme a grande échelle
(Ranjard et al., 2010). Ce qui peut étre expliquer par le retard méthodologique sur la
caractérisation des bactéries du sol in situ qui s’explique aussi par les caractéristiques propres
du modeéle bacterien (i) petite taille des organismes, (ii) accessibilité plus ou moins
importante des populations au sein d’une matrice hétérogene et structurée comme le sol, (iii)
difficulté a résoudre une information constituée de 100 000 a 1 000 000 d’especes différentes
par gramme de sol (Curtis et Sloan, 2005 ; Maron et al., 2007). Toutefois, depuis une
vingtaine d’années, les importantes avancées en biologie moléculaire ont permis de mettre au
point des techniques qui permettent d’appréhender et de résoudre la diversité des

communautés bactériennes du sol in situ et sans a priori (Ranjard et al., 2000).

Jusqu’au début des années 2000, au sein des laboratoires de microbiologie du sol,
I’identification bactérienne reposait essentiellement sur 1’analyse de caractéres phénotypiques

dont I’interprétation nécessitait une expertise. Pour la plupart des cas, le résultat n’était
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obtenu qu’au bout de 18 heures. En cas d’échec, I’identification était acquise par des analyses
de biologie moléculaire comme celles des séquences du gene de I’ARNr 16S. Depuis pres de
dix ans, des automates utilisant la spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight) (Mellmann et Miithing, 2013) ont
révolutionné I’identification bactérienne dans le domaine clinique. A partir de colonies, des
résultats d’identification fiables sont acquis en moins de cing minutes avec une facilité
d’utilisation technique. Ces atouts ont largement contribué a son succés. Dés lors qu’un
laboratoire s’équipe avec ce type d’automate, ’essentiel des identifications est assuré par
cette nouvelle approche. Mais malheureusement, cette technique est trés peu exploiter dans le
domaine de la microbiologie du sol (Uhlik et al., 2011 ; Koubek et al., 2012) d’ou la
nécessité d’autres travaux de recherche. Pour cette raison, nous avons choisi de se focaliser,
dans la premiére partie de nos études expérimentales, sur 1’applicabilité du MALDI-TOF MS

couplé a I’algorithme Biotyper dans ce domaine assez complexe.

Cependant, cette technique est dépendante des conditions de culture. En effet, I’étude
des populations par isolement de bactéries sur milieux de culture ne permet la mise en
évidence que d’une trés faible proportion des especes bactériennes présentes (Nocker et al.,
2007) car seulement 0,1 % a 1 % des bactéries telluriques peuvent étre cultivées (Torsvik et
al., 1998 ; Kirk et al., 2004). Ces limites imposées par la culture in vitro ont permis le
développement d’approches s’en affranchissant. L’arrivée de la métagénomique a restreint
I’étude des bactéries a leur ADN directement extrait de 1’environnement (McHardy et
Rigoutsos, 2007). L’ADN alors collecté a partir d’échantillons environnementaux (le
métagénome) peut étre analysé par des techniques permettant de caractériser la structure
d’une communauté bactérienne complexe (Ramette, 2009). Ces méthodes nécessitent souvent
une étape d’amplification. Récemment les nouvelles techniques de séquengage d’ADN ont
permis d’obtenir des gigabases de données de séquences venant de bactéries non cultivées

(Roesch et al., 2007), permettant une variété d’applications génétiques.

Par rapport a ID’absence d’un organigramme microbiologique consensus pour
I’identification formelle des bactéries, nous proposons, dans cette thése, d’étudier la diversité
bactérienne du sol d’El-Meridj (Constantine, Algérie) en mettant en exergue I’importance des
techniques moléculaires actuelles dans I’identification bactérienne ; a savoir :

- Evaluer la capacité du MALDI-TOF MS, par rapport aux génes d’ADNr 16S en tant que
référence, a identifier les différentes variantes taxonomiques bactériennes telluriques en

confrontant leurs résultats sous forme de dendrogrammes.
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- Mesurer la diversité bactérienne tellurique par la technique de métagénomique et étudier

I’effet des caractéristiques physicochimiques du sol sur cette biodiversité.
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1. Objet sol : une matrice vivante complexe, hétérogéne mais structurée

Le sol est considéré comme I'un des environnements les plus complexes de la
biosphere et est a ce titre un réservoir majeur de la diversité microbienne. Il est a I’interface
entre la lithosphere, I’atmosphére et I’hydrosphére (Alexander, 1977) et sert de support a une
partie de la biosphére (Figure 1 ; Gobat, 2003).
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Figure 1 : Le positionnement et la complexité externe et interne du sol (Gobat et al., 2003).

Il est constitué de cinq composants majeurs : fraction minérale, matiere organique, eau,
air et organismes vivants (Figure 2 ; Alexander, 1977). Les matieres organiques et minerales

s’organisent de maniére a créer des vides alors occupés par 1’air et I’eau (les pores).
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® Matiere nunérale (40-60%)
® Eau (20-50%)
® A1 (10-25%

B Matiere organique

Figure 2: Proportion des principaux composants du sol en volume (White, 2006).

1.1. Fraction minérale

Elle dépend du type de roche meére a partir duquel le sol s’est formé. La fraction
minérale des sols résulte de I’action de deux principaux phénomeénes (Best, 1995). La
désagrégation physique due aux alternances chaud/froid, le gel, le vent ou I’eau fractionnant
la roche en morceaux de taille de plus en plus faible, les particules générées conservant la
composition minéralogique initiale (Gobat, 2003). L’altération due a 1’eau, associée ou non a
I’oxygéne, au gaz carbonique CO; ou a des acides organiques (Gobat, 2003) provoque une
transformation des minéraux primaires avec formation de minéraux secondaires (comme

I’argile) dont I’ensemble constitue le complexe d’altération (Duchaufour, 1977).

Cette fraction minérale est constituée de particules de différentes tailles, classées
généralement selon leur diameétre : la fraction grossiére (>2mm) et la terre fine (<2mm)
(sables, limons et argiles). La proportion relative des éléments de la terre fine détermine la
texture d’un sol conditionnant directement la structure d’un sol. Les argiles sont le résultat de
I’altération des roches par hydrolyse des minéraux silicatés (Gobat, 2003). Les minéraux
argileux formés sont des phyllosilicates, constitués de feuillets organisés en couches.
Certaines argiles sont capables d’expansion suite a I’hydratation des couches interfoliaires
(Gobat, 2003). Une autre composante de la réactivité des particules argileuses est leur surface

spécifique. Plus leur surface disponible est élevée, plus leur réactivité sera prédominante
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(Alexander, 1977). L adsorption de molécules et ions a la surface des argiles augmente avec
leur surface disponible par unité de masse (White, 2006). Par ailleurs les phyllosilicates
argileux sont des colloides possédant d’autres propriétés qui vont influencer la structure, la
porosité ou la capacité d’échange ionique du sol. En effet les argiles sont chargées électro-
négativement, sont hydrophiles, mais aussi lipophiles présentant un pouvoir de dispersion et
de floculation. Ces propriétés varient suivant les structures minéralogiques et les surfaces
développées respectives, régissent la formation d’agrégats, cimentent les particules et

favorisent 1’habitat microbien (Gobat, 2003).
1.2. Matiére organique

Par ses propriétés physicochimiques, la matiére organique interagit avec les particules
de sol et participe ainsi a sa structuration. La matiére organique fraiche provient des déchets
des organismes, de leurs sécrétions ou des tissus morts. Mais elle provient majoritairement de
débris végétaux (cellulose, hémicellulose, lignine, tanins) (Chenu, 1993). Ces composés
organiques humifiés sont séparés en trois fractions suivant leur solubilité : les acides
fulviques tres solubles a tout pH, les acides humiques insolubles a pH acide, et ’humine
insoluble. Les acides fulviques sont électronégatifs et ont la capacité de complexer les
cations. Les acides humiques forment des complexes avec les argiles, les minéraux, et ions
métalliques ainsi qu’avec les composés organiques hydrophobes (Parent et Velegol, 2004).
Des composes lipidiques (acides gras, cires, résines) et azotés (ADN, chitine, muréline, urée,
amines, protéines sont également présents dans le sol. Ces composés provenant des bactéries,
plantes ou animaux peuvent se fixer a des composés humifiés (Gobat, 2003) ou a des
colloides minéraux. Le sol contient également des étres vivants appartenant a chacun des
grands groupes du vivant : Bacteria, Archaea et Eucarya. Nous allons nous intéresser plus
particulierement aux bactéries, méme si les autres groupes participent également a la

structuration du sol interagissant donc avec les bactéries.
1.3. Structure du sol

Les agrégats du sol sont des assemblages opérationnels hétérogenes de particules
organiques et minérales qui se distinguent par la taille : les macros (>250um) et les micros
(<250um) (Tisdall, 1982). Les macro-agrégats sont formés par des associations temporaires
de micro-agrégats, de minéraux et de particules de matiére organique principalement par

enchevétrement des hyphes fongiques et des racines de plantes (Oades, 1984). Les micro-
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agrégats typiquement formés par des processus microbiens a I’intérieur de macro-agrégats
sont largement dépendants de la persistance des agents liants organiques pour la stabilité
structurelle (Tisdall, 1982). Des perturbations physiques du sol résultent généralement en une
diminution des macro-agrégats, qui deviennent alors des blocs de construction pour le
prochain cycle de formation des macro-agrégats (Oades, 1984 ; Six, 1999 ; Six, 2000). Le sol
peut donc présenter de nombreux niveaux d’organisation, chaque niveau ayant une stabilité
variable. La structure du sol représente une mosaique de microenvironnements qui different
par leurs propriétés physiques, chimiques et biologiques. Le volume des espaces des sols
dépend plus de la taille, de la forme et de la stabilité des agrégats que des particules minérales

elles mémes (Ranjard et Richaume, 2001).
1.4. L’eau et ’air

L’eau circule et est retenue dans le sol par le réseau des pores. Ces pores sont occupés
par un réseau aqueux discontinu, sauf quand le sol est saturé, portant des substances
inorganiques ou organiques dissoutes et comprennent une phase gazeuse. L’eau
gravitationnelle circule librement dans les macro-pores de diamétre supérieur a 10um,
constitués entre les agrégats et a I’intérieur des macro-agrégats. Une partie de 1’eau est
fortement retenue par capillarit¢é a I’intérieur des micropores (<10pum) (Robert, 1992)
constitués a I’intérieur des micro-agrégats. La disponibilité de ’eau résulte de la combinaison
des potentiels matriciel et osmotique. La rétention et potentiellement I’immobilisation de
I’eau sont plus importantes dans les microporosités dues a un potentiel matriciel plus élevé
que dans les macroporosités, maintenant les microporosités dans un état plus humide que les
macroporosités quand le sol est soumis a de fortes pluies. L’eau du sol est trés importante
dans I’écologie des micro-organismes du sol car la disponibilité des nutriments et 1’intégrité
des membranes bactériennes nécessitent que la solution du sol soit largement disponible et

circulante (Ranjard et Richaume, 2001).

La diffusion des gaz, comme la circulation de 1’eau, dépendent de la distribution de
I’espace poreux. La diffusion de gaz est faible dans les micropores (Baver, 1961). Le faible
renouvellement de 1’atmosphére dans ces microenvironnements combiné avec la
consommation biologique de 1’oxygene, peuvent conduire a un développement rapide et a la
persistance de conditions anaérobies. La survie des bactéries dépend donc de leur capacité
pour une respiration alternée, remplagant 1’oxygeéne par un autre accepteur final d’électrons.

I1 a ét¢ montré par exemple que les zones anaérobies a I’intérieur d’un agrégat artificiel sont
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préférentiellement colonisées par des populations bactériennes capables d’utiliser le nitrate
comme accepteur final d’électrons (Philippot et al.,, 1996). La proportion relative de liquide
et de gaz affectant les phénomenes aérobies et anaérobies, dépend de la saturation des sols et

de la circulation a I’intérieur du réseau des pores (Robert, 1992).

2. Le sol : un réservoir de la diversité bactérienne

L’importance de la variabilité spatiale en microbiologie du sol a depuis longtemps été
reconnue et la distribution spatiale des microorganismes a été décrite a des échelles allant de
quelques millimetres a plusieurs metres (Grundmann et Debouzie, 2000 ; Nunan et al., 2002).
Des différences de populations bactériennes sont associées a des tailles différentes de
particules de sol ou des fractions d’agrégats, incluant les populations associées avec les sous-
fractions des micro-agrégats. Mummey et al. (2004) ont clairement démontré une
stratification spatiale suivant la localisation a I’intérieur et a ’extérieur des micro-agrégats.
Le fractionnement des micro-agrégats du sol par des irradiations UV permet de comparer les
structures de communautés bactériennes au niveau de la micro-échelle (Mummey, 2004). A
micro-échelle, les organisations structurelles du sol fournissent par conséquent différents
habitats dans lesquels les bactéries indigénes sont distribuées de maniére hétérogéne (Ranjard
et Richaume, 2001). Les bactéries sont localisées soit dans les pores du sol qui représentent
jusqu’a 50% du volume total du sol, soit enlisées dans 1’argile (Foster, 1988 ; Grundmann,
2004). La distribution quantitative hétérogene des bactéries dans le sol résulte en une plus
grande abondance des bactéries dans les micropores (Ranjard et Richaume, 2001). Le
diametre maximum des pores les plus freguemment colonises par les bactéries est estimé
entre 2.5 um et 9 um pour respectivement les textures fines et grossiéres du sol (Hattori,
1988 ; Postma, 1989). 80% des bactéries sont préférentiellement localisées dans la partie
interne des micro et macro porosités, quel que soit le type de sol (Hattori, 1988 ; Ranjard,
1997). Les bactéries localisées dans les macropores sont sujettes a des alternances plus
intenses entre sécheresses et inondations. Par conséquent, leur survie dépend de leurs
capacités a s’adapter aux fluctuations des conditions d’humidité. La dessiccation d’un sol
conduit a une nette diminution du nombre total de bactéries localisées dans la partie
extérieure par rapport a celle intérieure (Hattori, 1988). La microporosité a I’intéricur de
micro-agrégats stables est préférentiellement colonisée, ce qui suggére une combinaison de
conditions favorables pour la vie bactérienne dans ces environnements. Les micro-agrégats
sont les habitats les plus favorables pour les bactéries dans la plupart des types de sol. En

effet, les régions intérieures des micro-agrégats peuvent constituer un habitat relativement
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stable et isolé pour les microorganismes, caractérisé par une pression de prédations faible,
une disponibilité¢ d’eau relativement stable et de forts gradients de diffusion résultant en une
faible disponibilité de nutriments et d’oxygéne (Hattori, 1988 ; Ranjard, 1997). Ces micro-
agrégats protegent donc les bactéries qui les colonisent de la dessiccation et d’autres
substances solubles toxiques exogénes. Il est aussi probable que les microorganismes habitant
I’intérieur des micro-agrégats contribuent peu a I’ensemble des activités microbiennes
mesurables. Ces microorganismes peuvent cependant jouer un rdle clé dans le
fonctionnement de 1’écosystéme dans des environnements anoxiques et en aidant a la
formation et a la stabilisation des agrégats (Mummey, 2004). 1l est également probable que, a
cause de leur isolement, les organismes occupant ces microhabitats soient beaucoup moins
disponibles pour leur isolement in vitro, leur extraction ou celle de leur ADN que les
microorganismes colonisant la surface des agrégats (Hattori, 1988). Mummey et al. ont
montré que ces cellules peuvent étre classées comme des ultra microbactéries (un volume de
0.1um?), qui utilisent préférentiellement des sucres comme substrats de croissance. Une petite
taille et un métabolisme simple peuvent étre un avantage pour la vie a D’intérieur des
microagrégats. Hassink et al. ont montré une corrélation positive entre la taille bactérienne et

le volume des pores (Hassink, 1993).

La localisation des bactéries a I’intérieur de la matrice sol est un facteur clé affectant
leur survie, leur activité et leurs fonctions écologiques. Déterminer la structure de la
communauté bactérienne dans 1’espace qui concerne la structure du sol est d’abord
fondamental pour élucider les fonctions écologiques. Définir les populations associées avec
ces niches est important pour comprendre comment des perturbations influencent la diversité

microbienne des sols, leur niveau d’activité et les fonctions susceptibles d’étre réalisées.

2.1. Facteurs influengant la structure des communautés bactériennes telluriques

Beaucoup de parametres biotiques et abiotiques interviennent pour modeler la structure
des communautés bactériennes des sols tant en termes de diversité que d’effectifs (Hassink,
1993 ; Borneman et al., 1996 ; Borneman et Triplett, 1997). La dynamique bactérienne est
aussi trés importante, 1’écosystéme sol étant soumis en permanence a des perturbations de
tous ordres qui vont avoir de profondes répercussions sur la structure des communautés. Il
n’est pas encore possible aujourd’hui de prendre en compte tous les paramétres influant sur la

composition de la microflore tellurique et surtout leurs interactions qui conferent une myriade
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de conditions différentes (Tarlera et al., 2008). Un certain nombre d’études ont toutefois
permis d’identifier les facteurs présentant une influence marquée sur la structure des

communautés bactériennes.

2.1.1. Facteurs abiotiques

Les structures des communautés bactériennes sont variables et dépendent de nombreux
facteurs (Noguez, 2005). En effet, nous savons que la structure des communautés
bactériennes ainsi que sa composition peuvent varier considérablement suivant 1’espace
(Martiny et al., 2006 ; Ramette et Tiedje, 2007). Plusieurs études suggérent méme que les
caractéristiques des sols (Girvan et al., 2003 ; Singh, 2006), qui conditionnent la distribution
spatiale (Nunan et al., 2005 ; Ritz, 2004), sont les facteurs les plus importants dans le
modelage de la structure des communautés bactériennes. Par exemple le pH influence
fortement la composition des Acidobacteria et des Actinobacteria. Le pH est I’'un des forts
prédicateurs de la composition des communautés bactériennes et de la diversité, mais suivant
le type de sol d’autres facteurs peuvent agir sur la structure des communautés comme la
disponibilité des nutriments, la solubilité des métaux (Muller et al., 2002), le contenu en
carbone (Asuming-Brempong, 2008) et en azote (Fierer et al., 2007), I’humidité des sols, la

salinité (Rajendhran et Gunasekaran, 2008), les variations climatiques (Lauber, 2009).

Au cours du temps, le sol subit des changements, qui augmentent la complexité globale
de I'environnement sol (Nunan et al., 2001 ; Zhou et al., 2002). Tarlera et al. (2008) ont
montré que le développement de 1’écosysteme sol favorisait le développement de
communautés bactériennes distinctes. Les changements d’utilisation des terres,
particulierement la conversion des foréts en paturage ou en champs cultivés, est un
événement fréquent et un facteur affectant la biodiversité et le fonctionnement des
écosystemes terrestres (Sala et al., 2000). Les effets de 1’utilisation des terres sur 1’altération
des propriétés physiques et chimiques des sols ont été beaucoup étudiés. En effet, des
changements d’utilisation des terres (au niveau de la composition des espéces de plantes et
des pratiques de gestion utilisées) peuvent avoir des impacts significatifs et de long terme sur
le carbone du sol, le contenu en nutriments, la texture du sol et le pH (Murty, 2002). La
variabilité des facteurs édaphiques a travers différentes utilisations des terres peut avoir un

effet significatif sur la structure des communautés bactériennes (Lauber et al., 2008).

Les communautés sont dominées par 5 groupes majeurs Acidobacteria, Actinobacteria,

Proteobacteria, Bacteroidetes et Firmicutes (Janssen, 2006). L’effet d’une perturbation sur
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les communautés bactériennes dépend de sa durée et de sa spécificité. Apres une perturbation
transitoire, le systéme peut retrouver son état, tandis qu’une perturbation permanente résulte
en un nouvel état altéré (Rykiel, 1985). Les perturbations avec un mode spécifique d’action
altérent seulement quelques groupes d’organismes (exemple : le groupe des Proteobacteria
réagit de maniere sensible au changement des niveaux de carbone dans le sol (Asuming-
Brempong, 2008)) tandis que celles qui agissent non spécifiquement affectent un grand

nombre de bactéries (Muller et al., 2002).

2.1.2. Facteurs biotiques

Pour comprendre les changements de structure des communautés bactériennes il faut
prendre en compte différents paramétres incluant le groupe taxonomique en question (Lauber
et al., 2008), le niveau de résolution phylogénétique avec lequel sont étudiées les
communautés (exemple : Pseudomonas) (Cho et Tiedje, 2000). Il a été montré que les plantes
peuvent avoir un impact identique ou méme supérieur a celui des facteurs abiotiques, tel que
le climat, dans le contrble des fonctions des écosystemes terrestres mais aussi au niveau de la
structure des communautés bactériennes du sol (Verville et al., 1998). La présence de plantes
résulte en une augmentation significative de 1’humidité du sol, de la biomasse et de la
respiration microbienne (Singh et al., 2009). La présence de plantes joue sur la croissance des
communautés bactériennes des sols et influe aussi sur les propriétés abiotiques du sol. La
présence de plantes provoque des changements profonds au sein de la communauté
bactérienne du sol. Il a été observé que beaucoup de plantes sélectionnent des groupes de
micro-organismes spécifiques via I’exsudation de composés dans la rhizosphére, qui
représente une association positive ou les plantes fournissent le carbone pour la croissance
microbienne et les microorganismes en retour fournissent des éléments majeurs tels que
’azote et le phosphore, ainsi qu’une protection contre les attaques des pathogenes et parasites

(Singh et al., 2004).

Des changements significatifs des structures des communautés bactériennes dans le sol
ont été montrés lors de changements du couvert vegétal. Ces changements induits par la
végeétation ont été observés aussi bien au niveau des groupes universels bactériens (Grayston
et al., 1998 ; Nusslein et Tiedje, 1999 ; Tiedje et al., 1999) qu’au niveau des groupes
fonctionnels (Singh et al., 2007).

Bien que les communautés bactériennes et fongiques aient été largement étudiées

indépendamment 1’'une de I’autre dans de nombreux habitats, quelques études ont examiné
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simultanément ces deux groupes de microorganismes (Costa et al., 2006 ; Singh et al., 2007),
sans toutefois tenter de comprendre les interactions entre ces deux communautés qui
demeurent trés difficiles a prendre en compte, bactéries et champignons vivant en étroite
relation dans le sol. Les interactions champignons bactéries sont tres certainement de tous
types, positive négative ou neutre. Singh et al (2009) ont observé une forte corrélation entre
les communautés bactériennes et fongiques indépendamment des facteurs abiotiques du sol
(humidité, C et N) a I’échelle du champ (Singh et al., 2009). Des résultats précédents avaient
déja montré qu’un champignon Glomus mossae (Murty et al., 2002) avait un impact direct
sur la structure de la communauté bactérienne au niveau des racines de plantes (Artursson et
al., 2005). Singh et al. (2008) avaient montré aussi que la communauté fongique influence la

structure de la communauté bactérienne au niveau du rhizoplan des graminées.
3. Caractérisation des bacteries telluriques

3.1. Approche phénotypique, le fondement de la microbiologie du sol

Les méthodes phénotypiques comprennent toutes les techniques ne faisant pas appel
aux acides nucléiques et reposants sur la détermination de caractéristiques morphologiques,
physiologiques et biochimiques des bactéries via des techniques standardisées. Les tests sont
basés soit sur les critéres classiques ou traditionnels utilisés dans les schémas d’identification
pratiqués dans la plupart des laboratoires de microbiologie, soit sur des tests spécialisés
réservés a certains laboratoires (Denis et al., 2007). L’aspect des colonies observées sur la
boite de culture permet dans certains cas d’orienter I’identification vers un groupe de
bactéries. La taille, la forme, la couleur (opaque, translucide, pigmentée...), I’état de la
surface (lisse ou rugueuse), I’odeur éventuelle ainsi que la présence et le type d’hémolyse sur
gélose au sang constituent des criteres orientatifs d’identification. L’examen microscopique
fournit les renseignements concernant la morphologie des bacteries (cocci, bacilles, spiralées,
a bords paralléles ou non, a extrémités arrondies ou effilées ...) ainsi que leur taille. Un
examen a 1’état frais entre lame et lamelle indiquera la présence et le type de mobilité. La
coloration de Gram ou de Ziehl-Neelsen permettra de les classer en bactéries a Gram positif
ou a Gram négatif ou acido alcoolorésistantes ainsi que d’observer des arrangements
particuliers (diplocoques, palissades, chainettes, cordes...), la présence ou non de flagelles, et

la localisation d’une éventuelle endospore.
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3.2. Approche moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont bouleversé I'identification des bactéries, et
ont mis en lumiére les insuffisances et les erreurs d'identifications phénotypiques qui étaient

jusque la seules disponibles (Ronsin, 2005 ; Denis et al., 2007).

L'identification moléculaire des bactéries repose essentiellement sur l'analyse de la
séquence du géne ARNr 16S. La séquence obtenue au laboratoire est comparée via le réseau
internet, a I'aide de logiciel spécialisé avec les banques électroniques de séquences comme
" Nucleotide " du portail NCBI (appelée GenBank), ou EMBL en Europe.

L'identification bactérienne va reposer sur le pourcentage de similarité des séquences.
Nous admettons généralement, qu'une similarité de 99% est identifiante au niveau de
I'espéce. Une similarité de 97% identifiante au niveau du genre et qu'en dessous de 97%, il y
a une possibilité de nouvelle espéce non décrite dans les banques de données. Par ailleurs,
certains logiciels permettent de positionner la séquence obtenue au laboratoire parmi
I'ensemble des séquences ARNr 16S disponibles sous forme d'arbres phylogénétiques
(Sanger et al., 1977 ; Thomas, 1980 ; Smith et al., 1986 ; Swerdlow et al., 1991 ; Zhang et
al., 2003). Cette possibilité est particulierement intéressante lorsque nous déterminons au
laboratoire une sequence ARNr 16S de similarité inférieure & 97%; cela permet alors d'avoir
une idée du groupe bactérien dans lequel se situe la bactérie nouvellement identifiée (Staden,
1979).

L'identification moléculaire des bactéries est utile dans plusieurs cas de figure : elle est
utile pour les bactéries fastidieuses de croissance lente, parmi lesquelles se trouvent
évidemment les bactéries intracellulaires, qui sont souvent des bactéries d'identification
difficile exprimant peu de caracteres phénotypiques, mais également le cas de certains genres
bactériens cultivant en milieu axénique comme les mycobactéries. Elle est également utile
lorsque l'identification phénotypique n'est pas performante (cas des Acinetobacter, exprimant
tres peu de caractéres phénotypiques) ou dans le cas ou il existe une discordance entre cette
identification phénotypique et la sensibilité aux antibiotiques par exemple. Elle est enfin utile
pour toutes les souches bactériennes qui sont isolées dans une circonstance inhabituelle pour

laquelle il convient absolument de confirmer I'identification.
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3.2.1. Ere protéomique et I'identification bactérienne

3.2.1.1. Spectrométrie de masse

a. Historique : Apparue au début du 20°™ siécle, la spectrométrie de masse a
apporté des éléments clés dans la compréhension du noyau atomique. Elle est issue de la
découverte par Euge Goldstein en 1886, des rayons canaux dus aux ions positifs et de leur

analyse par un champ magnétique, par Wilhelm Wien en 1898.

En 1912, Joseph John Thomson obtient des spectres de masses de plusieurs composés
gazeux : Ny, Oy, CO, CO,, etc. Il met en évidence les ions négatifs et les ions multichargés.
L'année suivante, il découvre les isotopes A (nombre de masse) égale a 20 et A égale a 22 du
néon (Hoffmann et al.,, 1994). Les innovations qui suivent tentent principalement

d'augmenter la sensibilité du dispositif.

En 1918, Dempster construit un spectromeétre & focalisation en direction. L'année
suivante, Francis William Aston introduit le tri des ions en fonction de leur vitesse, ce qui lui
permet de déterminer les abondances isotopiques du néon et de mettre en évidence les écarts

entre les masses atomiques réelles et les nombres entiers.

En 1932, Bainbridge, en associant au dispositif un filtre de vitesse de Wien, Vérifie
experimentalement I'équivalence entre masse et énergie. 1l propose alors la double
focalisation en direction et en vitesse, principe qui sera mis en ceuvre par Jordan, Mattauch et

Herzog.

En 1936, Penning propose de combiner un champ électrique et un champ magnétique

pour piéger les ions dans un trés faible volume : c'est le piege de Penning.

En 1940, Nier perfectionne la source d'ions a impact électronique. Ensuite, en 1948,
Cameron invente le spectromeétre de masse a temps de vol. Puis, entre 1953 et 1960, Paul et
Steinwedel mettent au point lI'analyseur quadripolaire, puis le piege ionique quadripolaire qui
différe de celui de Penning par I'absence de champ magnétique. Le piege quadripolaire aura
un tel retentissement en physique fondamentale que le prix Nobel sera attribué en 1989 a Paul

et a Dehmelt.

Pendant les années 1960, Smith met au point le spectrométre de masse a

radiofréquence.
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Pour ce qui est des applications, depuis 1950, les techniques d'ionisation se diversifient
de facon a s'adapter a la diversité des échantillons a analyser, particulierement pour la chimie
organique. Cette technique d'analyse bénéficie alors du couplage avec un chromatographe en
phase gazeuse puis liquide. Les progrés de l'informatique ont permis l'automatisation des
réglages de l'appareil ainsi que la mise en ceuvre des analyseurs a quadripole et des picges
ioniques dans de nombreuses applications de la spectrométrie de masse (Hoffmann et al.,
1994 ; Constantin, 1996).

b. Principe de fonctionnement : La spectrométrie de masse est une technique
d'analyse de la matiére en fonction de la masse de ses constituants : particules subatomiques,
atomes, molécules, macromolécules biologiques ou non, agrégats, etc. Elle offre trois
fonctions principales : la résolution des constituants atomiques ou moléculaires, la mesure de
leur abondance relative et la mesure précise de leurs masses atomiques ou moléculaires.
Contrairement a ce qui se passe a I'échelle macroscopique, ou la gravitation sert a déterminer
la masse des objets, a I'échelle atomique, c'est la masse inertielle qui est déterminée a travers
un processus dynamique (Andrade et al., 2008). La matiére a analyser est injectée, a l'aide
d'un systeme d'introduction, dans le vide poussé de I'appareil ou la source d'ions la transforme
en particules électriquement chargées "les ions". Ces derniers sont analysés en masse, a l'aide
d'un systéme analyseur qui met en jeu des combinaisons de champs électromagnétiques. Les
ions transmis par le dispositif sont détectés, comptés, voire identifiés, a I'aide d'un détecteur.
Un ordinateur pilote I'appareil, effectue l'acquisition des données réduites sous forme de
spectres de masse qu'il permet d'analyser. Les performances d'un spectrométre de masse se
caractérisent par sa limite en masse, la masse la plus élevée qu'il est capable d'analyser, son
pouvoir de résolution, son aptitude a separer des ions de masses voisines et sa sensibilite. La
plus petite quantité de matiere qu'il peut détecter (< 10-15 g) (De Lara et al., 2008). Lorsqu'il

s'agit de mesurer la masse atomique ou moléculaire, il est caractérisé par sa justesse.

3.2.1.2. MALDI-TOF MS en microbiologie : une histoire récente

Depuis sa mise au point au début des années 1990, la spectrométrie de masse de type
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight) s’est
développée dans différents domaines de la recherche fondamentale (Hemmersbach, 2008 ;
Toyo'oka, 2008). Grace a une ionisation douce, il est devenu possible de détecter de larges
fragments et/ou complexes protéiques, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives d’étude

impossible jusqu’alors (Karas et Hillenkamp, 1988). Rapidement, les microbiologistes se
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sont intéressés a cette technique et les premieres identifications bactériennes a partir de
cellules intactes, sans utilisation de protocoles complexes de préparation des échantillons, ont
été obtenus avec succes (Claydon et al., 1996 ; Krishnamurthy et Ross, 1996). Depuis ces
premiers travaux, l’ensemble des publications concernant 1’identification des bactéries,
permet d’affirmer que les empreintes spectrales des principales especes cultivables identifiées
en routine ont été obtenues. Seng et al. ont récemment publié une revue exhaustive sur
I’ensemble des bactéries identifiables par cette approches (Seng et al., 2010).

L’identification par cette technique repose sur le fait que le spectre obtenu varie d’un
genre a 1’autre, d’une espéce a I’autre voire méme d’une sous-espeéce a ’autre, permettant
ainsi de discriminer les bactéries entre elles. La réalisation des banques de données doit donc
sélectionner parmi I’ensemble des pics, ceux qui sont spécifiques de la souche de référence
étudiée. En effet, parmi les peptides détectés, il a été démontré que certains pics sont
spécifiques du genre et de I’espéce et qu’ils sont fréquemment retrouvés a condition que les
principaux critéres culturaux soient maitrisés et comparables d’une acquisition a [’autre.
Malgré I’efficacité de cette technique, le développement et la généralisation de cette

technique au sein des laboratoires n’ont pas connu un succes immédiat.

En effet, identifier un nombre restreint d’espéces et si possible le plus éloignées
taxonomiquement parlant comme c’est le cas dans la plupart des premiéres études réalisées
est une chose, une utilisation en routine nécessitant des identifications d’espéce souvent

proches les unes des autres en est une autre.

Le developpement des banques de données permettant I’identification en routine repose
donc sur les différents points évoqués. Plusieurs stratégies existent actuellement, mais elles
ont toutes pour objectifs de sélectionner les pics spécifiques d’une espece donnée. Emonet et
al. ont récemment publié une revue détaillant les principes des trois principales banques de
données (MALDI Biotyper Bruker, SARAMIS Anagnostec BioMérieux, ANDROMAS)
permettant 1’identification par MALDI-TOF-MS (Emonet et al., 2010).

L’identification de la bactérie étudiée repose sur la comparaison du spectre obtenu a
ceux de références contenus dans la base de données. Comme pour les analyses des
séquences nucléotidiques par BLAST ou FASTA, la plus forte concordance (« matches ») est

retenue et les résultats sont rendus avec un coefficient de similarité.

Les progres réalisés dans le domaine de la génomique avec I’augmentation du nombre

de génomes séquencés disponibles ont permis d’identifier certains pics au sein des empreintes
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spectrales. Il est maintenant établi que la grande majorité des pics détectés entre 2 et 20 kDa
correspond aux protéines ribosomales et a des protéines des génes de ménage (« house
keeping » gene) ce qui explique en partie le caractére spécifique et constant des spectres par
espéce malgré les variations rencontrées lors de différentes acquisitions. Ces données laissent
envisager le développement de stratégies permettant, au méme titre que le MLST, de typer les
bactéries et de réaliser des comparaisons phylogénétiques. Parmi les autres protéines
identifiées, on retrouve des protéines de choc thermique (cold shock proteins), des DNA
binding proteins ou encore des RNA chaperones (Ryzhov et Fenselau, 2001 ; Jones et al.,
2003 ; Dieckmann et al., 2008).

Afin d’obtenir des identifications fiables, il est important de maitriser les différents
parameétres expérimentaux qui influencent la qualité des spectres. Les milieux de culture, la
concentration en NaCl, la nature des tampons utilisés influencent la qualité des spectres. Une
fois la majorité de ces parameétres standardisés, la reproductibilité et la précision des
identifications sont parfaitement fiables au sein d’un laboratoire et d’un laboratoire a I’autre
(Valentine et al., 2005 ; Wunschel et al., 2005). Ces données soulignent I’importance lors de
la réalisation des bases de données, d’avoir a disposition un large panel d’especes différentes
représentatif des principales espéces rencontrées en routine avec si possible le plus grand
nombre de souches d’une méme espece. Il est ensuite nécessaire de faire varier pour chaque
souche les conditions expérimentales afin de prendre en compte les variations inhérentes aux

conditions expérimentales.

Le schéma général de I’identification par MALDI-TOF MS est illustré dans la figure 2
et un protocole détaillé des différentes étapes peut étre retrouvé dans la publication de
Freiwald et Sauer (Freiwald et Sauer, 2009). Les bactéries a identifier sont obtenus a partir
des colonies poussant sur des milieux de culture solides ou a partir de cultures en milieu
liquide. Cette approche simplifie au maximum la préparation de I’échantillon a analyser, on
parle alors d’acquisition sur bactéries intactes. Cette méthode de préparation de 1’échantillon
est simple et tres rapide pouvant étre réalisé par du personnel non spécialisé en spectrométrie
de masse. Les bactéries sont déposées directement sur une plaque métallique support (figure

3). Aucune étape complexe de purification de I’échantillon n’est nécessaire.
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Dépot des échantillons Acquisition des spectres Identification
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Figure 3 : Schéma d’identification par MALDI-TOF a partir des colonies.

L’obtention d’un spectre de qualit¢ dépend essentiellement de la qualité du dépot
effectué. Peu de matériel est nécessaire pour obtenir une empreinte spectrale de qualité et
bien souvent les difficultés d’identification rencontrées sont liées & de mauvais dépots avec
exces de matériel déposé. Une fois 1’échantillon séché sur la plaque cible, il est recouvert par
la matrice dont la nature est adaptée au type d’analyse que 1’on souhaite réaliser. Le role de l1a
matrice est d’absorber 1’énergie provenant du laser ce qui provoque la vaporisation de
I’échantillon avec formation d’ions. Ces ions de masse et de charges différentes sont soumis a
un champ électrique. Ils « volent » ensuite jusqu’a un détecteur situé a 1’extrémité du tube de
vol et la distance parcourue en un temps donné (Time-Of-Flight) est fonction du rapport de
leur masse sur la charge (m/z). Les informations essentielles utilisées pour I’identification
sont donc contenues dans une liste de pics contenant les rapports m/z et les intensités
relatives de chaque pic, I’ensemble de ces données caractérisant I’empreinte spectrale de
I’échantillon. Les matrices les plus courantes pour ce type d’analyse sont 1’acide 2,5-
dihydroxybenzoique (acide gentisigue ou DHB), I’acide trans-3,5-diméthyloxy-4-
hydroxycinnamique (acide sinapinique ou SA) et I’acide a-Cyano-4-hydroxy-cinnamique (o-
CHCA). Elles permettent entre autre 1’analyse de substrats peptidiques, glycopeptidiques et
lipidiques. Actuellement, le dépot en « goutte épaisse » utilisant I a-CHCA sur 1’échantillon
sec est largement utilisé pour les identifications de routine. En effet, la cristallisation obtenue
est homogéne contrairement a la DHB, permettant une utilisation automatique des

acquisitions par le spectrometre avec une excellente qualité de spectres.

D’autres techniques de dépot existent : les préparations en « couches minces » pour
lesquelles 1’échantillon est déposé sur une couche de matrice préalablement déposée sur la
plaque cible pour former de larges films minces polycristallins, les préparations en

"sandwich™ ou I’échantillon est déposé su r un film de matrice avant d’étre lui-méme
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recouvert par une derniere couche de matrice. Apres évaporation des solvants, la matrice co-

cristallise avec I’échantillon et I’ensemble peut étre analysé.

Des protocoles plus complexes ont été proposés afin d’augmenter la qualité des
empreintes spectrales mais dans la grande majorité des cas, ils ne sont pas nécessaires pour
une utilisation de routine (Liu et al., 2007). En revanche, pour certains micro-organismes
comme les levures ou les mycobactéries, certains auteurs préconisent de réaliser auparavant

une étape d’extraction (Amiri-Eliasi et Fenselau, 2001).
4. Etude de la diversité bactérienne tellurique

Le sol est un environnement hétérogéne complexe qui contient une grande variété de

communautés et d’especes bactériennes (Daniel, 2005).

De ce fait, acceder a la diversité bactérienne de maniere exhaustive constitue un des
défis majeurs de ces derniéres décennies en microbiologie du sol et les techniques qui y sont

dédiées n’ont cesse d’évoluer (Fierer et Lennon, 2011).

Avant le développement des techniques moléculaires, 1’identification et la classification
taxonomique de bactéries necessitaient leur isolement, leur mise en culture et leur
caractérisation sur la base de criteres morphologiques, physiologiques, métaboliques,
biochimiques et écologiques. Ces critéres de classification ont rapidement trouveé leurs limites
du fait de la diversité phénotypique et physiologique des bactéries mais aussi de par la

simplicité de la classification engendrée.

Palliant ce probléme, le développement d’approches moléculaires a révolutionné le
monde de la microbiologie du sol en permettant d’affiner la classification bactérienne et en
augmentant de maniere significative le nombre d’espéces considérées, par rapport aux

méthodes basées sur les seules bactéries cultivables.
4.1. Diversité bactérienne dans le sol

Les bactéries sont de loin les plus abondants microorganismes du sol & la fois en termes
de biomasse et de diversité taxonomique (Buckley et Schmidt, 2002). En 1990, par
observation microscopique en utilisant I’acridine orange (fluorochrome qui se fixe sur les
acides nucléiques), Torsvik et al., (1990) ont estimé qu’un gramme de sol forestier naturel

contient prés de 1,5.10* bactéries. Plus tard, Torsvik et al., (1998) ont extrapolé des données
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issues d’hybridation ADN-ADN et estimé qu’un gramme de sol forestier se compose de prés
de 6000 genomes bactériens. Dans cette méme étude, les auteurs soulignent la limite des
approches culturales qui, dans ce méme gramme de sol révélent la présence de 35 génomes

bactériens (chiffre établi & partir de la taille du génome d’E. coli : 4,1.10° pb).

Plus récemment, 1’étude de métagénomes de sols contrastés en termes de
caractéristiques physicochimiques et géographiques a permis d’estimer entre 2000 et 10000
le nombre d’espéces bactériennes (et donc de génomes) par gramme de sol (Roesch et al.,
2007).

D’une manicre générale, nous considérons aujourd’hui qu’un gramme de sol héberge,
en fonction de ses caractéristiques physicochimiques, plusieurs milliers d’espéces et que
I’abondance de ces espéces peut varier de 10% & 10" cellules par gramme de sol (Curtis et al.,
2002, Roesch et al., 2007).

4.2. Parametres influencant la diversité bactérienne dans le sol

La diversité bactérienne est exprimée par le nombre d’espéces différentes ainsi que par

leur abondance relative dans la microflore du sol (Kennedy et Smith, 1995).

La diversité des especes dans un écosysteme local est considérée comme la diversité
alpha. La variation de la diversité alpha des écosystémes dans un méme environnement est
considérée comme la diversité béta, et, lorsqu'elle est mesurable, la diversité gamma
représente la richesse en especes a I'échelle régionale et mondiale. La diversité gamma est
sensible principalement a des phénomenes qui ont un impact environnemental a I'échelle
mondiale (par exemple des changements majeurs sur le climat), par opposition aux impacts a
I’échelle locale. La diversité bactérienne peut donc s’observer a différentes échelles, révélant
d’une part la complexité des communautés bactériennes dans le sol mais aussi la conservation

de certaines caractéristiques.

Le pH apparait ainsi comme un paramétre qui influence de maniére majeure la diversité
des communautés bactériennes dans les sols. L’analyse de 88 échantillons de sol a permis de
montrer une corrélation entre la diversité des bactéries et le pH de ces sols (Figure 4) (Lauber
et al., 2009). L’analyse de la structure des communautés bactériennes montre que
I’abondance relative de certains phylums bactériens comme par exemple les Actinobacteria,

les Bacteroidetes et les Acidobacteria, est corrélée au pH.
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Figure 4 : Relation entre le pH des sols et la diversité bactérienne, en utilisant la diversité
phylogénétique (A) et le nombre de phylotypes (B) défini & 97% de similarité. La courbe
pleine represente la courbe de tendance. Les indices de diversite ont été calculés en utilisant
1200 sequences par sol (Lauber et al., 2009).

Cette corrélation entre pH et diversité s’explique par le fait que le pH est directement
corrélé a plusieurs parametres du sol comme la disponibilité des nutriments, la solubilité des
cations métalliques, la teneur en carbone organique, I’humidité et la salinité. Une seconde
explication a cette corrélation est que le pH impose directement une contrainte physiologique

sur les bactéries du sol.
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Outre le pH, la structure du sol, la teneur en matiere organique et la végeétation
influencent la diversité et I’abondance des bactéries. L’é¢tude metagénomique des sols montre
que quelle que soit la méthode d'analyse, certains phylums bactériens prédominent. C’est en
tout cas le constat fait par Janssen et son équipe en 2006, qui se sont intéressés a 1’analyse de
différentes banques de séquences d’ADNr 16S provenant de sols différents (prairies, foréts,
sols arides, agricoles...). Le résultat de cette étude montre que malgré les différences entre

sols, certains phylums sont systématiquement dominants (Figure 5).
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Figure 5 : Contribution des séquences d’ARNr 16S bactériens aux phylums les mieux
représentes dans le sol. Les données ont été compilées a partir de 21 banques (2920 clones)
de clones d’ARNr 16S obtenus par amplification a partir d’ADN du sol. La barre horizontale
représente le pourcentage moyen de sequences attribuées au phylum, le rectangle représente
I’ecart type et les barres verticales représentent les valeurs maximales et minimales (North et
al., 2004).
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En moyenne, 40% des séquences identifiées dans des échantillons de sol appartiennent
aux Proteobacteria, 20% aux Acidobacteria et 13% aux Actinobacteria. Ce résultat a pu étre

retrouve dans d’autres études (Delmont et al., 2012, Roesch et al., 2007).

4.3. Approche métagénomique
4.3.1. Définition

La métagénomique consiste a analyser I'ADN génomique d'une communauté
bactérienne dans son ensemble. En d'autres mots, c'est une approche basée sur l'isolation
directe de I'intégralité des acides nucléiques présents dans un échantillon prélevé dans un
environnement donné, et ceci sans aucun isolement ou culture de bactéries au préalable
(Handelsman, 2004; Simon et Daniel, 2011).

Le préfixe " méta " qui en grec veut dire littéralement « au-dela », induit une distinction
majeure entre les termes " métagénomique " et "' génomique ", ce dernier représentant I'étude
de I'ADN génomique issu d'un seul microorganisme ou d'une cellule unique (Gilbert et
Dupont, 2011).

4.3.2. Contexte et origine

Durant la majeure partie de son histoire, la microbiologie est restée centrée sur le fait

que la culture des bactéries était une étape inhérente a toutes études dignes de ce nom.

En effet, les microbiologistes ont longtemps cru que les organismes bactériens
pouvaient étre classifiés, si et seulement si, ils étaient cultivés auparavant (Society of

American Bacteriologists, 1923).

Cependant, dans les années 1980, les scientifiques ont réalisé que les bactéries étaient
beaucoup plus ubiquitaires, diversifiées, et nombreuses que ce qu'ils pensaient (Ederer,
2011); et nous savons désormais que les techniques classiques de culture utilisées en
microbiologie ont permis jusqu'a maintenant de caractériser seulement environ 1% de la

diversité microbienne planétaire (D'Onofrio et al., 2010).

Des estimations calculées par Whitman et collaborateurs (Whitman et al., 1998)
indiquent que la terre est I'habitat d'environ 5x10%° bactéries avec plus de 107 espéces de
bactéries différentes, ces dernieres étant présentes dans tous les environnements planétaires,
capables de coloniser les habitats les plus extrémes allant des sources hydrothermales a

340°C des profondeurs océaniques, aux tapis bactériens polaires (Whitman et al., 1998).
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Mais pourquoi I'étude de la diversité bactérienne devrait susciter autant d'intérét ?

Les bactéries ne sont pas seulement omniprésentes, elles sont essentielles a la vie sur
terre car elles représentent le plus grand réservoir de nutriments de la planéte en séquestrant
50% du carbone total de tous les organismes vivants et en constituant le plus grand réservoir

terrestre de nitrogene et de phosphore cellulaire (Whitman et al., 1998).

De plus, les bactéries sont les principaux recycleurs de matieres en décomposition
permettant de rendre a nouveau disponible divers composés sous forme organique (Whitman
et al., 1998). Elles jouent donc un rdle critique dans les processus biogéochimiques en

maintenant la survie des écosystemes (Falkowski et al., 2008).

Au vu du peu de connaissances de la communauté scientifique en termes de
biodiversité bactérienne, les microbiologistes avaient besoin de nouvelles approches moins
réductrices, et indépendantes de la culture pour la caractérisation des bactéries, prenant ainsi
en compte I'écosystéeme dans son ensemble. Le développement de nouvelles méthodologies
devaient permettre ainsi de caractériser les organismes identifiés dans leur environnement,
ceci impliquant de pouvoir déceler leurs possibles interactions avec les autres membres de la

communauté et leur potentiel métabolique.

C'est dans ce contexte que Pace et collaborateurs (Pace et al., 1986), qui aspiraient a
étudier la diversité et la classification des bactéries par d'autres méthodes que celles basées
sur les traits morphologiques et physiologiques des ces organismes, furent les premiers a
analyser directement (sans culture au préalable) les génes codant pour I'ARN ribosomique
(ARNr) 16S présents dans un échantillon environnemental afin de déterminer sa diversité
microbienne. Depuis I'étude novatrice de Pace et collaborateurs en 1986 (Pace et al., 1986),
I'utilisation de I'ARNTr 16S (couplée a la technologie de séquencage de Sanger (Sanger et al.,
1977) déja trés populaire a I'époque) s'est rapidement imposée au fil des années comme outil
de prédilection pour la discrimination des différentes espéces bactériennes. Ce sont donc des
recherches de ce type qui ont permis ultimement la naissance de la métagénomique, c'est-a-
dire, une discipline nouvelle qui se situe a l'interface de la microbiologie, la génomique et
I'écologie (Ederer, 2011). Ce terme ayant été mentionné officiellement pour la premiere fois
par Handelsman et collaborateurs (Handelsman et al., 1998) lors d'une étude visant a
découvrir des nouveaux antibiotiques a partir de communautés microbiennes vivant dans le

sol.
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Cette nouvelle approche gu'est la métagénomique vise ainsi, en analysant le contenu en
acides nucléiques d'une communauté microbienne quelconque, a caractériser la diversité
bactérienne, la complexité génétique, mais aussi ses diverses interactions dont celles de
nature métabolique. C'est sur ce dernier point que la métagénomique se distingue, en
permettant d'aller bien plus loin que les analyses basées seulement sur I'amplification PCR
des genes codant pour I'ARNr 16S qui permettent de se concentrer uniquement sur des études
taxonomiques. Ainsi, avec le soutien essentiel de la bio-informatique, le couplage de la
métagénomique avec le séquencage a haut débit, offre dorénavant la possibilité d'accéder a

des domaines inexplorés du monde bactérien.

La complexité et le nombre sans cesse grandissant de projets métagénomiques ont
engendré la création par la communauté scientifique de consortiums visant a aider les
chercheurs utilisant des données métagénomiques, en offrant des cyber-infrastructures
permettant essentiellement le catalogage des génomes (complets) de référence issus de
métagénomes et des outils d'analyse et de consultation de ces données. Nous pouvons
distinguer a I'heure actuelle quatre principales ressources de ce type :

- Le " Human Microbiome Project (HMP)" (http://www.hmpdacc.org/);

- Le "Global Ocean Sampling (GOS) expedition" (http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos/);

- Le "Terragenome" (http://www.terragenome.org/);

- Le "Earth Microbiome Project (EMP)" (www.earthmicrobiome.org/).

4.3.3. Notion d’espéce : de la microbiologie a la microbiologie de I'environnement

Le concept le plus largement utilisé pour définir une espece est celui de I'espéce
biologique proposée par Mayr (1942), bien que dans la réalité de nombreuses espéces
(eucaryotes) soient définies sur la base de différences phénotypiques, les croisements étant
difficilement observables dans la nature. L'application du concept biologique de I'espece
trouve ses limites dans la caractérisation des especes microbiennes du fait de I'absence de
reproduction sexuée associée a I'existence de transferts horizontaux entre individus
évolutivement distants. Aussi, pour les procaryotes, les espéces sont actuellement definies de
facon pragmatique en prenant en compte a la fois des caractéres génotypiques et

phénotypiques (Achtman et Wagner, 2008).

Lorsque les traits phénotypiques ne peuvent étre décrits, ce qui est le cas pour la

majorité des microorganismes sur terre, une désignation provisoire de l'espece candidate peut
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étre proposée sur la base d'une discrimination exclusivement génétique (Candidatus sp.).
Celle-ci est généralement basée sur I'analyse de la similitude entre des séquences de la petite
sous unité de I'ARNr. Le pourcentage d'identité de ce marqueur phylogénétique est ainsi
utilisé pour regrouper les séquences dans des unités taxonomiques opeérationnelles ou OTUs

(Operational Taxonomic Unit).

La majorité des études de diversité basées sur I'ADNr 16S définissent les OTUs comme
étant des ensembles de séquences présentant au moins 97% d'identité entre elles. Ce seuil a
été défini par Stackebrandt et Goebel (1994) comme équivalent au seuil d'hybridation ADN-
ADN de 70% observé dans des expériences de réassociation réalisée entre les membres

d'espéces bactériennes préétablies, issues d'organismes mis en culture.

La notion d'espece est souvent vue comme l'unité de base de la biodiversité. Les OTUs

sont devenues l'unité de mesure de la richesse spécifique en microbiologie du sol.
4.3.4. Contraintes de la définition d'une OTU en métagénomique

Comme nous l'avons vu, les études de diversité basées sur les génes marqueurs
analysent souvent la composition des communautés microbiennes en terme d'OTUs, et ce

pour pallier a I'ambiguité de la définition d'une espéce en microbiologie (Cohan, 2002).

Le seuil traditionnellement utilisé pour regrouper les séquences d'une méme espéce en
OTUs est 97%. Or, ce seuil ne peut pas étre appliqué a tous les organismes et ce pour
différentes raisons. D'une part parce qu'il a été défini a partir de bactéries isolées en culture et
celles-ci ne représentent qu'une minorité des bactéries présentes dans I'environnement, d'autre
part parce qu'il a été defini sur la séquence compléte de la petite sous unité de 'ADNr 16S
alors que la grande majorité des séquences générées, notamment avec les NGS sont de taille
inférieure. Or, l'information biologique portée dépend de la taille du fragment et de la région

amplifiée.

En effet, la présence de régions hypervariables (v1-v9) (Goebel et Stackebrandt, 1994)
le long de la petite sous unité de I'ARNr, chacune avec des taux de variabilité différents
(Figure 6), conduit a des résolutions taxonomiques différentes (Liu et al., 2008 ; Wang et al.,
2007). 1l est donc nécessaire d'adapter les seuils de clustérisation en OTUs a la région
amplifiée. D'aprés une étude reéalisée par Kim et al. (2011), le seuil de clustérisation varie de
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96% a 98% pour I'ARNr 16S selon la région étudiée ; et ils préconisent l'utilisation des

régions v1-v3 et v1-v4 pour une meilleure affiliation des bactéries.

Une méthode alternative pour la définition de la notion d'espece, est l'intégration des
informations phylogénétiques et des relations évolutives entre les organismes, et ce dans le
but de s'affranchir des biais dis a la vitesse d'évolution différentielle entre les especes. En
effet, selon Koeppel et Wu (2013), les séquences contenues dans une OTU générée selon un
seuil d'identité ne sont pas forcément monophylétiques, ce qui peut se traduire par une
hétérogénéité écologique dans une OTU. Ces auteurs préconisent par ailleurs de remplacer
les OTUs par la notion d'écotypes, qui au-dela de définir une unité pour les mesures de la
diversité bactérienne, incorporent les modeles d'évolution et peuvent étre discriminés sur la

base de paramétres environnementaux.
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Figure 6 : Représentation schématique de la variabilité le long de 'ADNT.
La variabilité est exprimée par I'entropie de Shannon en fonction des régions hypervariables
(en rouge) sur les génes codant pour I'ARNr 16S (Andersson et al., 2008).

4.3.5. Méthodes et applications

La métagénomique représente un attrait indéniable pour les scientifiques dans le sens
ou elle leur permet d'accéder a un certain nombre des membres d'une communauté

bactérienne donnée (indépendamment du fait de savoir si ces organismes peuvent étre
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cultivés ou pas), tout en ayant la possibilité d'accéder a une vue d'ensemble des voies

métaboliques régnant en son sein.

Ceci étant dit, quels sont les types d'approches métagénomiques et leurs principales

étapes en termes de protocole ?

Cela dépend bien évidemment du but de I'étude en question mais pouvons resumer ces

étapes a la maniére de celles illustrées dans la figure 7.

Communauté microbienne échantillonnée a
partir de son environnement

h J

Extraction de I'ensemble des acides

nucléiques

|

ARN

> aone |

ADN
Amplification (PCR) d'un géne en particulier

(ex. géne codant pour I'ARNr 16S)

Clonage des
produits de
PCR

A
Séquengage
parla
méthode de
Sanger

Fabrication
d'une
librairie de
clones
L 4
Séquengage Séquengage
par une parla
méthode & haut méthode de
débit Sanger

Séquengage
par une
méthode a haut
débit

Figure 7 : Schématisation de plusieurs méthodologies courantes dans une analyse
métagénomique (figure adaptée d'Ederer, 2011). Le chemin constitué de cadres et de fleches
rouges symbolise la méthode métagénomique utilisée dans les différentes analyses présentées

dans notre thése.

Dans tous les cas, nous devons procéder aprés échantillonnage de I'écosystéeme en

question, a une extraction de I'ensemble de I'ADN ou I'ARN génomique présent dans le ou les

échantillon(s). Si I'estimation de la diversité bactérienne est le seul but de I'étude en question,

une amplification PCR spécifique des génes codant pour I'ARNr 16S sera réalisée afin de

séquencer uniquement ces derniers en bout de ligne; nous obtiendrons ainsi une librairie a

grande échelle de genes d'ARNTr. Une telle librairie peut ensuite étre soumise a une biopuce

de type PhyloChip afin de pouvoir comparer la diversité de cette derniére avec un ensemble
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de génes codant pour des ARNr 16S connus (Brodie et al., 2006; DeSantis et al., 2007;
Yergeau et al., 2009). Par contre, si nous s’intéressons cette fois au potentiel métabolique
d'un écosysteme, nous allons s'efforcer d'analyser I'ensemble des acides nucléiques de
I'échantillon. L'ADN ou I'ADNc (ADN complémentaire obtenu par rétrotranscription de

I'ARN isolé) extrait peut étre alors traité essentiellement de trois maniéres différentes :

- Il peut étre fragmenté aléatoirement, puis sequencé directement en utilisant des technologies
de séquencage a haut débit. Il faut noter que ce séquencage direct d'acides nucléiques apres
extraction est de plus en plus privilégié a I'neure actuelle, étant donné qu'il permet de se
soustraire a toute étape de clonage. A noter cependant que la plupart des techniques de
séquencage a haut débit nécessitent la création d'une librairie de fragments d'ADN,
néanmoins ces derniers ne sont pas clonés, et il ne faut donc pas confondre ce type de
librairie avec celui mentionné dans le paragraphe suivant;

- Apres fragmentation aléatoire, I'ADN peut également étre cloné afin de constituer une
librairie de clones a petits ou larges inserts qui sera ensuite séquencée par la technique de
Sanger (Sanger et al., 1977) ou par une technologie a haut débit; c'est ce que nous appelons le
séquencage en aveugle. Cette librairie peut ensuite étre parcourue pour rechercher puis
séquencer des clones comportant un gene d'intérét, ou bien séquencée en totalité pour
permettre la reconstitution de génomes complets (Venter et al., 2004);

- Troisiemement, I'ADN génomique extrait peut aussi étre analysé par des biopuces de type
GeoChip 3.0 contenant un ensemble de sondes specifiques a des marqueurs phylogénétiques
(tel que gyrB) et a des génes d'intéréts connus (appartenant a des cycles biogéochimiques par
exemple) (He et al., 2007; 2010).

Dans tous les cas, le volume conséquent de fragments séquencés (appelés " reads " en
anglais) lors d'une étude de métagénomique, fait en sorte que l'utilisation de la bio-

informatique est indispensable afin d'analyser ces derniers.

D'un point de vue général, toute étude faisant appel a la métagénomique doit s'orienter
vers l'une des approches suivantes (DelLong, 2007) :
- La premiere est centrée sur le " génome " afin de déterminer les membres composant une
communauté bactérienne, avec le but ultime de tenter d'assembler leur génome complet;
- La seconde aspire quant a elle, a réaliser une analyse fonctionnelle de la communauté
échantillonnée afin de déceler son potentiel métabolique. Elle est donc basée cette fois-ci non

pas sur le " génome " mais sur le " gene ".
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- La combinaison des deux approches citées précédemment est également envisageable.

Les études métagénomiques effectuees jusqu'a présent ont porté sur trois principaux
types de communautés microbiennes :
- Les communautés que I'on retrouve a I'état naturel (environnements tempeérés ou extrémes);
- Les communautés vivant dans un environnement modifié par I'activité humaine;

- Les communautés qui dépendent d'un héte pour survivre.

4.3.6. Défis

Conceptuellement, une approche métagénomique semble plutdt simple (Figure 5); il
suffit d'extraire, puis de séquencer les acides nucléiques d'un échantillon environnemental,
pour ensuite analyser le tout afin de caractériser la communauté bactérienne de I'échantillon
en question. Mais en réalité, l'utilisation de la métagénomique amene certains défis et limites
dont il faut tenir compte lors de la conception de la méthodologie d'un projet et dans
I'interprétation des résultats obtenus. Les éventuels problémes associés a une étude de
métagénomique peuvent étre répertoriés selon les aspects détaillés dans les sous-sections
4.3.6.124.3.6.6.

4.3.6.1. Environnement analysé

Il faut toujours étre conscient que I'échantillonnage d'un environnement donné se fait en
un point géographique bien particulier, et a un moment précis dans le temps, et que par
conséquent, la composition d'une communauté peut varier grandement si I'un ou l'autre de ces

parameétres change (Morris et al., 2002; Kunin et al., 2008).

De plus, la notion de microenvironnement vient compliquer le processus
d'échantillonnage, qui généralement n'est pas assez précis pour différencier les sous-
écosystémes qui peuvent coexister dans un méme environnement. Un gramme de sol forestier
par exemple, peut contenir de 6400 a 38000 especes différentes de bactéries (Ederer, 2011),
cependant, ces derniéres ne sont pas distribuees de fagon égale dans le sol, il est bien plus
probable qu'elles forment des mini-communautés organisées en sous-écosystemes pouvant
étre en contact ou séparés les uns des autres. Ainsi, l'isolement de I'ADN d'un échantillon
contenant ce type de microenvironnement ne permettra vraisemblablement pas de

reconstituer la sous-distribution des membres qui composent ce genre de mini-communautes.
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Dautre part, le principe méme de la métagénomique fait en sorte que les fragments
séquencés a partir d'un échantillon d’ADN génomique sont issus d'un plus ou moins grand
nombre d'espéces différentes dont, pour la majeure partie, le génome complet n'est pas
présent. L'identification de I'espece d'origine auquel appartient un fragment donné n'est donc

pas chose aisée.

En effet, la difficulté d'identifier potentiellement toutes les espéces d'un écosysteme
augmente avec la complexité et la diversité taxonomique de ce dernier (Sogin et al., 2006;
Huber et al., 2007; Wooley et al., 2010). Méme un séquencage "en profondeur" d’un
environnement naturel tel que le sol permet d’accéder seulement a une fraction infime de la
variabilité génétique disponible dans le milieu en question (Gilbert et Dupont, 2011). Par
conséquent, une analyse métagénomique permet habituellement d'identifier seulement les
membres les plus abondants d'une communauté (Tyson et al., 2004), car les especes les plus
nombreuses masquent celles qui sont rares, en fournissant une part beaucoup plus importante
du matériel génétique total de la population bactérienne en question. Ainsi, les chances de
retrouver des fragments appartenant aux especes moins représentées dans I'échantillon sont
plus faibles. Néanmoins, certaines techniques comme I'hybridation différentielle permettent
de soustraire I'ADN le plus abondant d'un échantillon afin de permettre d'avoir acceés aux

génomes des espéces plus rares (Galbraith et al., 2007).

D'une maniére générale, il faut donc étre prudent quant a la représentativité des
résultats obtenus lors d'une étude métagénomique. En d'autres termes, ce qui est observé dans
I'échantillon ne le sera pas forcément dans I'environnement dont ce dernier est issu. D'autant
plus que Bent et Forney (Bent et Forney, 2008) ont mis en évidence que la majorité des
communautés bactériennes complexes affichent une distribution taxonomique caractéristique
ou seulement quelques especes dominent alors que la vaste majorité de la population est
inusitée.

4.3.6.2. Obtention du métagénome de sol

Les approches métagéenomiques ont nécessité le développement de méthodes
recherchant la meilleure efficacité en termes d’exhaustivité et de représentativité de I’ADN
extrait. Des protocoles ont alors été développés afin d’extraire et de purifier I’ADN a partir

des échantillons environnementaux, mais aucun n’a encore été démontré suffisamment

universel pour étre accepté comme standard (Lakay et al., 2007).
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L’efficacité d’extraction et de purification de la totalit¢ des acides nucléiques de la
communauté demeure toujours un défi que tentent de résoudre les microbiologistes. 1l existe
deux types de méthodes d’extraction de I’ADN :

- Extraction directe : les cellules sont directement soumises a un traitement lytique dans le sol
avant extraction et purification de I’ADN
- Extraction indirecte : les cellules bactériennes sont d’abord extraites de la matrice tellurique,

purifiées puis soumises a un traitement lytique et de purification de I’ADN.

Les extractions directes d’ADN a partir d’échantillons environnementaux ont un fort
rendement, contiennent un niveau moindre de contamination par des acides humiques, sont
plus rapides et introduisent moins de biais que les méthodes ou les cellules sont d’abord
séparées de 1’échantillon matrice avant 1’extraction de ’ADN (von Wintzingerode et al.,
1997). De ce fait les méthodes d’extraction directe vont étre plus couramment utilisées pour
I’étude des communautés bactériennes. Nous allons donc, dans cette partie, nous intéresser

plus particulierement a ce type de méthodes d’extraction directe.

Les différentes méthodes d’extraction de I’ADN sont basées sur une dégradation
physique ou enzymatique des enveloppes cellulaires : les plus courantes emploient un
broyage a 1’azote liquide (Volossiouk et al., 1995), une rupture par microondes (Orsini,
2001), un traitement enzymatique (Zhou et al., 1996 , Stach et al., 2001), une disruption
physique avec des billes en mouvement " bead beating " (Miller et al., 1999 , Burgmann et
al., 2001). L’isolement de ’ADN du sol résulte cependant en la co-extraction des acides
humiques qui interférent avec la détection et la quantification de I’ADN (Zhou et al., 1996).
Les impuretés humiques du sol sont difficiles a séparer de I’ADN, du fait de propriétés

chimiques comparables a celles de ’ADN (Saano, 1995).

La plupart des contaminants dont les acides humiques, les polysaccharides ou 1’urée,
présentent des propriétés de solubilisation similaires & ’ADN, ne pouvant donc pas étre
totalement ¢liminés durant les protocoles classiques d’extraction tels que ceux utilisant
I’extraction protéique par le phénol-chloroforme ou un traitement enzymatique avec des
protéases. Le niveau de contamination des solutions d’ADN provenant d’un échantillon de

sol demeure éleve (Moreira, 1998).

De plus, beaucoup de sols organiques contiennent des acides humiques avec des
groupes phénoliques qui se lient de maniére covalente a I’ADN ou aux protéines (Tsai et

Olson, 1992). Récemment Sebastianelli et al. ont mis au point une méthode d’extraction de
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I’ADN du sol en utilisant des nanoparticules pour une bio-séparation magnétique
(Sebastianelli et al., 2008).

Il y a trois structures tridimensionnelles qui ont la capacité de se lier a d’autres
composes par leurs groupes fonctionnels réactifs : I’eau, les ions et les molécules organiques
(Stevenson, 1976). Donc, la plupart des composés organiques naturels peuvent se lier ou étre
absorbés aux substances humiques (Fortin et al., 2004). Les traitements nécessitent alors de
combiner différentes méthodes de purification pour éliminer les composés phénoliques afin
d’obtenir une solution d’ADN suffisamment pure pour un traitement par les outils

enzymatiques utilisés en biologie moléculaire (Young et al., 1993).

Les étapes de purification incluent par exemple une chromatographie par exclusion de
taille (Kuske et al., 1998 ; Hurt et al., 2001), différentes filtrations sur colonne de gel de silice
(Miller, 2001), une séparation isopycnique sur gradient de chlorure de césium (Holben et al.,
1988), etc. Cependant les substances humiques peuvent rivaliser avec les acides nucléiques
au niveau des sites d’adsorption durant la purification sur les micro-colonnes (Harry et al.,
1999). Selon Miller (2001), la résine sépharose 2B est plus efficace que la résine séphadex

pour purifier I’ADN du sol ou de sédiments des acides humiques.

Chaque type d’environnement, du fait de ses caractéristiques propres, nécessite une
optimisation de la méthode d’extraction utilisée. De ce fait I’efficacité de 1’extraction de
I’ADN dépend de la qualité du sol, particulierement de son contenu en argile et matiere

organique, car les micro-organismes peuvent interagir avec les colloides du sol.

Un nombre plus élevé de cellules est directement proportionnel au taux de carbone
organique et d’azote, au contenu en argile ainsi qu’au contenu en acides humiques (Fortin et
al., 2004 , Sagova- Mareckova et al., 2008). La variation de rendement de I’ADN peut étre
expliquée aussi par une différence de sensibilité ou plutét « d’agressivité » des méthodes
individuelles comparant a la fois la communauté microbienne et I’ADN extrait.
Premierement, différentes méthodes peuvent accéder a differentes parties de la communauté
bactérienne, les bactéries peuvent contenir des quantités d’ADN différentes et I’ADN de
diverses especes libéré différemment (Kauffmann et al., 2004). Le rendement peut alors étre
affecté par le type de méthode utilisée. Deuxiémement, une différence de rendement d’ADN
peut étre expliquée par la présence d’organismes autres que des bactéries et une fois encore
les différents niveaux de sensibilit¢ d’accession a I’ADN des méthodes respectives. La

recommandation est d’évaluer les caractéristiques des sols avant de sélectionner le protocole
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optimal pour I’extraction et la purification d’ADN (Sagova-Mareckova et al., 2008). Pour des
sols riches en acides humiques, la méthode d’extraction bead beating est la plus efficace,
tandis que la méthode de broyage dans 1’azote liquide donne des quantités négligeables
d’ADN, elle est donc révélée comme insuffisante. Mais il apparait que la méthode bead
beating extrait plus de substances humiques par rapport a la méthode basée sur ’action de
micro-ondes. Dans ces cas la, une simple purification de ’ADN est nécessaire (PVPP et
sépharose 2B) (Lakay et al., 2007).

Donc, les caractéristiques du sol qu’il faut prendre en compte pour une extraction
optimale d’ADN sont le pH, la matiére organique, I’argile et les limons, qui indiquent aussi

une forte activité microbienne.

La plupart des difficultés ont été rencontrées pour des sols forestiers acides ou des
nouvelles méthodes d’extraction et de purification ont €té mises en place pour augmenter le
rendement d’extraction de I’ADN ainsi que I’efficacité de la PCR : prétraitement du sol au
CaCOg3 ou purification de I’ADN extrait par CaCl, (Sagova-Mareckova et al., 2008). Ces
méthodes sont comparées a celle du kit Mobio PowerSoil et celle du phénol/chloroforme
(Miller et al., 1999). Au fil du temps, le bead beating apparait comme la technique la plus
efficace pour les agrégats du sol et la perturbation des cellules, elle est aussi utilisée dans les
kits commerciaux. Pourtant le broyage du sol modifie fortement la structure et peut de ce fait
affecter les propriétés d’adsorption et de désorption (Frostegard et al., 1999), pouvant aussi
affecter I’intégrité physique des molécules d’ADN. Cependant il n’y a toujours pas de

moyens de quantifier I’ADN total contenu dans un sol (Burgmann et al., 2001).

En effet, la lyse complete des cellules provenant d’échantillons environnementaux est
toujours inaccessible. Une plus grande quantit¢ d’ADN obtenue n’est pas toujours
¢quivalente d’une plus grande richesse d’especes, par la possibilité que I’ADN extrait
provienne de cellules facilement lysées (Stach et al., 2001). Par exemple les cellules
bactériennes de petite taille (1.2 a 0.3um) sont plus difficiles a lyser que les cellules plus

volumineuses (2 a 10um) (More et al., 1994).

4.3.6.3. Etape de clonage

La fabrication d'une librairie de clones préalablement au séquencage peut entrainer
certains biais inhérents au processus de clonage (niveau d'efficacité, nombres suffisants de
clones produits), mais aussi a I'étape de PCR qui est souvent nécessaire aprés un clonage, et
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qui comporte certains désavantages comme les biais introduits par l'utilisation des sondes
et/ou par I'amplification exponentielle (Suzuki et Giovannoni, 1996; Wang et Wang, 1997,
Kanagawa, 2003; Acinas et al., 2005; Sipos et al., 2010).

Par ailleurs, des fragments d’ADN pauvres en bases GC peuvent étre moins stables et
affecter I'efficacité du clonage (Temperton et al., 2009). De plus, certains genes ne peuvent
étre incorporés dans les vecteurs de librairie en raison de leur instabilité ou de leur toxicité

pour la cellule hote (Sorek et al., 2007).

Néanmoins, I'ensemble de ces biais peuvent étre évités en supprimant tout simplement
I'étape de clonage, et donc en séquencant directement I'ADN génomique obtenu apreés
extraction. Cette approche a d'ailleurs été proposée comme la méthode la plus précise pour

I'estimation de la diversité taxonomique de métagénomes (von Mering et al., 2007).

4.3.6.4. Séquencage a haut debit : La nouvelle technologie ** pyroséquencage 454

La présence de certaines substances inhibitrices contenues dans I'environnement
prélevé, comme l'acide humique souvent associée aux échantillons provenant du sol, peut
affecter I'efficacité du séquencage. Par ailleurs, I'essor de la métagénomique n'aurait pu avoir
lieu sans les remarquables avancées technologiques que le séquencage de I'ADN a connu lors
de la derniere décennie, notamment avec l'avénement des techniques de séquencgage de
deuxiéme génération, qui permettent de produire un nombre beaucoup plus important d'/ADN

séguencés, en moins de temps et a moindre co(t.

a. Historigue du seéquencage: Au cours du 20°™ siecle, le séquencage de I'ADN
a revolutionné la recherche dans le domaine des sciences de la vie, en réalisant un grand pas
pour I'numanité avec le séquencage complet du genome humain en 2001 (Lander et al., 2001;
Venter et al., 2001). Historiquement, ceci a été rendu possible grace aux prouesses de deux
pionniers travaillant sur le séquencage, Gilbert et Sanger qui se partagérent le prix Nobel de
chimie en 1980 pour leurs co-découvertes dans ce domaine. Tout a commencé en 1975 avec
Sanger et Coulson qui sont parvenus a développer la méthode de terminaison des chaines,
permettant le sequencage d'environ 50 nucléotides contigus sur plusieurs jours (Sanger et
Coulson, 1975).
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Deux ans plus tard, Maxam et Gilbert présentent alors une autre meéthode de
séquencage basée sur la dégradation chimique de I'ADN par coupures sélectives (Maxam et
Gilbert, 1977).

Cependant, la méme année Sanger publie une méthode complémentaire a celle qu'il
avait déja créé en 1975, en introduisant I'utilisation des didéoxynucléotides, des inhibiteurs de
I'ADN polymérase spécifiques a chaque base nucléotidique (Sanger et al., 1977). La méme
année, le développement de cette technologie a ainsi permis de séquencer le tout premier

génome complet, celui du phage X (Sanger et al., 1977).

Dans les deux décennies suivantes, la méthode de séquencage de Sanger a été
améliorée en termes de procédés et de chimie, avec la capacité de produire des séquences
d'une longueur de 1000 nucléotides avec une précision pouvant atteindre 99,999% (Shendure
etal., 2004).

Mais I'avancée majeure depuis cette optimisation reste son automatisation, qui a ouvert
la voie a la démocratisation du séquencage a partir des années 1990 (Hutchison, 2007). Ces
avancées dans la technique de Sanger ont rendu possible le séquencage d'une variété de
génomes bactériens et eucaryotes, dont les plus marquants sont : Saccharomyces cerevisiae
(Goffeau et al., 1996), Escherichia coli (Blattner et al., 1997), le riz (Goff et al., 2002; Yu et
al., 2002), la souris (Waterston et al., 2002), et enfin I'nomme (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001).

Néanmoins, la démocratisation du séquencage en aveugle de génomes dans les années
1990, a conduit a la génération d'un volume de plus en plus important de données a
séquencer, rendant ainsi la technologie de Sanger souvent inadéquate, car jugée trop longue

et particulierement onéreuse (Shendure et Ji, 2008).

C'est la raison pour laquelle en 2004, le National Human Research Institute a lancé " le
programme de séquencage du génome a 1000$ " dans le but de réduire a cette somme le prix
du séquencage des génomes de mammifere, et ceci d'ici une dizaine d'années. Ainsi apres
cette annonce, plusieurs compagnies se sont lancées dans l'aventure afin de créer des
nouveaux instruments de séquencage permettant de produire plus rapidement, et pour moins
cher, des quantités massives de données (Meldrum, 2001; Meldrum et Holl, 2002). C'est dans
cet esprit que sont nées les technologies de sequencage a haut débit de deuxiéme et troisiéme

géneration.
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b. Séquencage a haut débit: Apparues a partir de 2005, les méthodes de
séquencage a haut débit de I'ADN, dites de "nouvelle génération™ (NGS), ont gagné beaucoup
de terrain sur la technologie de Sanger pour le séquencage des petits génomes et des
écosystemes environnementaux. Ceci est principalement da au fait qu’elles sont grandement
parallélisées permettant la production de plusieurs millions de séquences (reads) différentes

par expérience sans avoir nécessairement besoin d’une étape de clonage au préalable.

Ainsi, ces méthodes permettent d’obtenir un plus grand nombre de séquences, plus
rapidement et pour un prix inférieur a la méthode de Sanger. Néanmoins, les " reads "
produits sont plus courts pour la plupart des technologies existantes en 2012: de 35 a 250 pb
(paires de bases), excepté pour le pyroséquengage 454 qui depuis peu, serait en mesure de
séquencer des fragments d'une longueur moyenne de 700 pb égalant ainsi plus ou moins la
méthode de Sanger (Siqueira et al., 2012). Les techniques de séquencage de deuxiéme
génération les plus utilisées a I'heure actuelle utilisent des méthodologies différentes,
cependant, elles présentent des similarités dans leur protocole, plus particulierement elles

comprennent toutes les étapes suivantes :

- Etape 1: Construction d’une librairie de séquences, qui consiste a fragmenter I’ADN
génomique pour ensuite lier des adaptateurs a chacune des extrémités de ces fragments;

- Etape 2 : Chaque fragment de la librairie est amplifié de maniére a ce que chaque produit
d'amplification soit séparé les uns des autres;

- Etape 3 : Séquencage effectué par plusieurs cycles de réactions enzymatiques, le tout étant

mesuré en temps réel.

c. Pyroséquencage : Le pyroséquencage est la technique qui connait
actuellement le plus grand succes concurrengant la méthode de Sanger. Cette technique de
séquengage d’ADN introduite depuis 1988, par Hyman et al. (Hyman, 1988), a été améliorée
par un groupe suédois (Ronaghi et al., 1996 , Ronaghi et al., 1998) par introduction d’une
¢tape PCR. Il s’agit d’un séquencgage par synthése (SBS) qui se caractérise par la révélation
en temps réel de I’activité de I’ADN polymérase (real time sequencing) et qui ajoute un seul

nucléotide non fluorescent a la fois.

La premiere étape consiste a préparer le méelange réactionnel, avec les enzymes clés et
les différents substrats. Ici, les nucléotides ne sont pas ajoutés tous ensemble comme dans une

réaction de séquencage Sanger mais successivement. Si le nucléotide ajouté dans le milieu
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réactionnel correspond a celui attendu par la polymérase, il sera incorporé dans le brin en
cours de synthése (d’élongation) libérant un pyrophosphate. L’ATP sulfurylase vient alors
transformer ce pyrophophate (Ludwig et al., 2004) en ATP qui est alors utilisé, couplé a une
Luciférine, par une luciférase avec production d’oxyluciférine et d’un signal lumineux.
L’apyrase dégrade les nucléotides en surplus. Le signale lumineux est capté par un capteur
CCD (Charge-Coupled Device) puis reproduit sous forme d’un pic sur le Pyrogramme. La
hauteur de ce pic est fonction de I’intensité du signal lumineux, elle-méme proportionnelle au
nombre de nucléotides incorporés en méme temps. Nous pouvons donc déduire la séquence a
partir de la taille des pics obtenus. Par ailleurs, en cas de mélange de nucléotides a une méme
position (polymorphisme de séquence), la taille des pics permet d’avoir une quantification de

la proportion de brins porteurs de 1’un ou 1’autre des nucléotides (Figure 8).

dATP dCTP dGTP dTTP
mlmricc)‘; oo s % __:h“' . 3" M-.:_ 3 N’-‘"—_
{Amorce): —?{‘-— i K’_ ,.—ﬁ“ X
PP, g dj”?. / / “’?.
- | . A'l? - I SATP ‘/’ - p '/)l’.-\TP
L-c;tnsn Ll:i;t"Iw Lauciferase L.u;lna
BV h\v 2hv

=

Intensit¢ du signal
lumincux

‘A P ACTT TGAA
A C G T

dNTP ajoutés

Figure 8 : Etapes du pyroséquencage (Ahmadian et al., 2006).

d. La nouvelle technologie 454 : Cette technique permet de traiter avec un seul
instrument le GS20, plus de 20 millions de bases nucléotidiques par cycle de quatre heures.
Cette technique ne nécessite pas de clonage et permet une lecture directe de la sequence
obtenue aprés sequencage. Une seule machine (GS20) genére en fait, avec plus de 99%
d’exactitude, autant de données que 100 séquenceurs capillaires a haut débit. La technologie

de 454 Life sciences congue par Rothberg (Margulies et al., 2005) est fondée sur 1’intégration
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de plusieurs techniques : le pyroséquencage, les technologies des plaques en fibre optique
picotitré [PicoTiterplate (PTP)] qui contiennent 1.6 million de puits, la PCR en émulsion
(emPCR) (Figures : 9 et 10) dans des microréacteurs (gouttelettes d’une émulsion) (300 000
réactions PCR en paralléle), ainsi que des technologies informatiques de pointe pour

I’acquisition, le traitement et [’analyse des images.

- - - .L .. = — T
- e - T
A I = > B

Figure 9 : Représentation du dépot d’une microbille dans un puits d’une plaque en fibre
optique contenant 1,4 millions de puits (Shendure et Ji, 2008).

- Etapel: Préparation d’une banque ADN simple brin (ADN sb) avec deux adaptateurs.
L’ADN génomique est fragmenté par nébulisation, deux adaptateurs (A et B) sont fixés par
ligation aux deux extrémités. Un adaptateur est lié a la biotine pour permettre la purification
des molécules d’ADN porteurs des adaptateurs A et B.

- Etape 2 : Amplification clonale des molécules d’ADN simple brin. Des microbilles avec en
surface des amorces complémentaires a un des adaptateurs permettent de fixer une molécule
d’ADN sb a la fois. Les microbilles porteuses des brins d’ADN sb sont mises en émulsion en
présence des réactifs pour PCR (Dressman et al., 2003). Chaque goutte (microréacteurs)
englobe une microbille et donc une molécule d’ADN, ce qui permet une amplification clonale
de chaque fragment (Figures : 9 et 10).

- Etape 3 : Séquencage dans des plaques picotitrées. Aprés amplification, les
microgouttelettes (microréacteurs) sont dissociées, et les microbilles porteuses de I’ADN
simple brin largement amplifié sont transférées dans une plaque en fibre optique contenant
1,4 million de puits. Les puits possédent un diamétre qui assure le dépot d’une microbille par
puits. Avec ce systéme, 400 000 réactions de séquencage peuvent étre réalisees en paralléle.
Le séquencage se fait selon le principe de pyroséquencage décrit ci-dessus. Une caméra CCD
permet de capturer les images apres addition de chaque nucléotide.

- Etape 4 : Analyse des images et détermination de la séquence d’ADN. Connaissant 1’ordre

dans lequel les 4 nucléotides sont ajoutés automatiquement, I’analyse des différentes images
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capturées permet la déduction de la séquence des différents fragments d’ADN (illustré par
Pyrogramme). Des logiciels bioinformatiques sont ensuite utilisés pour reconstituer la

séquence initiale grace au groupage des contigs.

A. Fragmentation de — B. Préparation de la =N C. Un fragment de la
I"ADN génomique librairie librairie par bille

F. Chimie du <—  E.Séquengage auniveau  <— D, Amplification par PCR
pyroséquencage d’une plaque contenant a émulsion
une seule bille par puits

Figure 10 : Principe du pyroséquencage 454 (figure adaptée de 454 Life sciences, © 1996-
2012 Roche Diagnostics Corporation, www.454.com).

Considérant, la taille relativement importante des fragments produits et la rapidité
d'exploitation de cette technologie, c'est la méthode de séquencage que nous avons choisie
pour réaliser les analyses métagénomiques de cette these.

4.3.6.5. Traitement des données et analyse de la diversité

Parmi les différentes méthodes développées dans le but de caractériser la diversité
taxonomique d'un milieu, nous pouvons distinguer a ce jour :
- Les indices de diversité, qui permettent de quantifier I'nétérogenéité de la biodiversité de
I'environnement étudié, comme par exemple I'indice de Shannon (Shannon, 1948), ou encore

I'indice de Simpson (Simpson, 1949);
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- Les estimateurs de richesse spécifique (en espéces) tels que Chaol ou Chao2 (Chao, 1984;
1987), ou encore l'estimateur ACE (Chao et Lee, 1992);

- Les courbes de raréfaction utilisées pour déterminer le taux de couverture en especes de
I'échantillonnage. Elles sont matérialisées par des courbes indiquant la croissance du nombre
d'organismes appartenant a un groupe taxonomique donné en fonction du nombre

d'organismes échantillonnés.

Il existe de nombreux logiciels dédiés a l'analyse de diversité de communautés
échantillonnées. Nous pouvons citer par exemple, MOTHUR (Schloss et al., 2009) qui a
I'avantage de donner accés a une combinaison de plusieurs autres outils d'analyse capables de
calculer des indices de diversité tels que : DOTUR (Schloss & Handelsman, 2005), SONS
(Schloss et Handelsman, 2006), S-Libshuff (Schloss et al., 2003), et Unifrac (Lozupone et al.,
2006).

Plus récemment, des logiciels similaires mais adaptés aux caractéristiques des données
métagénomiques ont vu le jour, c'est le cas d'ESPRIT (Sun et al., 2009) qui est téléchargeable
localement, et du « Pyrosequencing pipeline » (Cole et al., 2009) de RDP qui est utilisable en
ligne seulement; a noter cependant que ces deux logiciels fonctionnent uniquement a partir de
librairies métagénomiques de genes codant pour I'ARN ribosomique 16S obtenus par
pyroséquencage seulement. QIIME (Caporaso et al., 2010) quant & lui, est un outil plus
complet et plus flexible, puisqu'il est 43 capable d'exécuter des analyses de diversité en
utilisant aussi bien les génes codant pour I'ARNr 16S, que les marqueurs non-ribosomigques.
De plus, il est compatible avec les " reads " issus des technologies de Sanger et de 454, et

permet d'exécuter des analyses taxonomiques comparatives de métagénomes.
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Partie 1 : Isolement et caractérisation phénotypique et moléculaire des
bactéries telluriques

1. Echantillonnage de sol

Apres avoir écarté les débris de surface, 5 points de prélevement de sol ont été réalisés
(sur les 10 premiers centimetres) a partir de la forét " EI Meridj ", situé au sud-est de
Constantine, est de 1’ Algérie (coordonnées: 36 ° 20'37.04 "N, 6 ° 41'21.36" E). Par la suite,

les échantillons élémentaires ont été rassemblés et tamisés sur 2 mm pour les homogénéiser.

2. Isolement et purification des souches

2.1. Réalisation des dilutions

1g de sol fraichement prélevée a été en suspension dans 9 ml d'eau physiologique
stérile (NaCl 9g/1), ce qui représente la dilution 10™. Aprés homogénéisation et agitation &
I’aide d’un vortex pendant 5 min, des dilutions décimales en cascades ont été réalisées
jusqu'a la dilution 10, en prélevant 1 ml de chaque dilution et en le transférant dans 9 ml
d’eau physiologique stérile (Pochon, 1954 ; Rapilly, 1968 ; Bastide et al., 1986).

2.2 Ensemencement et incubation

L’ensemencement a été réalisé en étalant, a 1’aide d’un rateau stérile, 0,1 ml de
chacune des trois derniéres dilutions (10, 10®°, 10°) en triplicata sur des boites de Pétri
contenant la gélose nutritive. Les cultures sont, ensuite, incubées a 37°C pendant 18-24h.
Les colonies ont été prélevées et repiquées plusieurs fois jusqu’a 1’obtention de souches

pures.

3. Identification phénotypique des isolats

L’identification phénotypique des isolats a été réalisée en utilisant une gamme de
criteres morphologiques, physiologiques et biochimiques. Ces derniers ont été comparés, par
la suite, aux caractéristiques connues du Manuel de Bergey de Bactériologie systématique
(Holt et Williams, 1989).

Les tests et les examens d’identification phénotypique ayant été réalisés sont :
1. Examen de I’aspect macroscopique des colonies.

2. Coloration de Gram.
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. Mobilité a 25 et a 37°C.

. Présence d’ Ortho-Nitrophényl-B-galactoside.
. Présence d’oxydase.

. Présence de catalase.

. Hydrolyse du lactose.

. Hydrolyse du saccharose.

© 00 N o o1 b~ W

. Hydrolyse du mannose.

10. Production d’H>S (test sur milieu TSI).
11. Production du gaz (test sur milieu TSI).
12. Présence d’uréase.

13. Production d’indole.

14. Utilisation du citrate.

15. Rouge de méthyle (test RM).

16. Réaction de VVoges-Proskauer (test VVP).
17. Test d” Ornithine décarboxylase.

18. Test de la Lysine décarboxylase.

19. Test de I’Hormone anti-diurétique.

4. ldentification moléculaire des isolats

4.1. ldentification protéomique par MALDI-TOF MS

Cette technique a été réalisée selon le protocole de Seng et al. (2009) et Bizzini et al.
(2010). Son principe genéral est base sur I’étude du déplacement d’entités ioniques dans des
champs électromagnétiques, ce qui permet I’identification des bactéries grace a I’analyse de
leur contenu protéique (Claydon et al., 1996). L’ionisation de I’échantillon est essentielle et

réalisée grace a une matrice.

4.1.1. Préparation de la matrice

La matrice doit étre préparée sous hotte chimique avant chaque série d’analyses et
conservée a 4 °C a I’abri de la lumiére. Le protocole de sa préparation selon Williams et al.
(2003) est le suivant :

- Dans un tube polypropyléne 1.5 ml, introduire 2 spatules d’alpha-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (HCCA),
- Ajouter 500 pl d’acétonitrile HPLC,
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- Ajouter 250 pl de TFA a 10% (trifluoroacetic acid),
- Ajouter 250 pl d’eau HPLC,

- Bien melanger (vortexer ou secouer vigoureusement)
- Soniquer 10 min (la solution doit devenir trouble),

- Centrifuger 5 min a 13000 g,

- Transférer le surnageant dans un tube polypropylene 1.5 ml propre : la matrice est préte.
4.1.2. Dépot des isolats

L’étape de dépot est essentielle pour une bonne identification et elle renferme les
étapes suivantes :
- Déposer 2 spots du témoin positif " T+ " (1.5 pl de " BTS ") et recouvrir chaque dép6t de
1.5 pl de matrice.
- Sur la ligne suivante dans la méme colonne, déposer 2 spots du témoin négatif " T- " (1.5 ul
de la matrice).
- Sur les lignes suivantes de la cible MALDI, déposer les échantillons en deux exemplaires
dans les zones définies (cercles) de la cible MSP 96 (figure 11), en prélevant une petite
quantité de chaque colonie des isolats poussés sur gélose au sang a I’aide d’une pointe de
cone de pipette 10 pl.
- Une fois tous les dépdts effectués, déposer 1.5 ul de la matrice sur chaque spot.

- Laisser secher pendant 5 min sous la hotte.

Figure 11 : Cible MALDI type Microflex, modele " MSP 96 " (11 colonnes et 8 lignes).

4.1.3. Introduction de la cible MALDI dans le spectromeétre de masse Microflex
LT

- Appuyer sur le bouton vert en fagcade du Microflex LT.
- Soulever la trappe d’insertion de la cible MALDI (Figure 12).
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(a)

(b)

Figure 12 : Trappe d’insertion en position ouverte sans (a) et avec (b) cible.

- Déposer délicatement la cible a analyser. Passer le doigt (sans gants) sur le joint noir de la
trappe pour éliminer les poussieres et refermer la trappe d’insertion.

- Appuyer sur le bouton vert pour introduire la cible dans le spectrometre. Pour atteindre le
vide rapidement, maintenir une pression sur la trappe avec la main jusqu'a ce que le voyant
"TARGET" devienne vert (Figure 13).

- Patienter le temps que le vide soit atteint (onglet " Vacuum " dans FlexControl). Lancer les

analyses seulement une fois 1’appareil prét.

Figure 13 : Introduction de la cible Microflex LT.
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4.1.4. Lancement de ’acquisition MALDI-TOF MS et interrogation de la base de
données
- S’assurer que le logiciel d’acquisition FlexControl est ouvert pour créer le projet
d’identification des bactéries. Ce logiciel est piloté par le programme MALDI BioTyper ™
2.0 (Bruker Daltonics) (figure 14).

MALD] Biotyper Realtime Classification
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Figure 14 : Interface du logiciel MALDI BioTyper ™ 2.0 (Bruker Daltonics).

- Sélectionner les spots a analyser par colonnes.

- Cliquer sur Finish lorsque le spectrometre est prét (voyants verts). L’acquisition se lance
automatiquement. Cliquer sur le logiciel d’acquisition FlexControl pour visualiser
I’acquisition des spectres (figure 15).

- Les résultats s’affichent avec un code couleur (Figure 16).
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Figure 15 : Interface du logiciel d’acquisition FlexControl.
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Mot occupied Position non occupéesur lacible
. Aborted Analyse annulée

Zetoline spectrum Spectre sans signal

Measured, classified pellow Spectre mesure, identification jaune

. Zeroline spectrum, ot classhed  Spectre sans signal, identification rouge

Prepared Préparé

Maaiusd Mesure

Measured, classiied green Spectre mesure, identificationverte
' Msasusd, classifiad red Spectre mesuré, identificationrouge

Figure 16 : Code couleur des analyses et identifications BioTyper ™ 2.0 (Bruker Daltonics).

- Les spectres générés a partir de bactéries entiéres sont ensuite comparés aux spectres de
référence présents dans la base de données BioTyper. Ces spectres de référence ont été
obtenus & partir des souches types et d’isolats issus de collections internationales (Nagy et al.,
2009). La concordance des spectres obtenus a partir des isolats bactériens étudiés avec ceux
des souches de reférence est traduite par des scores (de 0 jusqu’a 3) qui indiquent le degré de
confiance a accorder a I’identification (Lartigue et al., 2009; Cherkaoui et al., 2010 ; tableau
1).

Tableau 1 : Score de concordance des spectres obtenus a partir d’une bactérie d’intérét avec
ceux de la base de données Biotyper, reflétant le degré de confiance a accorder a
I’identification.

Score Description Symbole
2,300 — 3,000 | Forte probabilité d’identification a I’espéce +++
2,000 - 2,299 Identification du genre sécurisée, identification a I’espéce t

probable
1,700 — 1,999 | ldentification au genre probable +
0,000 — 1,699 | Degre de confiance insuffisant pour I’identification -

- Les résultats d’une cible sont exploitables seulement si les témoins T+ et T- sont valides :
- T+ doit correspondre a Escherichia Coli avec un score > 1.9,
- T- doit correspondre a un score sans identification < 1.7.
- Les résultats d’identification des bactéries sont, sous BioTyper, supérieur & 1,9

pour les 2 dépdts (méme souche retrouvée).

- En fin, le logiciel BioTyper regroupe 1’ensemble des spectres obtenus dans un

dendrogramme.
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4.2. Identification génotypique (amplification et séquencage de I’ADNr 16S)

Pour tous les isolats, le gene de I'ARNr 16S a été amplifié avec un jeu d’amorces :
16S_FD1 et 16S_rP2 (Weisburg et al., 1991).

Les réactions d’amplification ont été réalisées dans un thermocycleur Biometra
(LABGENE scientific Instruments, Archamps, France). Le mélange réactionnel
d’amplification d’un volume final de 50 pl contient, pour 5 uL. d’ADN extrait, 30.75 ul d’eau
ultra pure ; 5 pl de tampon de PCR 10X contenant MgCl, 15mM (Applied biosystems,
Courtaboeuf, France); 5 pul de déxoxyribonucléotides-triphosphate (dNTP) (1,25mM) (dATP,
dCTP, dGTP et dTTP); 1 ul d’amorce sens (FD1, 40nmol/l) ; 1 pl d’amorce anti-sens (rP2,
40nmol/1) ; 0.25 ul de Tag-ADN polymérase (Qiagen, Courtaboeuf, France).

Les résultats de ’amplification ont été révélés par électrophorese (135V durant 15
minutes) sur un gel d’agarose a 1,5% réalisé dans du TAE 0,5 x coloré au bromure
d’ethidium, visualisé sous U.V. L’ADN amplifi¢ a été purifié en utilisant des plaques

Multiscreen de PCR (Millipore, Molsheim, France).

Le cycle d’amplification consiste en une premicre étape de dénaturation de I’ADN a
95°C pendant 5 min, suivi d’un cycle de 30 sec a 95°C, 30 sec a 52°C et 5 min a 72°C. Ce
cycle est répété 35 fois. Une étape d’élongation finale de 5 min a 72°C achéve I’amplification

par PCR. Les témoins négatifs contenant le mix d’amplification sont restés négatifs.

Ensuite nous avons procedé au séquencage du gene 16S. Les solutions de séquencage
pour les amorces directes et reverses (tableau 2) contiennent 3ul de tampon (Big Dye V1,
Applied Biosystems), 2ul de Big Dye, Sul d’eau distillée et 1ul d’une solution d’amorce
a 40nmol/l pour un volume final de 15ul. La réaction de séquencage comprend une étape de
dénaturation initiale d’'une minute a 95°C suivie de 25 cycles de dénaturation a 96°C pendant
10 secondes, hybridation pendant 5 secondes a 50°C et d’¢longation a 60°C pendant 3
minutes. Les produits de séquencage sont purifiés en utilisant des plaques de sephadex
(Amersham biosciences, Uppsala, Suede), centrifugées a 910g pendant 6 minutes et les
produits de séquencage sont déposés sur des plaques de reaction de 96 puits Micro Amp

Optical (Applied Biosystems).

Les séquences nucléotidiques d’ADNr 16S ont été corrigées a l'aide du logiciel
ChromasPro 1.34 (Copyright (c) 2003-2006 par Technelysium Pty Ltd) et elles ont été
déposées dans GenBank sous les numéros d'accession HG421009-HG421017.
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Au final nous avons dressé un arbre phlyogénétique montrant les relations

phylogénétiques entre les isolats en utilisant le logiciel MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013).

Tableau 2 : Amorces utilisées pour 1’amplification et le séquengage du gene de I’ARNr
16S (Adékambi et Drancourt, 2004).

Primers Sequence (5'-3") Tm* (°C)
Amplification FD1 AGAGTTTGATCATGGCTCAG 56
rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 62
357F TACGGGAGGCAGCAG 50
357R CTGCTGCCTCCCGTA 50
536F CAGCAGCCGCGGTAATAC 58
Sequencing 536R GTATTACCGCGGCTGCTG 58
800F ATTAGATACCCTGGTAG 48
800R CTACCAGGGTATCTAAT 48
1050F TGTCGTCAGCTCGTG 48
1050R CACGAGCTGACGACA 48

*: La Tm a été calculée en utilisant la formule suivante : Tm = (2xAT + 4xGC) — 4.
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Partie 2 : Caractérisation de la diversité bactérienne par analyse de [ ADN
extrait des sols (approche métagénomique)

1. Préléevement des échantillons de sol

Nous avons réalisés des prélevements dans la méme région decrite précédemment (EI
Meridj), sauf que I’échantillonnage a été effectué dans trois sites différents : la forét, le lac et

le champ de blé suivant le méme protocole détaillé dans la premiere partie.

2. Analyses physicochimiques des sols

La caractérisation physicochimique des trois échantillons de sol (sol forestier, sol
cultivé et le sol du lac) a porté essentiellement sur la composition granulométrique, le pH, la
teneur en calcaire et la teneur en matiere organique. Toutes ces analyses ont été effectuées
dans les laboratoires de I’ANRH de Constantine.

3. Approche métagénomique
3.1. Extraction des acides nucléiques

Les acides nucléiques ont été extraits selon le protocole du Kit " PowerSoil-DNA
Isolation Kit (Mobio) " (annexe A). Cette extraction repose sur la combinaison d'une double
lyse cellulaire : une lyse mécanique et une lyse chimique. De plus, le protocole integre la
purification des extraits, ce qui permet de passer directement a I’étape d’amplification par
PCR.

3.2. Amplification d’ADNr 16S et pyroséquencage 454

Les amorces de fusion (Figure 17) sont des amorces particuliéres utilisées pour la
constitution des librairies d’amplicons destinées au pyroséquencage. Ce sont des amorces
constituées des amorces spécifiques d’ADNr 16S, d’un marqueur de multiplexage (MID),

d’une clé et d’un adaptateur spécifique du protocole de pyroséquencage.

Clé MID1 Amorce spécifique

Figure 17 : Constitution des amorces fusionnées utilisées pour le pyroséquencage.

Clé MID 2 Amorce specifique
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Les amorces de PCR (341F: CCTACGGGRSGCAGCAG et 909R:
TTTCAGYCTTGCGRCCGTAC) ont été utilisées pour I'amplification du géne de I'ARNTr
16S de la plupart des bactéries. Pour la bcPCR, de longs oligonucléotides ont été utilisés
constitué des séquences d'amorces spécifiques d’ADNr 16S marqués avec les adaptateurs de
séquencage pour GS FLX Titanium chemistry, qui ont été congus comme recommandé par le
fabricant (454 Life sciences) pour y inclure (5'-3 "): adaptateur de titane, huit bases code a
barres (uniquement sur l'amorce inverse) (tableau 3), une séquence de liaison (TA), et
I'amorce d’ADNTr 168S.

Tableau 3 : Liste des sequences code a barres (Hamady et al., 2008).

Code a barres ID | Code a barres (5" -3")
709 CTGAACAC
755 CTTCTGCA
756 CTTCTGGT

Toutes les PCR ont été réalisées en volume de 50 ul en utilisant 5 uL. d’ADN extrait,
30.75 pl d’eau ultra pure ; 5 ul MgCl2 ; 5 ul de déxoxyribonucléotides-triphosphate (dNTP)
(dATP, dCTP, dGTP et dTTP); 1 ul de chaque amorce; 0.25 ul de la Q5 Hot Start haute
fidélitt DNA polymérase de NEB (New England Biolabs). Pour une étape bcPCR, a été
amplifié en utilisant des amorces a code-barres pour 20 cycles. Pour les deux étapes bcPCR,
I’ADNr 16S a été amplifi¢ en utilisant des amorces sans code a barres pour 20 cycles, suivi
par une dilution au 1:50 du produit de PCR et 5 cycles supplémentaires d'amplification avec
des amorces de PCR a code a barres. Toutes les réactions PCR ont éeté réalisées en triple
exemplaire et sont ensuite rassemblées. Le programme thermique des deux PCR est composé
d’une étape initiale de dénaturation (4 min a 95 ° C), un programme de cycles de 95 ° C
pendant 30 s, 52 ° C pendant 30 s et 72 ° C pendant 60 s, enfin, une étape d'élongation (7 min
ar2°C).

Pour le pyroséquencage, les amplicons, issus des deux PCR, ont été purifiés en utilisant
des billes Agencourt AMPure (Beckman Coulter Genomics) et quantifiés avec un Kit
fluorescent a base de teinture (Quant-iT PicoGreen, Invitrogen). Les amplicons ont été
séquencés du coté inverse. Les amplicons ont été séquencés sur un instrument GS FLX

Titanium en utilisant la nouvelle technologie "454 Life sciences de Roche™.
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3.3. Traitement et analyse des données
Avant d’étre analysées, les séquences ont été soumises a cinq étapes de traitement :

- Etape 1 : Les séquences ont été soumises & deux étapes successives de filtrage : (i) par les
filtres des logiciels Roche (filtres lors du traitement du signal), (ii) par les filtres implémentés
dans les outils de la base RDP (pas de nucléotides qui different dans les amorces, pas de
nucléotides indéterminés dans les séquences, taille minimale de la séquence de 150
nucléotides, score Q de qualité supérieur ou égal a 20 (Cole et al., 2008).
- Etape 2 : Les séquences ont été triées en fonction des échantillons gréice a la reconnaissance
des marqueurs de multiplexage (Outils de RDP, Cole et al., 2008).
- Etape 3 : Les séquences d'amorces spécifiques ont été taillées et des séquences < 200 pb ont
été écartés de I'ensemble de données.
- Etape 4 : Les séquences chiméres et les alignements aberrants ont été identifiées et écartées
de I’ensemble de données (Edgar et al., 2011).
- Etape 5 : Les séquences restantes ont été alignées a l'alignement de référence Greengenes
16S (DeSantis et al., 2006) en utilisant le logiciel mothur (Schloss et al., 2009).

Les mesures de la diversité (I’estimateur de la richesse "Chaol", I’inverse de
"Simpson" et I’indice de diversité "Shannon™) ont été calculées en utilisant le logiciel mothur
(en regroupant les séquences alignées en OTUs a des distances différentes (pourcentage de

similitude).

En outre, les courbes de raréfaction ont été calculées pour chaque échantillon en
utilisant les distances des OTUs: 0,03, 0,05 et 0,1. La classification taxonomique pour
chaque lecture a été effectuée a l'aide du logiciel mothur basé sur la méthode bayésienne
(Wang et al., 2007). Comme base de données de référence de la taxonomie de réference,
greengenes a été utilisée (mise a jour Octobre 2011). Des valeurs inférieures a un seuil de

bootstrap de 70% ont été marquées comme non classes.
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Partie 1 : Le MALDI-TOF MS fournie un outil utile pour
Cidentification rapide des bactéries telluriques

L’identification bactérienne est essentielle pour confirmer 1’espéce et orienter sa
classification. En effet, les laboratoires de microbiologie de sol se font sentir le besoin de
techniques d’identification de plus en plus courtes par rapport au temps et surtout fiables pour
la confirmation de 1’espéce. C’est ainsi qu’une gamme de techniques phénotypiques et
moléculaires sont utilisées pour cet objectif qu’est I’identification des espéces bactériennes

(Sintchenko et al., 2007).

Le sol se voit profiter des nouvelles technologies moléculaires pour l'identification
précise et rapide des bactéries dont le MALDI-TOF MS, introduit récemment dans la
taxonomie bactérienne (Fenselau et Demirev, 2001 ; Lay et Liyanage, 2006 ; Van Baar,
2000) et appliquée avec succés a un bon nombre de taxons (Barbuddhe et al., 2008 ;
Fagerquist et al., 2007 ; Grosse-Herrenthey et al., 2008 ; Moura et al., 2008 ; Vanlaere et al.,
2006 ; Vargha et al., 2006).

1. Caractérisation des isolats bactériens

Neuf isolats bactériens, désignées par une codification allant de S1 a S9 ont été identifiés

présomptivement (au rang taxonomique du genre) selon la démarche expérimentale suivante :
1.1. Approche phénotypique

L’identification phénotypique des bactéries repose dans un premier temps sur des tests
d’orientation simples comme 1’aspect des colonies (tableau 4) qui permet d’adapter dans un
second temps le choix des tests phénotypiques a réaliser. C’est en confrontant ces premiers
résultats morphologiques aux principaux caracteéres physiologiques, ainsi qu’aux caracteres
biochimiques que nous avons obtenu une premiére identification appréciable mais non
définitive (tableau 5).
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Tableau 4: Aspect macroscopique des colonies bactériennes isolées sur gélose au sang. (Les
photos sont réalisées au laboratoire de cultures spéciales a la faculté de médecine de
Marseille).

Isolats Aspect macroscopique des colonies Description

Les colonies sont lisses,
brillantes, de structure homogene
(type " smooth " ou S). Cet
S1 aspect peut évoluer apres cultures
successives pour donner des

colonies a surface seche rugueuse

(type " rough " ou R).

Les colonies sont petites, rondes

52 et lisses.

Les colonies sont rondes, lisses,
S3 blanches, opaques et atteignant 2

a 3 mm de diameétre.

Les colonies sont grandes et leur
couleur varie du gris terne a
brun muqueux, caractérisées par
S4
une odeur forte et une apparence

trés humide au grain non

colonisé.
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S5

Les colonies sont de couleur
blanche. Elles ont une surface

brillante et un contour irrégulier.

S6

Les colonies sont de gris terne
au marron, caractérisées par un
aspect visqueux et une odeur
moyennement a fortement

déplaisante.

S7

Les colonies sont lisses et

brillantes.

S8

SN
AL

Les colonies sont rondes a
contour régulier, plates et

visqueuses.

S9

Les colonies sont lisses,
brillantes et possédent une
structure homogeéne (type

"smooth" ou S).
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Tableau 5: Résultats de I’identification présomptive des isolats bactériens.

Tests
Morphologiques | Physiologiques Biochimiques
2 @ A
= c 2 2l a ° Identification des
o < ) ) o | =] O A = = = = [O[Fy A H
2 s < g x| % %“’C"&QSU:EL‘LBUE isolats
3 s % ol O |4 § SIT|O 5 £l O |z|> o 3 <
G| =
(%2}
S1 - + + - + |+ + - + + -| + [ -]+ +| -| +| Enterobacter spp.
S2 - + + - + |+ | H |- -] - + | -]+ -|-]|-]| Pantoea spp.
S3 + - - - + |- -| +| +| +| - | +| +| +| +| +| Staphylococcus spp.
S4 + + + + | 4| -| -| -| +| +| +| +/- ]| -| +| +| +| +| Bacillus spp.
S5 + + + + + A - - -+ -+ - | ] -]+ |+ Lysinibacillus spp.
S6 - + - + + |4 4 -] - - -]+ - - +| Pseudomonas spp.
S7 - + + - + | 4| 4| 4 -| + -|-| + | -| +| +| +| -| Enterobacter spp.
S8 i, + + + P I 0 T Y 0 R O I (Y I Stenotrophomonas
- spp.
S9 - + + - + | 4| 4| 4| -| +| -|-| + | -| +| +| -| +| Enterobacter spp.

(+): Isolats positifs; (-): Isolats négatifs ; (+/-) : Réaction variable selon les souches.

(a): mobilité; (b): Ortho-Nitrophényl-B-galactoside; (c): Oxidase; (d): Catalase; (e): Lactose; (f): Production

d’indole; (g): Citrate; (h): Rouge de méthyle; (i): Voges-Proskauer; (j): Ornithine décarboxylase; (k): Lysine

décarboxylase; (I): Hormone anti-diurétique.

Cette méthode classique est encore admise comme étape primordiale pour

I’identification présomptive des isolats bactériens (Carroll et Weinstein, 2007).

Comme le montre le tableau 2, tous les neuf isolats bactériens (100%) sont identifiés au

niveau du genre seulement, ce qui n'est pas suffisant pour avoir une identification compléte et

précise. Malgré que cette méthode représente une des plus anciennes méthodes utilisées pour

I’identification bactérienne tellurique (Dauga et al., 2005) mais elle a montré plusieurs limites

dont les principaux sont :

La difficulté a déloger les bactéries a partir de particules de sol (Tabacchioni et al.,
2000),

La sélection d'un milieu de croissance approprie,

Le respect de conditions de croissance spécifiques (température, pH, lumiére),

Le potentiel d'inhibition de la propagation de colonies autres que celles d'intérét et
surtout I'incapacité de cultiver un grand nombre d'especes bactériennes en utilisant les
techniques disponibles a I'heure actuelle (Trevors, 1998) ce qui conduit a la
description d’une tres faible partie de la diversité bactérienne existante et a la sous-

estimation méme de la richesse du monde bactérien qui nous entoure.
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Cependant, les tests morphologiques, physiologiques et biochimiques ne doivent pas
étre sous-évalués; ils ont encore un réle irremplacable dans I'obtention et la caractérisation de
nouvelles souches. Leurs avantages importants comprennent le faible co(t et la performance
facile. Par conséquent, nous avons utilisé des méthodes moléculaires (comme décrit ci-

dessous) pour compléter I’identification des isolats bactériens (au niveau de I’espece).

1.2. Approche moléculaire
1.2.1. Identification protéomique (MALDI-TOF MS)

Les neuf isolats bactériens (S1 a S9) ont été soumis a une analyse de cellule entiere de
type MALDI-TOF MS. Cette méthode discrimine les bactéries sur la base du criblage de pics
caractéristiques observés en tant que biomarqueurs pour lidentification des bactéries
(Hollande et al., 1996). Cette stratégie est améliorée par I'utilisation de plusieurs souches de
référence pour chacune des especes, qui doivent étre incluses dans la base de données
(Williams et al., 2003 ; Chen, 2008).

Dans notre cas, le traitement de données a été réalisé par le logiciel MALDI BioTyper ™
2.0 (Bruker Daltonics) qui peut utiliser différentes banques de données pour produire, a partir
des spectres, des listes de pics ou des références de spectres. L'identification des spectres
inconnus des isolats bactériens a été réalisée a l'aide d'un algorithme de reconnaissance qui
considere les positions de la totalité des pics dont I’intensité est comprise dans une échelle de
1 a 1000 (Bright et al., 2002 ; Sauer, 2008 ; Freiwald et Sauer, 2009). Le logiciel génere
automatiqguement les listes de pics a partir de tous les spectres et extrait les pics typiques qui

sont présents dans les spectres répertoriés pour une espéece donnée.

Les figures 18 a 26 représentent les spectres de masse recueillis des neuf isolats bactériens,

réalisé par le logiciel MALDI Biotyper de Bruker.
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Figure 18 : Spectre de masse de I’isolat S1.
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Figure 19 : Spectre de masse de I’isolat S2.
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Figure 20 : Spectre de masse de I’isolat S3.
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Figure 21 : Spectre de masse de I’isolat S4.
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Figure 22 : Spectre de masse de I’isolat S5.
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Figure 23 : Spectre de masse de I’isolat S6.
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Figure 25 : Spectre de masse de I’isolat S8.
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Figure 26 : Spectre de masse de I’isolat S9.

Un "matching score" ou score d’appariement et de fiabilité¢ d’identification, basé sur les

masses identifiées et la corrélation de leurs intensités, est généré et utilisé pour classer les

résultats. Un score supérieur a 2,000 (ou compris entre 2,000 et 3,000) indique une bonne

fiabilité et une forte probabilité de d’identification 1’espéce (tableau 6). Le rang du genre, a ce

score étant totalement sécurisé (Gidenn S, 2011 ; Blondiaux, 2013).

Tableau 6: Identification des isolats bactériens par MALDI-TOF MS.

Isolats | Identification selon MALDI Biotyper Scores
S1 Enterobacter hormaechei 2,340
S2 Pantoea vagans 2,240
S3 Staphylococcus caprae 2,160
S4 Bacillus cereus 2,120
S5 Lysinibacillus fusiformis 2,115
S6 Pseudomonas putida 2,380
S7 Enterobacter aerogenes 2,300
S8 Stenotrophomonas rhizophila 2,202
S9 Enterobacter cloacae 2,320
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Les spectres et les scores recueillis nous ont permis de construire un dendrogramme

présenté dans la figure 27.

MSP Dendrogram

[ Enterobacter hormaecher (S1)

Enterobacter aerogenes (S7)

Enterobacter cloacae (89)

Pantoea vagans (S2)

Froteohactferia

Pseudomonas putida (56)

Stenotrophomonas rhizophila (58)

Lysinibacillus fusiformis (S3)

Staphvilococcus caprae (83)

Filrmicutes

Bacillus cereus (54)
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Distance Level

Figure 27 : Dendrogramme des neuf isolats bactériens réalisé par le logiciel MALDI
BioTyper '™ 2.0 (Bruker Daltonics).

Selon les données relevées sur le tableau 6 et sur la figure 27, nous déduisons trois points

essentiels :

— Les neuf isolats bactériens ont été identifiés au rang de 1’espece grace au MALDI-
TOF (car score > 2,000). L’on peut conclure a ce stade que la spectrométrie de masse
de type MALDI-TOF est bien établie comme étant une méthode précise et rentable
pour l'identification des espéces bactériennes.

— Deux phyla ressortent de cette identification :

— Proteobacteria représenté par les isolats S1, S2, S6, S7, S8 et S9
— Firmicutes représenté par S3, S4 et S5.

— Chaque espéce appartient au méme genre préalablement identifié par la méthode
phénotypique ce qui implique ’existence d’une parfaite concordance entre les deux
techniques. Cette concordance a été¢ également observée chez d’autres auteurs ou ils
mettent en évidence les performances du MALDI-TOF comparés a certains systemes

d’identifications de référence. Blondiaux et al. (2013) retrouvent 264 isolats sur un

63



Résultats et discussion

total de 362 (73%) en parfaite concordance entre la technologie MALDI-TOF et le
systeme vitek 2. Dauxalder et al (2011), montrent une identification cohérente avec
I’identification biochimique dans 94,4% (soit 305 isolats sur 323). Ils ajoutent que,
seulement "quatre souches se révélérent impossibles a identifier par le MALDI-TOF

et 14 présenterent des identifications discordantes".

En fait, depuis sa commercialisation au milieu des années 2000, le MALDI-TOF MS a fait
couler beaucoup d’encre. Des études, comme celles de Bizzini et Greub (2010), ont démontré
que les performances d’identification des bactéries par cette nouvelle technologie ont pu
atteindre des pourcentages élevés variant de 88,8 a 98,2 % et de 756 a 97,7 %
d’identification correcte a I’espéce pour les bactéries Gram-négatif et Gram-positif
respectivement ; ce qui rassure sur I’utilisation du MALDI-TOF MS. De plus, cette technique
a été utilisée dans des études spécifiques qui ont essentiellement évalué sa capacité a

identifier les différentes especes bactériennes chez les bacilles a Gram négatif tels que :

— Pantoea vagans et d'autres membres de la famille des entérobactéries (Conway et al.,
2001 ; Camara et Hays, 2007 ; Rezzonico et al., 2010),

— des bacilles a Gram négatif tels que Pseudomonas putida (Degand et al., 2008),

— des cocci a Gram positif, tels que Staphylococcus aureus (Edwards-Jones et al., 2000
; Kumar et al., 2004),

— certains bacilles a Gram positif tels que Bacillus cereus (Ryzhov et al., 2000 ;
Demirev et al., 2001 ; Barbuddhe et al., 2008).

Ajoutons, enfin, que nombreuses études ont comparé la technique spectrométrique aux
techniques utilisées traditionnellement dans les laboratoires de microbiologie, en particulier
du sol. Toutes concluent que le MALDI-TOF MS surpasse les techniques conventionnelles
tant dans la qualit¢ de I’identification des bactéries, qu’elles soient courantes ou moins
fréquentes, que dans le taux de mauvaise identification observé, généralement négligeable
pour le MALDI-TOF MS (Martiny et al., 2010 ; Cherkaoui et al., 2011). Les résultats
d’identification obtenus par le MALDI-TOF MS (95 % - 97,4 % d’identifications correctes)
sont comparables, voire meilleurs, & ceux des méthodes phénotypiques (75,2 % - 92,6 %)
(Basile et al., 1998 ; Demirev et al., 1999) malgré I’existence de quelques différences entre

les deux techniques citées par Wieser et al. (2012).
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Pour s’assurer de la fiabilité¢ d'identification de nos isolats bactériens par MALDI-TOF
MS, nous avons utilisé une méthode alternative basée sur le séquengage du gene qui code

I'ARNr 16S (abusivement appelé ADNr 16S). Parmi les raisons du choix de cette derniére :

— Technique la plus utilisée pour l'identification bactérienne tellurique (Ward et al.,
1992 ; Chanama, 1999),

— Structure génique trés conservée et longueur pouvant atteindre 1500 pb, ’ARNr 16S
étant considéré comme étant le gene le plus apprécié pour l'identification des bactéries
au niveau de 1’espéce (Song et al., 2003 ; Janda et Abbott, 2007),

— Les banques de données du géne 16S sont aujourd’hui trés développées et trés riches
en séquences : jusqu’a 200 000 séquences sur la base de données EMBL (Barghoutti,
2011 ; Mizrahi-Man et al., 2013).

1.2.2. Identification génotypique (amplification et séquencage de ’ADNr 16S)

Dans un premier temps, le géne de ’ARNr 16S des neuf isolats bactériens a été amplifié par
PCR. Les résultats de chaque amplification ont été observés par électrophorése sur gel

d’agarose a 1,5 % (figure 28).

M S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

1500 pb

Figure 28 : Produits d’amplification PCR du gene d’ARNTr 16S des neuf isolats bactériens,
sur gel d’agarose a 1,5 %. M) marqueur moléculaire 1 kpb.
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Une bande d’amplification unique a 1500 pb a été obtenue pour tous les isolats. Cette
taille correspond bien a celle de I’ADNr 16S des bactéries, mise en évidence par Weisburg et
al. (1991).

Les résultats du séquencage des neuf isolats peuvent étre consultés en annexe B. Nous
avons traité les séquences d’ADNr 16S au moyen d’outils bioinformatiques tels que Blastn
qui nous a permis de comparer nos séquences a I’ensemble des séquences existantes sur
GenBank. Une bonne identification est conséquente d’un pourcentage d’identité supérieur ou
égal a 97 % entre notre souche et celle de la GenBank (Stackebrandt et Goebel, 1994 ;
tableau 7).

Tableau 7 : Confrontation et correspondance biomoléculaire avec GenBank.

Isolats Souches proposées par GenBank score E-value identité
S1 Enterobacter hormaechei strain LRC5 2741 0.0 99 %
S2 | Pantoea vagans C9-1 2734 0.0 99 %
S3 | Staphylococcus caprae strain 11G 2771 0.0 99 %
S4 Bacillus cereus strain YR2-1 2804 0.0 100 %
S5 | Bacillus fusiformis isolate LLP ~ 2789 0.0 99 %
S6 Pseudomonas putida W619 2760 0.0 99 %
S7 | Enterobacter aerogenes strain CTSP48 2772 0.0 100 %
S8 | Stenotrophomonas rhizophila 2793 0.0 100 %
S9 Enterobacter cloacae strain SB 3013 2745 0.0 99 %

* . Cette souche est transférée du genre bacillus au genre Lysinibacillus (Ahmed et al., 2007).

GenBank, via le programme Blastn, réalise un alignement (concordance de
I’enchainement des nucléotides entre les s€quences de GenBank et celle proposée dans notre
¢tude) et propose une séquence qui présente les meilleurs bits score et pourcentage d’identité

avec la notre.

Les valeurs du bit score mesurent 1’identité entre les deux séquences : celle de GenBank et
la notre. Si la valeur de % identité, renvoyée par le programme Blastn, est supérieure ou égale
a 97%, cela indique que notre souche est identique a celle de GenBank et nous pouvons alors

proposer a notre souche le nom systématique proposé pour celle de GenBank.

Les valeurs de E-value (ou Expect value) par contre, indiquent la probabilité de tomber sur

une séquence autre que celle proposée par GenBank. Biologiquement, les bits scores
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significatifs doivent avoir des E-values trés inférieures a 1,0 ; voire nulles. Le calcul de cette
valeur est fonction de trois parametres :
— le bit score (S) : les grandes valeurs de S correspondent a de tres petites E-values,
— la longueur de la séquence a comparer avec GenBank : les valeurs de E-value
peuvent augmenter dans le cas des longues séquences
— la taille de la base de données GenBank : plus la taille de la banque (nombre de

nucléotides) est importante, plus la valeur de E risque d’étre élevée.

Les 9 souches alignées ont été identifiées comme suit :

S1 correspond a Enterobacter hormaechei strain LRC5 ,
S2 a Pantoea vagans C9-1,

S3 a Staphylococcus caprae strain 11G,

S4 a Staphylococcus caprae strain 11G,

S5 a Lysinibacillus fusiformis isolate LLP,

S6 a Pseudomonas putida W619,

S7 a Enterobacter aerogenes strain CTSP48,

S8 a Stenotrophomonas rhizophila

© o N o g Bk~ w D P-

S9 a Enterobacter cloacae strain SB 3013.

Par conséquent, les mémes especes identifiées par la technique spectrométrigue MALDI-

TOF sont proposées par la méthode de séquencage ADNTr 16s.

Les liens phylogénétiques, sous forme d’un arbre phylogénétique, entre les neuf séquences

ADNr 16S sont mis en évidence au moyen du logiciel MEGA 6.0 (figure 29).
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&9 Enterobacter hormaechel (HG421009)

* | Enterobacteraerozenes (HG421015)

Enterobacter cloacae (HG421017)
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Figure 29 : Arbre phylogénétique construit avec la méthode Neighbor-joining montrant les
liens phylogénétiques entre 9 séquences basées sur les génes d’ARNr 16S des isolats
bactériens. Les nombres figurant au niveau des nceuds indiquent les taux de Bootstrap (1000
réplicats), la barre 0.02 indique le nombre de substitution par position de nucléotide. Les
numéros d’accession sont indiqués entre parenthése.

Nous constatons que 1’arbre phylogénétique a regroupé les especes bactériennes dans deux
clades correspondant aux deux phyla Proteobacteria et Firmicutes. La topologie de cet arbre
est identique a celle de la figure 10, réalisée par le logiciel MALDI BioTyper ™ 2.0 (Bruker

Daltonics).

Par conséquent, nos résultats génotypiques sont en accord avec les résultats protéomiques.
Le MALDI-TOF MS pourrait donc étre une alternative intéressante aux techniques
moléculaires basées sur le séquencage de I’ADNr 16S, généralement colteuses. Ces constats
sont en accord avec d’autres travaux (van Baar, 2000; Conway et al., 2001; Fenselau et
Demirev, 2001; Lay, 2001; Kumar et al., 2004 ; Hettick et al., 2006 ; Maier et al., 2006 ;
Dubois et al., 2010 ; Bizzini et al., 2011 ; Welker et Moore, 2011). Néanmoins, les résultats
doivent étre abordés avec une certaine prudence. Nous constatons que les bactéries a Gram-
positif (S3, S4 et S5) fournissent moins de biomarqueurs que celles a Gram négatif (S1, S2,

S6, S7, S8 et S9). Ce phénomene a également été décrit par d'autres groupes de recherche.
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Smole et al. (2002) ont suggéré le traitement des échantillons avec le lysozyme pour faire
face a cette limitation. Cependant, Grosse-Herrenthey et al. (2008) utilisent l'acide
trifluoroacétique et l'acétonitrile ; un procédé qui a également été suggéré par Vargha et al.
(2006).

De plus, en raison de sa rapidité, de la préparation facile de I'échantillon et de la taille
réduite de ce dernier (Krishnamurthy et al., 1996 ; Cherkaoui et al., 2010), cette technique
pourrait changer 1’approche des laboratoires de microbiologie de sol et se positionner comme

le test de premiére ligne, pour tous les isolats, a la place des techniques phénotypiques.
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Partie 2 : L approche métagénomique : accés d la diversité bactérienne
tellurique et influence des caractéristiques physicochimiques

Les techniques modernes de séquencage a haut débit couplées a la métagénomique ont
désormais la capacité de caractériser la diversité des communautés bactériennes d'une
maniére sans précédent. Ainsi, l'utilisation de ces technologies comme moyen d'étude des
bactéries telluriques revét un caractére tout a fait novateur a cette thése, permettant ainsi
d'accéder a des connaissances plus approfondies sur ces communautés bactériennes. Mais,
tout d’abord, il faut essayer de comprendre 1’environnement qui les entoure ; & ces fins, des

analyses physicochimiques ont été réalisées.

1. Caractérisation des propriétés physicochimiques des trois types de sol

1.1. Couleur

Selon Webster et Butler (1976), Krishnan et al. (1980) et Stoner et Baumgardner
(1981), la couleur des sols est une caractéristique clé qui a été utilisée de longue date pour
I’identification, la détermination qualitative des caractéristiques des sols et leur classification.
Notre échantillon est caractérisé par une couleur marron foncé (observée a I’ceil nu) ce qui
implique, d’apres Schultze et al. (1993), une teneur élevée en matiére organique, le classant

comme un sol fertile.

1.2. Répartition granulométrique

Selon Soltner (2000), Pansu et Gautheyrou (2003), cette analyse a pour but de définir la
texture du sol. Le pourcentage de ses différents élements constitutifs explique ses propriétés
physiques et mécaniques liées a la teneur en eau et son mouvement, a son comportement vis a
vis de l'air, des racines et des bactéries. Le tableau 8 montre clairement la répartition

granulométrique des trois échantillons de sol.

Tableau 8: La répartition granulométrique des trois échantillons de sol.

Composés minéraux Teneur (%)
Sol forestier Sol du lac Sol cultivé
Argile 25 32 27
Limon fin 30 32 35
Limon grossier 20 15 15
Sable fin 8 6 8
Sable grossier 12 5 10
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Le triangle de texture retenu est celui du GEPPA simplifié par Baize (1988). Il se

présente sous la forme d’un triangle rectangle isocele dont les cOtés représentent les teneurs

en argile (axe vertical), limon (axe horizontal) et sable (axe oblique), chaque axe étant gradué

de 0 a 100%.

Nous devons positionner dans ce triangle trois points correspondant a la répartition

granulométrique des trois sols afin de déduire leurs textures (annexe C). Par conséquent, Le

sol forestier et le sol cultivé possedent une texture LAS (limon argilo-sableux) tandis que le

sol du lac a une texture ALS (argile limono-sableuse).

1.3. Teneur en calcaire (CaCO3)

Le sol forestier posséde 7,98 % du calcaire total, le sol du lac possede 13,30 % et enfin

le sol cultivé possede 9,12 %. En comparant ces valeurs a celles signalées par Baize (1988)

(tableau 9), nous constatons que nos trois sols sont modérément calcaires.

Tableau 9 : Norme d'interprétation du taux du calcaire du sol (Baize, 1988).

Taux du . . . .
) <1% |1a5% 5a25% 25250 % 50 a 80 % >80 %
calcaire total
L Non Peu Modérément | Fortement Trés Excessivement
Appréciation . . . . fortement )
calcaire | calcaire calcaire calcaire calcaire calcaire

1.4. Teneur en matiére organique

Les deux sols (forestier et cultivé) possedent la méme teneur en matiere organique

(3,440 %) tandis que le sol du lac posséde 2,374 % de matiere organique. Selon Baize (1988),

un sol est considéré comme riche en matiére organique si :

matiére organique (%) = 100

argile (%)

=7

Par conséquent, I’application de cette formule nous donne les valeurs suivantes : 13.76

pour le sol forestier ; 12,74 pour le sol cultivé et 7,41 pour le sol du lac. Ce qui impligue que

les trois types de sol sont riches en matiere organique (valeur > 7). Soltner (2000) affirme que

plus le sol est calcaire plus il bloque la matiére organique, ce qui est, exactement le cas de nos

échantillons.
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1.5. pH

Le pH des trois échantillons de sol est de 7,8. Selon Huetz De Lemps (1970), le pH est

un facteur complexe qui représente en fait un véritable bilan de 1’activité chimique du sol. Il

est exprimé par la concentration des ions H3O" dissociés en ions libres dans les solutions

aqueuses du sol.

En fonction de I'échelle d'interprétation du pH signalé par Gagnard et al. (1988)

(tableau 10), les trois sols sont alcalin.

Tableau 10 : Echelle d'interprétation du pH (Gagnard et al., 1988).

pH <55 55a65 | 65a6,8 6,8a7,2 72275 75a85 >8,5
Fortement . , Tres Voisin de Légeérement . Fortement
o . Acide légérement la . alcalin .
Appréciation acide - iy alcalin alcalin
acide neutralité

D’aprés tout ces résultats, nous pouvons déduire que les trois types de sol (forestier,

cultivé et le sol du lac) possédent globalement les mémes caractéristiques physicochimiques.

2. Mesure de la diversité bactérienne tellurique

Il est courant de vouloir estimer la diversité des espéces bactériennes par analyse de leurs

métagénomes par 1’emploi de différentes moléculaires. Ces outils sont basés sur l'analyse de

genes specifiques qui jouent le réle de marqueurs phylogénétiques dont les plus couramment

utilises sont les genes qui codent pour I'ARNr 16S chez les bacteéries.

2.1 Assignation des séquences d’ADNr 16S des bactéries

Nous avons analysé un jeu de séquences issues des données du pyroséquencage 454 de

I'ADNTr 16S bactérien provenant des 3 échantillons de sol (tableau 11).
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Tableau 11 : Les résultats du pyroséquencage 454 d’ ADNr 16S bactérien.

Longueur | Nombre des | Nombre Nombre de Longueur
. Nombre moyenne alignements des séquences utilisées moyenne
Echantillons 4
de sol total de des aberrants séquences pour les ar_1a|yses des
séquences séguences chimeéres taxonomiques séquences
(pb) (pb)
Sol du lac 9327 511 1119 28 8180 246
Sol forestier 9241 510 1100 32 8109 283
Sol cultivé 10227 511 1585 42 8640 286

Le nombre de séquences varie légérement entre les trois échantillons de sol. Cependant,

les répartitions du nombre de séquences en fonction des échantillons présentent des tendances

similaires dont le nombre de séquences obtenues pour le sol cultivé est un peu plus élevé que

pour le sol du lac et le sol forestier (8640 contre 8180 et 8109 séquences). L’identification de

ces séquences révele la présence de : 11 Phyla (figure 30), 20 familles (figure 32 et 33) et 13

genres (figure 34 et 35).
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40,00%
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30,00%
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m Sol du lac
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15,00% -

M Sol forestier

10,00% -

Sol cultivé

5,00% -

0,00% -

Figure 30 : Histogramme montrant les pourcentages des séquences identifiées au niveau du
phylum dans les trois échantillons de sol.
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Le phylum des Proteobacteria ressort nettement et domine les trois échantillons de sol
(47,03% de la totalité des séquences pour le sol forestier, 38,75% pour le sol du lac et 34,10%
pour le sol cultivé). D’autres phyla sont également retrouvés avec des proportions

importantes :

— Acidobacteria (23,14 % sol cultivé, 19,91 % sol du lac et 13,67 % sol forestier)
— Actinobacteria (15,21 % sol du lac, 14,16 % forestier et 11,89 % cultivé).

Enfin, un faible pourcentage des séquences obtenues ne peuvent étre assignées a aucun des
phyla connus aujourd'hui (les phyla non classés représentent 3,46 % de séquences pour le sol
du lac, 2,07 % pour le sol forestier et 3,57 % pour le sol cultivé). La carte phylogénétique

(heatmap) illustre mieux ces pourcentages (figure 14).
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Figure 31: Carte phylogénétique ("heatmap™) des phyla identifiés dans les trois sols.
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Figure 32: Histogramme montrant les pourcentages des séquences
famille dans les trois échantillons de sol.

identifiées au niveau de

Les familles non classées sont les plus dominants dans les trois sols avec un

pourcentage de 47,31 % pour le sol cultive, 44,25 % pour le sol du lac et 38,68 % pour le sol

forestier. Les petits taxons ont également un pourcentage élevé (14,39 % pour le sol forestier,

14,80 % pour le sol du lac et 12,93 % pour le sol cultivé). La famille

des

Sphingomonadaceae est la plus abondante parmi les taxons classés avec 8,63 % pour le sol

forestier, 8,29 % pour le sol du lac et 7,01 % pour le sol cultive.
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Figure 33: Carte phylogénétique ("heatmap") des familles identifiées dans les trois sols.
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Figure 34: Histogramme montrant les pourcentages des séquences identifiées au niveau du
genre dans les trois échantillons de sol.

Les genres non classés sont les plus dominants dans les trois échantillons de sol (67,57
% pour le sol cultivé, 64,98 % pour le sol forestier et 61,01 % pour le sol du lac). Les petits
taxons sont en deuxiéme position de dominance avec des pourcentages élevés (environ 15 %
pour les trois sols). Parmi les genres classés, Kaistobacter et CandidatusSolibacter sont les

plus dominants dans les trois sols.
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Figure 35 : Carte phylogénétique ("heatmap") des genres identifiés dans les trois sols.
2.2. Mesure de la diversité bactérienne

2.2.1. La courbe de raréfaction

Les courbes de raréfaction (Figure 36) montrent une saturation forte de la diversité
bactérienne en termes d’OTU pour les trois types de sol (le nombre d'OTU augmente de 500
unités quand le nombre de séquences passent de 4000 a environ 8000), ce qui signifie que
I’effort de séquencage appliqué est suffisant pour envisager la diversit¢ des communautés

bactériennes globale présente dans les différents échantillons analysés.
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Figure 36: Courbes de raréfaction (nombre d’OTU identifiées par rapport au nombre de
séquences analysées) pour les trois échantillons de sol.

L’histogramme ci-dessous (figure 37) montre que le nombre des OTUs est le méme pour les
trois échantillons de sol (environ 1500 OTU par échantillon).

1500.0

1250.0

OTU distance of 0.03
[ OTU distance of 0.05
B OTU distance of 0.10

""" Sol du lac Sol forestier ~ Sol cultivé

Figure 37: Histogramme des nombres des OTUs identifiées dans les trois échantillons de sol.
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2.2.2. Indices de la diversité bactérienne

Ces estimateurs se répartissent en deux catégories : les indices paramétriques (estiment
le nombre des OTUs non identifiées par rapport au nombre total de séquences analysées) et
les indices non paramétriques (estiment le nombre des OTUs identifiées par rapport au
nombre de séquences analysées) (Shannon et Weaver, 1949 ; Chao, 1984 ; Magguran, 1988 ;
Frontier et Pichot-Viale, 1998 ; Curtis et al., 2002 ; Colwell et al., 2004 ; Kemp et Aller,
2003). Par ailleurs, nous avons utilisé les indices non paramétriques car ils sont les mieux

adapté pour traduire le degré de la diversité bactérienne tellurique.

2.2.2.1. Indice de Shannon-Weaver

L’indice de Shannon-Wiener est le plus couramment utilisé et est recommandé par
différents auteurs (Gray et al., 1992). Il permet d’exprimer la diversité en prenant en
compte le nombre d’OTUs et I’abondance des individus au sein de chacune de ces
especes. Ainsi, une communauté dominée par une seule OTU aura un coefficient moindre
qu’une communauté dont toutes les OTUs sont codominantes. La valeur de ’indice varie de
0 (une seule OTU, ou bien une OTU dominant trés largement toutes les autres) a log S
(lorsque toutes les OTUs ont méme abondance). Les valeurs de I’indice de Shannon-Wiener

sont représentées dans la figure 38.

OTU distance of 0.03
I OTU distance of 0.05
B OTU distance of 0.10

0.0 Sol du lac Sol forestier Sol cultivé

Figure 38: Histogramme représentant les valeurs de I’indice de diversité ™ Shannon-
Wiener "
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La valeur de I’indice de Shannon-Wiener (environ 6) est la méme pour les trois
échantillons de sol ce qui exprime une méme abondance de toutes les OTUs identifiées

précédemment.

2.2.2.2. Inverse de I’indice de Simpson

Cet indice a été proposé par Simpson en 1949. Il mesure la probabilité que deux
individus sélectionnés au hasard appartiennent a la méme espéce. L’indice est inversement
proportionnel a la diversité. De ce fait, une autre formulation a été proposée afin d’établir un
indice directement représentatif de 1’hétérogénéité en retranchant I’indice de Simpson a sa
valeur maximale : 1 (Piélou, 1969 ; Pearson et Rosenberg, 1978). Cet indice varie donc de 0
(diversité minimum) a 1 (diversité maximum). La figure 39 représente les valeurs de cet

indice pour les trois échantillons de sol.

07
06

OTU distance of 0.03

I 07U distance of 0.05

2 07U distance of 0.10

0.0 Sol du lac Sol forestier Sol cultive

Figure 39: Histogramme représentant les valeurs de " I’inverse de I’indice de diversité de
Simpson ".

Les valeurs des trois sols sont presque les mémes et elles sont proches de " 1" ce qui
traduit D’existence d’une forte hétérogénéit¢ de la population bactérienne dans ces

écosystemes.
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2.2.2.3. Indice Chaol

Il permet d’estimer la richesse spécifique de la communauté bactérienne dans un
échantillon donné (Chao, 1984). Toutes les valeurs de I’indice Chaol sont représentées par

I’histogramme ci-dessous (figure 40).
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Figure 40: Histogramme représentant I’indice de la richesse spécifique " Chaol "

D’apres ces résultats, nous constatons que les trois échantillons de sol possedent la

méme richesse spécifique.
3. Effet des caracteristiques physicochimiques sur la diversité bactérienne

La richesse des sols leur conférent une variabilité bactérienne taxonomique importante.
Notre analyse a 1’échelle métagénomique a permis d’estimer la nature et le nombre des
communautés bactériennes relatives aux trois types de sols. Cette diversité est expliquée en
termes d’abondance des différents OTU identifiées aux différents étages taxonomiques. En
effet, a partir de 28795 sequences geniques initiales 24929 (soit 86,57%) ont été triées pour
I’analyse métagénomique (pyroséquencgage 454 d’ADNr 16S).

Les résultats métagénomiques ont révélé 1’existence de 10 phyla en plus du candidat TM7
(figure 30), 20 familles (figure 32) et 13 genres (figure 34). Cette diversite est reliée, entre
autre, a la somme des facteurs physicocimiques des sols comme indiquée dans les travaux de
Lauber et al. (2009) et de Jacquiod (2012).
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La diversité bactérienne ainsi que le comportement physiologique sont fonction du pH
comme cela a été noté par Lauber et al. (2009) ou ils ajoutent que cette corrélation (r= 0,79)
est due a la disponibilité des nutriments, I’humidité et la salinité. Les bactéries préferent les
sols neutres ou légérement alcalins (Davet, 1996); ce qui est le cas de nos trois sols qui sont
classés alcalins. Les pH alcalins mesurés dans les différents sols de notre étude laisseraient
supposer que ces valeurs alcalines n’altérent pas directement la structure de la communauté
bactérienne, voire microbienne. Ces valeurs basiques pourraient jouer le role de variable
d’état qui fournit un indice d’intégration des conditions des sols car les valeurs de pH des sols
sont directement ou indirectement liées a différents facteurs tels que la solubilité des ions
cationiques, la salinité et la disponibilité des nutriments, comme cela a été indiqué dans les
travaux de lauber et al. (2009). Il reste que la seule détermination des changements dans le
pH du sol ne peut conduire aux tendances observées dans nos résultats. Il faut envisager la
totalité des facteurs physicochimiques pour prétendre a une explication rationnelle de leurs
effets (positifs ou négatifs) vis-a-vis de la variabilité spécifique bactérienne. Dans ce sens,
Fortin (1972) a noté une étroite relation entre 1’abondance des microorganismes et la nature
basique du sol dans le Québec, ainsi que la composition de la végétation. Bedel et al. (2004),
quant a eux, ont analysé les aspects granulométrique, microbiologique et physicochimique
d’un sol d’un bassin d’infiltration et ont observé une différence entre les échantillons de
surface (0 a Scm) et ceux de 1’horizon situe entre 5 et 20cm, surtout du point de vue matiere

organique et microorganismes.

La teneur en matiere organique contribue, elle aussi, énormément dans la distribution des
bactéries au sein du sol. Lauber et al. (2009) ont isolé des Acidobacteria, Actinobacteria et
Bacteroidetes, comme dans le cas de notre étude. lls ont, de plus, noté une prédominance des
Firmicutes et Bacteroides et ont associé ces observations a la teneur en matiere organique et

aux ions métalliques.

L’outil de la métagénomique s’aveére primordial dans la détermination de la nature des
communautés bactériennes surtout celles qualifiées de non cultivables. Delmont (2011) et
Shames (2012) ont noté la fiabilit¢ de la métagénomique pour I’étude de D’effet de

I’environnement sur les structures génétiques des bactéries.
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Ce travail de thése devait, par ses objectifs, évaluer I’apport de techniques
biomoléculaires que sont le MALDI TOF MS et la métagénomique dans I’étude de la

biodiversité bactérienne tellurique.

Ainsi, la premiére partie de ce travail a concerné I’applicabilité du MALDI-TOF MS
dans la caractérisation des communautés bactériennes présentes dans I’échantillon de sol
collecté au niveau de la forét "EI Meridj". Tous les isolats bactériens ont été correctement
identifiés au niveau de I’espéce par cette technique spectrométrique. La combinaison
d’approches phénotypiques et moléculaires (MALDI-TOF MS et 16S) a permis de mettre en
évidence la présence de communautés bactériennes diversifiées (obtention de neuf espéces
bactériennes différentes). La concordance entre ces deux approches confirme la fiabilité de
I’identification par MALDI-TOF MS. A travers I’analyse de nos résultats, nous avons
constaté que la technique protéomique constitue un outil majeur dans la routine de
microbiologie du sol pour deux raisons : d’une part il est maintenant possible de travailler
directement sur des bactéries cultivables intactes (sans traitement préalable) et d’autre part,
les bases de données permettant de comparer les spectres de masses sont disponibles. Cette
méthode, peu codteuse, permet en quelques minutes, d’obtenir une identification précise et

fiable et au final d’optimiser la prise en charge des échantillons.

La seconde partie s’est orientée vers la mesure de la diversité bactérienne dans trois
échantillons de sol provenant de la région d’EL- Meridj. Pour atteindre cet objectif, nous
avons appliqué la nouvelle technologie de séquencage 454. Cette derniere a permis de révéler
la présence de 11 phyla, 20 familles et 13 genres qui sont fortement hétérogéenes. De plus,
tous les OTUs sont également réparties (méme abondance) sur les trois sols. En outre,
I’indice de la richesse spécifique "Chaol" a montré que la région d’El-Meridj est
extrémement riche en bactéries dont Proteobacteria représente le phylum le plus abondant.
Ceci peut étre expliqué par I’influence des facteurs abiotiques des sols (notamment, le pH

alcalin et la teneur élevée en matiére organique).

Ces techniques, certes, apportent une précision supplémentaire dans 1’identification
bactérienne ; mais ne peuvent étre catégoriques et formelles a notre avis du fait que les bases
de données associées au MALDI ou au 16S (GenBank et autres) ne sont pas totalement
fiables voire complétes. Elles sont "personnalisées™ au niveau des laboratoires. Leur contenu
n’est donc pas uniforme d’un laboratoire a un autre. Les bases de données associées a la

technique 16S sont principalement Genbank et EMBL. Leur contenu est certes identique car
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appartiennent a International Nucleotide Sequence Database Collaboration mais abritent
énormément de redondances et de séquences incontrolées au moment de la soumission des
séquences par les auteurs chercheurs. La comparaison d’une séquence contre ces banques

(BLAST) peut biaiser le résultat de comparaison.

Cependant, plusieurs études complémentaires pourraient étre envisagées afin de mieux
gérer la difficulté de I’identification bactérienne. Il serait nécessaire d’établir un lien entre la
chimiotaxonomie, la phénotypie classique et les approches moléculaires dont les hybridations
ADN/ADN ou ADN/ARN. En effet, les méthodes utilisées dans cette thése ont permis de
caractériser les communautés bactériennes d’un point de vue phylogénétique, mais apportent
peu de renseignements sur le role de ces microorganismes polymorphes dans 1’écosystéme.
D’autre part, Il serait particulierement intéressant d’élargir les banques métagénomiques afin
de compléter I’identification de nos OTUs a des niveaux taxonomiques plus fins (espéces

et/ou sous especes).
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Annexe A: DNA Extraction Protocol Kit ** PowerSoil-DNA Isolation Kit
(Mobio) *

Items not provided in the extraction Kkit:

DNA decontaminating solution (DNAaway, 10% bleach, etc.)

Large volume 8-channel pipette + tips

100% Molecular grade ethanol

Sterile reagent reservoirs

Water bath set to 65°C

Ice bath

Swing bucket centrifuge capable of 4500 x g

Plate shaker with 4 metal plate adapters. This protocol uses the 96 well plate shaker
(catalog #11996) listed on the MoBio website.

ONoa~wdE

Items included in the extraction kit (for 1-96 well extraction):

(1) Bead plate

(2) Spin plate (filter)

(1) 0.5ml collection

(4) 1.0ml collection plates
(2) 2.0ml collection plates
(1) Microplate (DNA elution)
Sealing Tape

Centrifuge Tape

Elution Sealing Mat

CoNoR~LNE

10. Labeled solutions
Before you start:

1. Clean all surfaces and pipettors to remove DNA
2. Label Plates

Plate #1 — 1ml collection plate
Plate #2 — 1ml collection plate
Plate #3 — 1ml collection plate
Plate #4 — 1ml collection plate
Plate #5 — 2ml collection plate
Plate #6 — 2ml collection plate
UV Sterilize and Label reservoirs
Bead solution — 750ul/well
C1 — 60ul/well

C2 — 250ul/well

C3 —200ul/well

C4 — 650ul/well

C5 —500ul/well

C6 — 100ul/well

NookrwbdPE

Noook~owhE

Please wear gloves at all times.



Annexe A (suite):

1. BEFORE THE FIRST USE ONLY, Solution C5-D must be prepared. Add an equal
amount of 100% Ethanol to Solution C5-D (for the 4 prep kit = 120 ml, or for the 12
prep kit = 360 ml). Mix well. Put a check mark in the “ethanol added” box on the bottle
cap label.

2. Centrifuge Bead Plate for 1 min at 2500 x g to pellet the beads. Remove the Square Well
Mat from the PowerSoil®-htp Bead Plate and set aside. Add 0.1 to 0.25 grams of soil sample
or sample swab.

Note: This is an appropriate stopping point and you can store the PowerSoil®-htp Bead Plate
at 4°C covered with the Square Well Mat. This is the most time consuming step of the
protocol. Care must be taken to avoid cross contamination between sample wells.

3. Add 750 pl of PowerSoil®-htp Bead Solution to the wells of the PowerSoil®-htp Bead
Plate.

4. Check Solution C1. If Solution C1 has precipitated, heat solution at 60°C until the
precipitate has dissolved.

Note: Solution C1 contains SDS. If it gets cold, it will precipitate. Heating at 60°C will
dissolve the SDS. Solution C1 can be used while it is still warm.

5. Add 60 pl of Solution C1. Secure the Square Well Mat (from step 2) tightly to the plate.
Place sealed plates in 65°C water bath for 10 min. DO NOT SUBMERGE THE PLATES.

6. Place PowerSoil®-htp Bead Plate between the aluminum plate adapters and securely fasten
to the 96 Well Plate Shaker.

7. Shake at speed 20 for 20 minutes.

8. Centrifuge at room temperature for 6 minutes at 4500 x g.

a. While centrifuging, aliquot 250 pl of Solution C2 into each well of Plate #1 and cover with
Sealing Tape. The Sealing Tape can be re-used when centrifuging Plate #1 in step 11 if
handled carefully.

9. Remove and discard the Square Well Mat from the Bead Plate.

10. Carefully remove the Sealing Tape from Plate #1 and transfer the supernatant (~ 400-
500ul) from the Bead Plate to Plate #1 and pipette up and down 4 times.

Note: The supernatant may still contain some particles.

11. Re-apply the Sealing Tape to Plate #1. Incubate at 4°C for 10 minutes. Centrifuge Plate
#1 at room temperature for 6 minutes at 4500 x g.



Annexe A (suite):

a. While centrifuging, aliquot 200 pul Solution C3 into each well of Plate #3, then cover with
Sealing Tape. The Sealing Tape can be re-used when centrifuging Plate #3 in step 13 if
handled carefully.

12. After centrifugation, carefully remove and discard Sealing Tape from Plate #1.

13. Avoiding the pellet, transfer the entire volume (~600 ul depending on sample type) of
supernatant in Plate #1 to Plate #2.

14. Apply Sealing Tape to Plate #2 and centrifuge at room temperature for 6 minutes at 4500
X g.
15. Carefully remove Sealing Tape from Plate #2 and Plate #3. Avoiding the pellet, transfer

the entire volume of supernatant (~600 ul) from Plate #2 to Plate #3 and pipette up and down
4 times.

16. Re-apply Sealing Tape to Plate #3. Incubate at 4°C for 10 minutes. Centrifuge at room
temperature for 6 minutes at 4500 x g.

17. Carefully remove and discard Sealing Tape from Plate #3. Avoiding the pellet, transfer
the entire volume of supernatant (~750 pl) to Plate #4.

18. Apply Sealing Tape to Plate #4 and centrifuge at room temperature for 6 minutes at 4500
Xg.

a. While centrifuging, add 650 ul of Solution C4 to Plate #5.

19. Avoiding any residual pellet, transfer up to 650 pl of supernatant in Plate #4 to Plate #5.
20. Add a second 650 pl (1300 ul C4 total) aliquot of Solution C4 to each well of Plate #5.
Note: It is safe to stop the protocol at this step and store the samples covered with Sealing
Tape at 4°C. Make sure to briefly centrifuge the plate to collect any condensate on the plate
seal after overnight storage.

21. Pipet samples “up and down” to mix.

22. Place Spin Plate onto Plate #6.

23. Load approximately 650 ul from Plate #5 into each well of the Spin Plate and apply
Centrifuge Tape.

24. Centrifuge at room temperature for 5 minutes at 4500 x g. Discard the flow through and
place the Spin Plate back on Plate #6. Carefully remove and discard the Centrifuge Tape.

25. Repeat steps 23-24 until all the supernatant has been processed. Discard the final flow
through.
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26. Place the Spin Plate back on Plate #6.

27. Confirm that ethanol has been added to Solution C5-D (see step 1). Add 500 pl of
Solution C5-D to each well of the Spin Plate. Apply Centrifuge Tape to the Spin Plate.

28. Centrifuge at room temperature for 5 minutes at 4500 x g. Discard the flow through and
place the Spin Plate back on Plate #6.

29. Centrifuge again at room temperature for 6 minutes at 4500 x g. Discard the flow
through.

30. Carefully place the Spin Plate onto the Microplate. Remove Centrifuge Tape from the
Spin Plate and discard.

31. Add 100 pl of Solution C6 to the center of each well of the Spin Plate. Apply Centrifuge
Tape. Let C6 sit on the filter for 10 minutes at room temperature before final centrifugation
step.

32. Centrifuge at room temperature for 7 minutes at 4500 x g. Remove Centrifuge Tape and
discard.

33. Cover wells of Microplate with the Elution Sealing Mat provided. DNA is now ready for
any downstream application. No further steps are required.

Prolonged storage at 4°C will result in the evaporation of eluted DNA. We recommend
storing DNA frozen (-20°C or -80°C). Solution C6 does not contain EDTA. To concentrate
the DNA see the Hints and Troubleshooting Guide provided in the MoBio protocol.
Important Considerations

1. Normal diameter 1 ml pipet tips are too large for some of the pitetting steps. To get around
this problem we use a Rainin 300 ul 8-channel with filtered tips (Rainin #SR-L300F) and a
Rainin 1000 ul 8-channel with extended length filtered tips (Rainin #RTS-L1000XF).

2. Make sure that all of the necessary consumables and reagents are in place before you start
the extraction. Remember, each pipetting step will require 1 box of 96 tips per plate.

3. We use individually wrapped reagent reservoirs and expose them to UV light for 30
minutes prior to usage.

4. In Step 7, it is important that the plate not rub against any surfaces in the shaker.

5. Make sure that the alpha-numeric grid is in the same orientation across all the plates. On a
few occasions we have noticed that the sticker is not always in the same position on the plate.



Annexe B : Les séquences d’ADNr 16S des neuf isolats bactériens

>S1
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGG
AAGCAGCTTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGG
GGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCT
CTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCC
TAGCTGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGAACCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTT
GTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATT
CGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG
CGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA
CTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGC
GAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCG
GAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGLCLCLCGTC
ACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGAT
TCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA

>S2
CTATAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGGACGGTAGC
ACAGAGAGCTTGCTCTTGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCCGATAGAGG
GGGATAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
TCTCACTATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCA
TTTGAAACTGGCAGGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGA
GGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGCGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACGCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGT
TGCCAGCGATTCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTC
GCGAGAGCAAGCGGACCTCACAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTG
ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACC
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>S3
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACG
AGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGG
GATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATGTTGAACCGCATGGTTCAACAGTGAAAGACGG
TCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAA
CGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTC
TTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACC
TAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAG
CGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGG
GTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
AAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGTA
GCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTA
CATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTGGAGCTAGCCGTCG
AAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA

>S4
CGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGA
TTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACT
GGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAGCATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC
GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGG
CAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG
GCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGG
TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATC
CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
GAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGC
TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAG
CTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC
TACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCG
CCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT



Annexe B (suite):

>S5
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAAA
AGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCCTATAGTTTGG
GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTCTTTTGCTTCATGGTAAAAGACTGAAAGACGG
TTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCG
ACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGT
TTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTAC
CTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGG
GGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGT
TGCCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGLCC
GAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA

>S6
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGG
GAGCTTGCTCCTTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAA
CGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGLCGCT
ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTG
GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG
AATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCA
CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTA
GTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTT
GACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGC
ACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGG
TGGAGCTAATCTCACAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGAGGACGGTTACCACGGTGTGATTCAT
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT



Annexe B (suite):

>S7
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACTCTGGCGGCAGGCCTCACACATACAAGTCGAGCGGTAGCACAG
AGAGCTTGCTCTCGGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA
TAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAG
CTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATAAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAA
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCG
AAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACT
CTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCC
AGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGA
GAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
ACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTC
ATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC

>S8
TAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACA
GTAAGAGCTTGCTCTTATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACCTTTTCGTG
GGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTTCGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGC
CTTGCGCGGATAGATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATC
CGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGATTAATACTCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAG
AATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGC
AGTGGATACTGGGCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGA
GATCGGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATT
TGGCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTGGTCTTGACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTA
GTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAA
CCCGCGAGGGCAAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGG
TGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA



Annexe B (suite):

>S9
CCGTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAGC
ACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
TCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGCGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGA
GGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGT
TGCCAGCGGCTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTC
GCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGLCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTG
ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTA



Annexe C : Le triangle de texture GEPPA simplifié par Baize (1988)
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Abstract :

The traditional bacterial culture techniques are not sufficient to study the terrestrial
bacterial populations. By against, molecular biology techniques have a power of high
discrimination and they are the current methods for the identification of different bacterial
taxonomic variants, allowing a finer approach in the diversity studies. The full exploration of
bacterial diversity has always been a challenge; this is due to the complexity, to heterogeneity
of the soil matrix and the existence of populations numerically small and rarely detected by
conventional techniques.

In this thesis, we used three molecular techniques (MALDI-TOF MS, the 16S and
metagenomics) to achieve the following objectives: (i) to demonstrate the applicability of the
MALDI-TOF MS in the field of soil microbiology, (ii) measure the bacterial diversity of the
region "EI-Meridj" (city of Constantine, Algeria) through metagenomics and (iii) study the
effect of physicochemical characteristics on this biodiversity. In the first part, we confirmed
the susceptibility of proteomics technology MALDI-TOF MS to identify all our bacterial
isolates (9 strains) in species level with a score greater than 2,000 and in record time
compared to phenotypic techniques and genotypic techniques (amplification and sequencing
of the 16S rDNA). In the second part, the 454 pyrosequencing of metagenomes isolated from
three soil samples (lake soil, forest soil and cultivated soil) reveals the presence of 11 phyla,
20 families and 13 genera. Thus, the calculation of diversity indices (Shannon-Weaver index,
Inverse Simpson index and Chaol index) showed that the soil in the area "El-Meridj"
contains significant heterogeneity of bacterial population and a fair distribution of species
richness which can be correlated to the alkaline pH of this region and the high organic
content.

Our work clearly shows that it is possible to improve access to different telluric
bacterial taxonomic variations by the application of MALDI-TOF MS as routine
identification system to soil microbiology laboratories and metagenomics for diversity
studies.

Keywords: Soil bacteria, MALDI-TOF MS, 16S rDNA, metagenomics, bacterial diversity.
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Résumé :

Les techniques traditionnelles de culture bactérienne ne suffisent pas pour étudier
les populations bactériennes telluriques. Par contre, les techniques moléculaires ont un
pouvoir de discrimination élevé et constituent les méthodes actuelles de I’identification
bactérienne. L’exploration compléte de la diversité bactérienne représente un défi di a
la complexité, & 1’hétérogénéité de la matrice sol et a I’existence de populations
numeériquement faibles et rarement détectées par les techniques conventionnelles.

Dans le cadre de cette thése, nous avons fait appel a trois techniques moléculaires
(le MALDI-TOF MS, Ie 16S et la métagénomique) afin d’atteindre les objectifs suivants :
(i) mettre en évidence I’applicabilit¢ du MALDI-TOF MS dans le domaine de la
microbiologie du sol, (ii) mesurer la diversité bactérienne de la région « EI-Meridj » (ville
de Constantine, Algérie) par I’approche métagénomique et (iii) étudier I’effet des
caractéristiques physicochimiques sur cette biodiversité. Dans la premiére partie, nous
avons pu confirmer la susceptibilité de la technique protéomique MALDI-TOF MS a
identifier tous nos isolats bactériens (9 souches) au niveau de 1’espéce avec un score
supérieur a 2,000 et dans un délai record par rapport aux techniques phénotypiques et
génotypiques (amplification et séquencage de I’ADNr 16S). Dans la deuxiéme partie, le
pyroséquencage 454 des métagénomes issus des trois echantillons de sol (sol du lac, sol
forestier et le sol cultivé) révele la présence de 11 phyla, 20 familles et 13 genres. Le
calcul des indices de diversité (I’indice de Shannon-Weaver, I'inverse de I’indice de
Simpson et I’indice Chaol) a montré que le sol de la région " EI-Meridj " renferme une
forte hétérogenéité de la population bactérienne et une répartition équitable de la richesse
spécifique qui peuvent étre corrélées au pH alcalin de cette région et a la teneur élevé en
matiére organique.

Notre travail montre clairement qu’il est possible d’améliorer [’acces aux
différentes variantes taxonomiques bactériennes telluriques par 1’application du MALDI-
TOF MS comme systéme d’identification de routine aux laboratoires de microbiologie du
sol et la métagénomique pour des études de diversité.

Mots clés : Bactéries telluriques, MALDI-TOF MS, ADNr 16S, metagénomique,
diversité bactérienne.




