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Résumé

L’affaissement et la dégradation des sols organiques, utilisés pour les cultures
maraichéres du Québec, sont actuellement des sujets criants. Ces sols tres fertiles sont
utilisés pour la production d’environ 50 % des légumes au Québec. Cependant, une partie
de cette ressource est perdue, a chaque année, a cause de 1’érosion et de I’activité
microbienne. Plusieurs mesures sont actuellement prises pour réduire ces pertes, telles que
I’utilisation de brise-vent et la réduction des labours, dans le but d’augmenter la durée de
vie de cette ressource. Toutefois, ces méthodes ne sont pas suffisantes et ne considérent
pas les facteurs biotiques derriere la dégradation des sols organiques. La respiration
(oxydation) microbienne représente pourtant plus de 50 % de la perte totale de maticre
organique dans le sol. Comme les nématodes libres sont les prédateurs principaux du
microbiote, leur abondance et leur diversit¢é pourraient influencer les populations
microbiennes, mais les conséquences de cette interaction sur la composition et la diversité
des communautés sont peu connues. Cette étude fait ressortir le role indirect des nématodes
dans la dégradation de la matiére organique via la prédation des bactéries et des
champignons dans le sol et la régulation de ces communautés. Nous avons manipulé les
communautés de nématodes afin d’observer des variations de composition et de diversité
dans la communauté bactérienne, ainsi que dans les processus de dégradation de la matiere
organique. Des variations significatives ont été observées pour la production possible
d’enzymes extracellulaires provenant des bactéries, 1’abondance des bactéries, la
disponibilité de 1’azote dans le sol et le rendement des feuilles de laitues. Ces résultats
permettent de faire ressortir I’importance de la prédation des nématodes et la nécessité
d’accorder a ce groupe une plus grande attention dans la mise en place de systémes de
production végétale. L ajustement des pratiques culturales pourrait aider & maintenir des

réseaux €écologiques plus stables et augmenter la longévité des sols organiques.

Mots clés : Nématodes, bactéries, dégradation, sol organique, minéralisation, prédation



Abstract

The subsidence and degradation of organic soils, used for vegetable crops in
Quebec, is currently a critical issue. These very fertile soils are used for the production of
about 50% of the vegetables in Quebec. However, part of this resource is lost every year
due to erosion and microbial activity. Several measures are currently being taken to reduce
these losses, such as the use of windbreaks and the reduction of plowing, to increase the
life span of this resource. However, these methods are not sufficient and do not consider
the biotic factors behind organic soil degradation. Microbial respiration (oxidation)
accounts for more than 50% of the total loss of organic matter in the soil. Free-living
nematodes are the main predators of the microbiota, their abundance and diversity could
influence microbial populations, but the consequences of this interaction on community
composition and diversity are poorly understood. This study highlights the indirect role of
nematodes in the degradation of organic matter via predation of bacteria and fungi in the
soil and the regulation of these communities. We manipulated nematode communities and
observed variations in composition and diversity in the bacterial community, as well as in
organic matter degradation processes. Specifically, significant variations were obtained for
the possible production of extracellular enzymes from bacteria, bacterial abundance, soil
nitrogen availability, and lettuce leaf yield. These results serve to highlight the importance
of nematode predation and the need for greater attention to this group in the development
of crop production systems. Adjusting cultural practices could help maintain more stable

ecological networks and increase the longevity of organic soils.
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Avant-propos

Les sols organiques utilisés en culture maraichére sont parmi les sols les plus fertiles
et productifs en agriculture. Cependant, il s’agit d’une ressource limitée et la régénérer
pourrait prendre plusieurs milliers d’années. Afin de contrer la perte de mati¢re organique
et prolonger la durée de vie de ces sols, des mesures sont prises pour les composantes
abiotiques responsables du probléme, telles que 1’érosion éolienne et hydrique. Il faut
toutefois considérer les aspects biotiques pour une plus grande durabilité, puisque les
communautés microbiennes sont responsables de plus de 50 % de la dégradation de la
matieére organique dans le sol. L’effet « bottom-up » des micro-organismes sur leurs
prédateurs et des éléments abiotiques sur le microbiote sont bien documentés et considérés
dans la grande majorité des études portant sur la dégradation de la MOS. Toutefois, 1’effet
« top-down » sur les micro-organismes, soit I’impact de la prédation sur ces communautés
et le processus de minéralisation, est négligé dans la littérature actuelle. Les nématodes
sont parmi les prédateurs les plus importants du microbiote dans le sol et leur impact sur

la dégradation des sols organiques par la prédation ne doit pas étre négligé.

Ce mémoire est divisé en 3 chapitres, dont le premier est constitué d’une introduction
générale sur les sols organiques et leur dégradation, le r6le du microbiote dans le processus
de dégradation, les nématodes libres et leurs interactions avec les bactéries et les
champignons et I’impact des pratiques culturales sur les nématodes et la dégradation de la
MOS. Le second chapitre est présenté sous forme d’article scientifique. Il fait état des
résultats expérimentaux obtenus en serre sur la composition, la diversité et la quantification
des nématodes libres, bactéries et champignons, ainsi que de I’abondance relative de
certaines familles bactériennes. Cet article comporte aussi des informations sur la quantité
d’azote utilisable présente pour les plantes et les micro-organismes, sur le rendement des
plants de laitues et la production d’enzymes extracellulaires associée a la dégradation de
la matiere organique. Le dernier chapitre de ce mémoire présente une conclusion générale

sur ce qui a été effectué au cours des deux dernieres années.

En association avec mes directeurs de recherche, M. Pierre-Luc Chagnon et
M. Benjamin Mimee, 1’étude fut réalisée au Centre de recherche et de développement de

Saint-Jean-sur-Richelieu d’ Agriculture et Agroalimentaire Canada dans les laboratoires de
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nématologie et de biologie moléculaire de Benjamin Mimee, par moi-méme, avec 1’aide
de I’équipe de recherche de nématologie et de chimie pour la quantification de I’azote.
Pour ce qui est des analyses des données statistiques, elles ont été effectuées par Benjamin
Mimee, Pierre-Yves Véronneau et moi-méme avec le logiciel R. Le mémoire a été rédigé

par moi-méme et révisé par M. Pierre-Luc Chagnon et M. Benjamin Mimee.
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1 — Introduction générale

1.1. Les sols organiques et la problématique associée

Les sols organiques se sont constitués sur plusieurs milliers d’années par une
accumulation, en grande partie, de débris de végétaux (Farnham & Finney, 1965) et de
composantes animales (Flaig, 1971) partiellement décomposés (Cotrufo et al., 2015) dans
un milieu saturé en eau (Farnham & Finney, 1965; Rydin et al., 2013). 1l s’agit donc d’un
milieu qui a été¢ soumis uniquement a des conditions d’anaérobie et cela implique que le
taux de dégradation est bas (production de composés carbonés inorganiques a partir de
maticre organique) et, par le fait méme, moins élevé que le taux de production de matiere
organique, soit de décomposition. Afin d’effectuer ce processus de respiration anaérobie,
I’¢électron accepteur final peut étre remplacé par divers composés comme les nitrates, le
soufre, les composés carbonés, et bien d’autres (Lecomte ef al., 2018; Keenleyside, 2019).
Les composés pouvant fournir le plus d’énergie sont habituellement utilisés en premier.
Les sols organiques (terres noires) représentent une classe de sol particuli¢re, caractérisée
par une importante quantité de matiére organique (> 30 %) et par une porosité texturale trés

fine (Moussadek et al., 2011; Cotrufo et al., 2013; Lachance et al., 2021).

Les composantes de la mati¢re organique sont tres diversifiées, mais comprennent
principalement du carbone, de I’hydrogeéne, de 1’oxygene, de 1’azote, du soufre et du
phosphore (Gleixner, 2013). Ces trois derniéres composantes sont habituellement les
composés limitants pour I’augmentation de biomasse végétale en agriculture (Kirkby et al.,
2011). Ces milieux propices a la formation de matiére organique, aussi nommeés
nécromasse ou humus lorsque la matieére organique est partiellement décomposée, sont
appelés tourbieres. Afin d’étre considéré comme tel, le tapis de végétaux en décomposition
doit faire au moins 40 cm de profondeur au Canada (Rydin et al., 2013). Ces tourbieres,
qui sont initialement inondées, sont drainées pour les cultures maraichéres (Gratton et al.,
2014) et les conditions d’anoxie du milieu, qui permettaient cette formation d’humus, sont
perdues (Landry & Rochefort, 2011). Une fois I’eau retirée, la matiere organique présente
est utilisée par les agriculteurs et procure une plus grande productivité reliée a la grande
fertilit¢ de ces sols et, par le fait méme, une plus grande disponibilit¢ de minéraux

utilisables dans le processus de croissance des différentes plantes cultivées (Feller, 1995;
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Késtner & Miltner, 2018). Malheureusement, ce drainage active également des processus
de dégradation produits par des facteurs abiotiques et biotiques, tels que 1I’érosion par le
vent et I’eau (Mathur et al. 1991), ainsi que la dégradation par la minéralisation provenant
de l’activité des micro-organismes saprotrophes du sol (Vian, 2009; Kistner & Miltner,
2018), c’est-a-dire qui obtiennent les substances nécessaires a leur survie a partir de la
matiere organique en décomposition. Le processus d’oxydation de la MOS, par les
bactéries et les champignons, qui transforment les composés en gaz ou en composés
solubles, cause une perte de masse non négligeable et un affaissement des sols (Tate, 1980).
De ces faits, la quantité de ressources disponibles est réduite chaque année de quelques
centimetres dépendamment de I’emplacement et des différentes conditions auxquelles le
sol est exposé (Roose et Sarrailh 1989). Au final, cette perte de matiére organique pourrait

mener a de graves conséquences économiques (Graves et al., 2015) en limitant notre

utilisation de cette ressource dans le temps.

é v .
_"r.: Débris de
« 7% _  VEgeétaux

Figure 1. Formation de la matiere organique dans une tourbiere a partir de débris végétaux

et de I’activité anaérobie des micro-organismes dans le milieu.

Les sols organiques du Québec permettent la production de plus de 90 % de
I’ensemble de la laitue produite au Canada (Statistique Canada, 2016). Cette production
représentait a elle seule des retombés économiques de plus de 82,2 millions de dollars au
Canada en 2020. Le Québec est également le deuxieme plus grand producteur de légumes
grace a ces sols fertiles (Statistique Canada, 2022). Depuis plusieurs années, différentes
pratiques pour limiter la dégradation ont été testées, mais aucune ne permet d’équilibrer la
création de matiére organique et la production de carbone inorganique (Cotrufo et al.,
2015). 11 est possible de retrouver dans ces pratiques 1’ajout de matiéres organiques

exogenes (Bingeman et al., 1953) comme les paillis, I’ajout de cuivre afin de réduire
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I’activité microbienne (Mathur & Sanderon, 1980), la gestion de la nappe phréatique afin
de recréer des milieux anaérobiques (Snyder et al., 1978) et la diminution des labours dans
le champ (Morris et al., 2004; Gesch et al., 2007). Malheureusement, aucune de ces
méthodes ou modifications de pratiques ne prend en considération les interactions
trophiques entre les micro-organismes qui sont responsables d’une partie importante de
cette dégradation. Ce processus est directement relié au cycle du carbone, qui est un
¢lément central pouvant permettre de prolonger la durée d’utilisation de nos sols
organiques. Jusqu’a maintenant, la majorité de la littérature est concentrée sur les
influences « bottom-up », soit les aspects abiotiques qui peuvent affecter les communautés
microbiennes dans le sol dans ce cas-ci (Kladivko & Keeney, 1987; Ellert & Bettany, 1992;
Kirschbaum, 1995), plutoét que les effets « top-down» associés a la prédation et la
compétition des micro-organismes (Sanchez-Moreno & Ferris, 2007 ; Srivastava et al.,
2009). Pourtant, ces effets ne doivent pas €tre négligés et davantage d’études devraient s’y

attarder pour augmenter la durée possible d’utilisation de nos sols organiques.

1.2. Le microbiote du sol et son implication dans la perte ou la création de matiére
organique

Dans le sol, 85 % de la biomasse totale est représentée par les bactéries et les
champignons du milieu (Briat & Job, 2017). Ces micro-organismes remplissent des
fonctions cruciales dans le cycle du carbone et des nutriments (Zhang et al., 2017). Afin de
comprendre comment les bactéries et les champignons influencent les stocks de matiere
organique du sol, il est important de considérer séparément leur contribution a (1) la

formation et (2) la dégradation de la matiere organique du sol.

1.2.1. Formation et stabilisation de la MOS

La forte implication des micro-organismes dans la formation et la stabilisation de la
MOS fait 1’objet de plusieurs publications dans la littérature (Grandy et al., 2016;
Kallenbach et al., 2016; Kdstner & Miltner, 2018). Environ 50 % de la MOS serait formée
par les micro-organismes saprophytes (Kallenbach et al., 2016; Késtner & Miltner, 2018).
Cela implique que ces micro-organismes participent activement a la formation de la
nécromasse, qui est la masse de matiére organique morte du sol dans ce cas-ci (mati¢re en

décomposition). Une bonne partie de la dynamique de formation et de perte de la matiere



organique serait donc soumise a un controle biologique (Gleixner, 2013). La production de
polymeres microbiens, par ces organismes saprophytes, participe grandement au processus
de stabilisation du carbone et a la dynamique de 1’azote (Cotrufo et al., 2013). Les
polymeéres humiques et les molécules aromatiques sont des molécules plus complexes qui
augmentent ¢galement la stabilité de la matiére organique (Marschner et al., 2008; Kleber
& Kleber, 2010). Avec les résidus végétaux (Paul, 2016), ces polymeres microbiens

forment une partie intégrante de la MOS (Kogel-Knabner, 2002).

Un autre processus qui permet de stabiliser la MOS est le processus d’immobilisation,
dont font partie les résidus microbiens, qui favorisent la production d’humus (Cotrufo et
al., 2013; Paul, 2016). L’immobilisation permet de rendre 1’azote inaccessible a
I’utilisation en plus de séquestrer du carbone alors que le ratio C:N est bas. Cet aspect sera
expliqué dans une prochaine section. D’autres facteurs physiques et chimiques sont
¢galement a considérer. La surface de contact avec les saprophytes est un ¢lément qui
affecte la dégradation de composés récalcitrants. La formation d’agrégats, soit un
assemblage de molécules de la MOS, permet de réduire cette surface de contact, de protéger
le carbone de la minéralisation et, par ce fait, augmenter sa stabilité dans le systeme (Six et
al., 2002). En ce qui a trait aux facteurs chimiques, les interactions entre les particules du
sol et les minéraux présents peuvent empécher une dégradation plus prononcée de la
nécromasse (Grandy et al., 2016; Kallenbach et al., 2016). La quantit¢ de MOS a un impact
sur ces particules et modifie certaines de leurs propriétés (Yu et al., 2017). Les puits de
bactérie sont particulierement associés aux particules qui ont une bonne capacité a échanger
un cation (Chenu & G, 2002). Au final, si nous souhaitons renouveler une partie de la MOS,
il est nécessaire que la dégradation de la matieére organique soit moins prononcée que le
processus de décomposition, soit d’intégration et de création de matiere organique a partir
de composés végétaux et microbiens sur le long terme (Paul, 2016). L’accessibilité a
I’oxygene joue également un role crucial. Dans le milieu anaérobie, 1’absence de ce
compos¢ limite 1’oxydation dans le milieu ce qui a pour conséquence de réduire la
minéralisation lorsque le taux d’oxygéne est bas ou nul. Cette réduction d’activité
bactérienne affecte également les processus liés a la formation d’humus. Globalement, une

activit¢ bactérienne trop ¢levée dans les sols agricoles aurait pour conséquence



d’augmenter la respiration et d’accélérer la dégradation de la MOS (Campbell & Souster,
2011), alors qu’une activité trop faible pourrait réduire la formation a cause de la faible
biomasse retenue. Il est donc nécessaire de conserver 1’activité bactérienne, mais il est
préférable de ne pas la stimuler fortement ou créer un débalancement. Il est nécessaire

d’équilibrer les processus pour augmenter la durée de vie de nos sols organiques.

1.2.2. Dégradation et minéralisation

Bien que I’activité microbienne contribue a la stabilisation de la MOS sur une longue
période, ’impact a court terme est de favoriser la minéralisation de la grande majorité du
carbone. L’oxydation causée par le processus de respiration libére une trés grande quantité
de CO», ce qui participe a faire de nos sols organiques I’un des plus grands contributeurs a
la production de GES. Les communautés bactériennes et fongiques sont les acteurs
principaux de ce processus de minéralisation. Ces micro-organismes peuvent dans certains
cas détruire les liaisons de composés plus complexes de la MOS a I’aide d’enzymes
extracellulaires (Swift et al., 1979; Sinsabaugh et al., 2008). Celles-ci peuvent aider a
prédire le taux de décomposition selon les formes de carbone présentes et la disponibilité
des nutriments (Nannipieri et al., 2012). Les enzymes hydrolytiques, comme la cellulase,
la phosphatase, la glucosidase et la chitinase, sont couramment mesurées dans les études
d’écosystemes (German et al., 2011; Nannipieri et al., 2012; Bach et al, 2013), car elles
sont de bons indicateurs d’activité catabolique microbienne (Alef & Nannipieri, 1995;
Adam & Duncan, 2001; Sinsabaugh et al., 2008). Ces dernicres sont toutefois tres affectées
par les conditions abiotiques du milieu et il est nécessaire de le considérer lors des processus
méthodologiques. Une des méthodes les plus connues pour estimer 1’activité des hydrolases
est la fluorimétrie avec le 4-methylumbelliferone (MUB) sur plaque noire (Marx et al,
2001; Saiya-Cork et al, 2002). La phénol oxydase et de la peroxydase sont des enzymes
oxydatives qui peuvent également é&tre mesurées, par colorimétrie, avec le L-
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) et qui sont associées a une grande variété de fonctions
dans le sol (Sinsabaugh, 2010). Entre autres, elles sont impliquées dans I’acquisition du
carbone et de 1’azote, le processus de dégradation de la lignine par les champignons, la
minéralisation et la séquestration du carbone et différents processus cellulaires. Les

oxydases sécrétées sont davantage exprimées lorsque les molécules d’azote disponibles
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pour utilisation sont limitantes dans le sol, car elles permettent de dégrader des composés
de carbone plus complexes (Courty et al., 2010; Moore et al., 2020). Plusieurs des enzymes
extracellulaires mentionnées sont plus difficiles a conserver et diminuent les possibilités
associées aux méthodes et temps de conservation qui peuvent étre employés (Deforest,
2009). De plus I’activité enzymatique globale dans le sol est directement proportionnelle a
I’activité des micro-organismes, en particulier des bactéries (Adam & Duncan, 2001) et
dépend de la composition de certains sols, car ils peuvent étre plus stables en fonction des
liaisons et des agrégats déja présents dans la MOS (Monnier, 1965; Kallenbach et al., 2016;
Feng & Balkcom, 2017). Comme mentionné, un sol perturbé aura tendance a avoir des taux
d’activités bactériennes plus ¢€levés. Cela implique des taux de minéralisation plus
importants sur une courte période causée par la grande densité de micro-organismes (Imfeld

& Vuilleumier, 2012; Késtner & Miltner, 2018).

En plus de déterminer I’activité microbienne en fonction des enzymes, le carbone et
I’azote présent dans le sol peuvent étre utilisés pour obtenir le ratio C:N, qui correspond a
un indicateur fortement corrélé a 1’activité microbienne et au processus de transformation
des minéraux (Feng & Balkcom, 2017). L’activité des micro-organismes est grandement
favorisée lorsque le ratio diminue, car cela implique que I’azote n’est pas un élément
limitant dans le milieu (Ingham et al., 1985; Cotrufo et al., 2013). A I’inverse, plus le ratio
est éleve, moins 1’activité de minéralisation est prononcée, car les bactéries auront tendance
a immobiliser ’azote et le rendre indisponible pour les plantes. La disponibilité¢ de ces
composés est donc essentielle, mais variable en fonction des facteurs biotiques et des
différences de conditions abiotiques, comme la température qui influence la stabilité des
composantes du sol (Monnier, 1965; Geisen et al., 2021). Le role des micro-organismes est
crucial, afin de rendre les minéraux disponibles aux cultures, mais aussi pour la
conservation de nos ressources puisque les minéraux, principalement le nitrate (Jalali,
2005), en surplus sont perdus dans 1’environnement par lessivage (Voroney et al., 2011) et
que le processus d’oxydation libére une grande quantité de CO» ce qui crée une perte de

matiere organique.

Les champignons peuvent également dégrader la MOS et affecter le carbone plus

récalcitrant (Treseder & Lennon, 2015) comme la lignine mentionnée auparavant. Cette



matiere organique plus complexe peut notamment étre oxydée a 1’aide de la laccase qui
permet de briser les composés aromatiques (Eichlerova et al., 2012). La laccase fait partie
des polyphénols oxydase. Cette enzyme est principalement produite par des champignons,
mais est aussi retrouvée chez certaines bactéries. Les champignons sont les premiers
producteurs d’oxydases (phénol oxydase et peroxydase). Avec les autres enzymes
extracellulaires qui sont sécrétées par les micro-organismes, la lignine et la cellulose
peuvent étre dégradées bien plus rapidement lorsque 1’activité enzymatique des
champignons augmente. Les nématodes, qui peuvent étre des prédateurs des communautés
fongiques et bactériennes dans le sol peuvent étre des acteurs indirects importants de la
minéralisation (Griffiths, 1994), notamment en modulant I’abondance relative de différents

taxons et la densité des communautés (Blanc et al., 2006).

1.3. Les nématodes libres et leurs interactions trophiques dans le sol
1.3.1. Les nématodes libres et leur classification selon I’indice de maturité

Comme décrit précédemment, les bactéries et les champignons sont les principaux
organismes responsables de la formation et de la dégradation de la MOS (Freckman, 1988).
Bien que le rdle direct des nématodes dans le processus de minéralisation soit limité
(McGonigle 1995), leur impact indirect via la prédation des communautés microbiennes
est crucial (Freckman, 1988; Griftiths, 1994; Ferris et al., 1997; Sanchez-Moreno & Ferris,
2007; Papatheodorou ef al., 2012). Les nématodes sont des animaux trés abondants avec
une biomasse terrestre estimée de 0,3 gigatonne (van den Hoogen et al., 2019). Ils sont
présents a tous les niveaux trophiques dans le sol (Yeates et al., 1993) et plus de la moitié
d’entre eux sont des bactérivores (Thakur & Geisen, 2019). Lorsque les densités
bactériennes sont élevées, la proportion de bactérivores peut atteindre 90 a 99 % de tous
les nématodes présents (Griffiths, 1989). Les nématodes libres sont également les
principaux prédateurs du microbiote et peuvent affecter la minéralisation de la MOS de
différentes facons. Ce dernier aspect est développé dans la section 1.3.2. Ces vers ronds
peuvent étre répartis selon 1’indice de maturité (IM) sur une échelle (cp-1 a 5) allant des
colonisateurs primaires jusqu’aux especes les plus persistantes (colonizer-persister value)
(Bongers, 1999). Les cp-1 sont considérés comme étant des opportunistes/colonisateurs,

principalement bactérivore, qui sont plus résistants aux différentes perturbations du sol
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(Bongers, 1990) et qui augmentent rapidement en densité lorsque les nutriments nécessaires
sont présents (Neher, 2001; Ferris, 2010). Ces nématodes de cp-1 et cp-2 sont
proportionnellement plus présents dans les milieux instables, que les cp élevés qui sont
beaucoup plus sensibles aux perturbations (Bongers, 1999). De plus, contrairement aux
nématodes colonisateurs, les cp €élevés sont caractérisés par une stratégie de vie k et un
cycle de reproduction plus lent. Plus les nématodes ont un cp ¢élevé, moins leur vitesse
métabolique est grande et plus les types d’alimentations sont variés. Les nématodes libres
peuvent étre bactérivores, fongivores, omnivores ou prédateurs pour d’autres nématodes
(Yeates, 1979). De fagon globale, aucune préférence alimentaire ne ressort pour un type de
bactéries particulier chez les bactérivores (Freckman, 1988). Les nématodes libres de cette
catégorie vont consommer les bactéries présentes sur leur trajet. Les bactéries Gram
négatives de petite taille seraient toutefois trés attrayantes d’un point de vue alimentaire
(Salinas et al., 2007; Avery & You, 2012). Les sols agricoles sont dominés par des familles
de cp plus bas. Les quatre familles dominantes de nématodes dans les milieux agricoles
sont les Rhabditidae (cpl) et les Cephalobidae (cp2) chez les bactérivores et les
Aphelenchidae et les Aphelenchoididae chez les fongivores. Les familles de fongivores ont
des densités bien moins grandes que celles des familles de bactérivores mentionnées

(Yeates et al., 1999).
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Figure II. Cascade trophique de la prédation des communautés microbiennes et des
nématodes dans le sol par les nématodes libres. Les nématodes bactérivores et fongivores
font habituellement partie des cp les plus bas, alors que les prédateurs et les omnivores

sont, en général, retrouvés dans les cp éleves.
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1.3.2. La prédation des micro-organismes par les nématodes

La prédation peut stimuler la croissance microbienne (Jiang et al., 2020), affecter la
diversité¢ (De Mesel et al., 2004) et, de ce fait, affecter le cycle des nutriments (Yeates,
1979; Ferris et al., 1996; Ferris et al., 1997) en favorisant I’activité mobilisatrice de
nutriments par dégradation de la matiére organique. Plus un sol a de grandes populations
de nématodes bactérivores et de bactéries, plus le taux de minéralisation peut augmenter
comparativement a un milieu ou les nématodes bactérivores sont absents (Coleman et al.,
1977; Ingham et al., 1985; Yeates & Bongers, 1999). Ce qui est relié a cette augmentation
de I’activité microbienne lors de la prédation est, en partie, la remobilisation de I’azote, qui
aurait pu étre emprisonné dans de vieilles cellules bactériennes, grace a la consommation
des nématodes libres et la perte de biomasse bactérienne stable dans le sol (Hunt et al.,
1987; Sayre, 1988). De plus, les nématodes utilisent le processus de respiration (Ferris,
2010) ce qui implique qu’une plus grande population devrait utiliser davantage de carbone.
Ce processus ne représente malgré cela qu’une faible partie de I’activité métabolique dans
le sol (Yeates, 1979). De plus, en consommant leurs proies, les nématodes absorbent bien
plus d’azote que ce dont ils ont besoin en termes de steechiométrie dans leurs tissus (Sundin
et al., 1990; Ferris et al., 1995). C’est pour cette raison qu’un relachement d’azote par les
feces de nématodes est effectué et qu’il est possible de créer un point chaud d’activité
microbienne (Ingham et al., 1985; Ferris et al., 1996). Des cellules bactériennes encore
vivantes peuvent aussi €tre évacuées et avoir I’opportunité d’utiliser le surplus 1’azote dans
le systéme digestif des nématodes. La dispersion des bactéries par les nématodes (Yeates
& Bongers, 1999) est un autre processus favorisant une plus grande répartition et
possiblement la stimulation de [’activité bactérienne si elles sont amenées vers des
microsites riches en nutriments (Beaujard, 1991). Le processus de minéralisation de 1’azote
est directement corrélé a la croissance des plantes dans les agroécosystemes (Hamilton &
Bernier, 2011). L’azote sous forme minérale est connu pour réprimer fortement
I’expression des oxydases dans le sol selon sa disponibilité pour 1’utilisation des micro-

organismes (Matocha et al., 2004; Sinsabaugh, 2010).

Malgré I’augmentation d’activité de minéralisation reliée a la prédation des bactéries,

le rejet d’azote des nématodes pourrait également ralentir I’activité des champignons
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saprotrophes en mesure d’utiliser des composés récalcitrants de la MOS. Certains
champignons se spécialisent dans la décomposition de composés complexes (Kleber &
Kleber, 2010; Sinsabaugh, 2010; Sinserabaugh & Follstad Shah, 2011), en sécrétant des
peroxydases et des phénols oxydases. Comme décrit dans la section précédente, ces
oxydases remplissent une grande variété de fonctions, dont la dégradation de composés de
carbone plus complexe. De ce fait, les nématodes peuvent augmenter la minéralisation ou
la réduire dans certaines conditions. Des informations supplémentaires sont requises pour
comprendre adéquatement ’influence que les nématodes libres peuvent avoir sur la
structure et la densité des communautés microbiennes, mais aussi comment les variations

dans les communautés de nématodes vont influencer celles-ci par prédation.

1.4. Les perturbations agricoles et leurs impacts sur les communautés de nématodes

Actuellement, nos méthodes agricoles créent diverses perturbations dans le sol. L ajout
de composés chimiques et les modifications physiques du milieu affectent la composition
de I’écosystéme en plus de réduire la diversité (Ettema, 1998; Wang & McSorley, 2005).
Initialement, plusieurs bienfaits étaient accordés a ces pratiques culturales. Par exemple, le
labour devait permettre d’aérer le sol et le rendre plus meuble pour la propagation des
racines, la destruction des mauvaises herbes et I’incorporation des composés chimiques et
de la matiére organique exogeéne (Coulomb ef al., 1993). Malgré cela, bien des études
démontrent qu’une diminution de la présence de certaines bactéries et une perte de matiere
organique sont obtenues (Freckman, 1988; Feng & Balkcom, 2017) et que cette technique
favorise la compaction du sol a long terme (Koch & Stockfisch, 2006). De plus, les
nématodes libres retrouvés apres de telles perturbations ont des cycles de vie beaucoup plus

rapides et favorisent une augmentation de la minéralisation (Vian, 2009).

Les micro-organismes et leurs interactions dans 1’écosystéme sont impactés de fagon
importante par ces perturbations. Les nématodes ont des cycles de vie pouvant aller de
quelques jours a plusieurs semaines et ces méthodes agricoles vont moduler directement
les familles qui seront retrouvées dans la communauté (Ettema & Bongers, 1993). Chaque
taxon a une sensibilité qui varie en fonction du type de perturbations (Neher, 2001). Quand
il est question de perturbations physiques, cela inclut principalement les méthodes de

labour, 1’arrosage, la compaction et les mouvements du sol alors que les perturbations
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chimiques font référence aux pesticides et aux fertilisants. Ces variations de sensibilités
peuvent donc mener a des modifications des communautés de nématodes pouvant &tre

retrouvées dans un milieu soumis a des conditions particuliéres.

L’indice de maturité permet, en plus de classer le nématode en fonction de son cycle
de vie, de déterminer quel est le niveau de perturbation du sol selon les nématodes présents
(Yeates & Bongers, 1999). Les pratiques culturales modifient la structure du sol et
favorisent les niveaux cp-1 et 2, ce qui crée un déséquilibre dans les communautés de
nématodes initialement présentes. Les prédateurs et les omnivores, qui sont en grande partie
des ¢p-3, 4 et 5, peuvent se nourrir de nématodes provenant de niveaux inférieurs (cp-1 et
2), ce qui aurait pour conséquence de diminuer les bactérivores et les fongivores et par le
fait méme la minéralisation habituellement accentuée par la prédation des communautés
microbienne (Neher, 2001). Les communautés de nématodes retrouveraient un certain
équilibre et favoriseraient la stabilisation du milieu. Afin de conserver des cp ¢élevés, il faut
favoriser des milieux qui ont subi des perturbations minimes ou qui n’ont aucunement €té
impactés par 1’activité humaine au cours des derniéres années, comme les friches et
certaines foréts (Ettema & Bongers, 1993; Han¢l, 2010). Adopter des pratiques culturales
moins perturbantes pourrait potentiellement permettre le développement de populations de
niveaux trophiques plus élevés comparativement aux pratiques actuelles qui favorisent
grandement les cp plus bas et ramener un équilibre dans la communauté de nématodes des

champs agricoles.
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Figure III. Impacts qui découlent des différentes pratiques culturales et les interactions
trophiques associées. Les nématodes opportunistes bactérivores et fongivores proliférent
rapidement et consomment beaucoup d’individus des communautés microbiennes de fagon

a remettre en circulation les minéraux et augmenter la vitesse de dégradation des sols

organiques.
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Objectifs et hypotheses de I’étude

Ce projet avait pour but d’étudier et d’améliorer les connaissances associées aux
interactions trophiques entre les nématodes libres, les bactéries et les champignons, afin de
déterminer comment les perturbations liées aux pratiques culturales affectent les
communautés et comment cela peut se répercuter sur leur activit¢é métabolique et la
performance des cultures. A cette fin, il était nécessaire de déterminer 1) si les nématodes
bactérivores et fongivores stimulent la prolifération bactérienne et fongique dans le sol
selon les communautés présentes et la force de prédation dans I’écosysteme, 2) si la
différence dans les communautés de nématodes affecte la diversité et la composition des
communautés bactériennes et fongiques, 3) si une prédation différentielle influence la
production d’enzymes extracellulaires qui sont impliqués dans les processus de dégradation

de la matiere organique du sol.

Avec les connaissances actuelles, notre hypothése initiale stipulait que la
prolifération bactérienne et fongique serait stimulée proportionnellement a 1’abondance des
nématodes de faibles niveaux trophiques (bactérivores ou fongivores de cp-1 ou 2), ce qui
aurait pour impact de diminuer la biodiversité des micro-organismes, de modifier la
composition des communautés et d’augmenter la production d’enzymes extracellulaires

impliqués dans le processus de dégradation de la matiére organique.
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2 — Article scientifique : Impact de la prédation des nématodes libres sur les
communautés microbiennes et les conséquences sur la pérennité des sols organiques.

Auteurs : Lisa Pouliot, Pierre-Luc Chagnon et Benjamin Mimee

Résumé

Le role des communautés bactériennes dans la dégradation et 1’affaissement des
sols organiques est bien connu. Cependant, les interactions trophiques qui régulent ces
communautés et donc influencent les processus de dégradation ne sont que trés peu
considérées dans la littérature. Notre ¢étude s’intéresse a I’impact de la prédation par les
nématodes libres sur les micro-organismes du sol et la production d’enzymes impliqués
dans les processus de dégradation de la matiére organique. Dans une expérience en
conditions contrdélées, des populations de nématodes libres ont été¢ manipulées de facon a
faire varier les communautés. Le microbiome et les propriétés biochimiques du sol ont
ensuite été caractérisés au cours d une production de laitue afin d’évaluer les conséquences
trophiques et fonctionnelles de cette manipulation. Celle-ci a entrainé des variations
significatives dans la composition des communautés bactériennes lors de deux expériences
indépendantes et expliquait respectivement 19,24 % et 14,56 % des différences observées.
Des effets non négligeables sur la production d’enzymes extracellulaires, associées a la
dégradation de la matiere organique, ont également €té mesurés directement par essais
enzymatiques et indirectement via 1’analyse d’abondance relative des voies métaboliques.
De plus, des effets sur la disponibilité de I’azote et I’augmentation de rendement associé a

la minéralisation accrue ont pu étre observés.

Mots clés : nématodes libres, prédation, dégradation, minéralisation, oxydation, sol

organique, bactéries
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2.1. Introduction

Les sols organiques sont composés a plus de 30 % de matiére organique et ont une
fertilité accrue comparativement aux sols minéraux (Canadian Society of Soil Science,
2020). Cette maticre organique du sol (MOS) est principalement composée de végétaux en
décomposition, de biomasse microbienne et de composantes animales (Farnham & Finney,
1965; Flaig, 1971; Schnitzer, 1991; Kogel-Knabner, 2002). La pérennité de ces sols,
utilisés en agriculture, est de plus en plus menacée par I’érosion et la minéralisation de la
maticre organique causée respectivement par les conditions abiotiques, comme le vent et
I’eau, et ’activité des micro-organismes du sol (Parton er al., 1994). Ces facteurs
accentuent la dégradation suite au drainage initial des terres et limitent le temps
d’utilisation de la ressource. Plusieurs dispositions, comme les brise-vent, la diminution
des fréquences de labours, I’utilisation de cuivre et le controle de la nappe phréatique, sont
prises pour réduire les effets abiotiques (Snyder ef al., 1978; Mathur & Sanderon, 1980;
Bingeman ef al., 1995; Morris et al., 2004; Gesch ef al., 2007), mais trés peu de moyens

sont connus pour leur capacité a réduire la minéralisation causée par les micro-organismes.

L’activité microbienne est I'une des premicres causes de dégradation de la maticre
organique dans les sols avec une contribution de plus de 50 % (Kallenbach et al., 2016;
Kistner & Miltner, 2018). A eux seuls, les bactéries et les champignons représentent une
grande partie de la biomasse dans le sol et sont les principaux acteurs de la dégradation
(Blagodatsky et al., 2010) par I’entremise de la minéralisation, dont leur activité oxydative,
et de la libération d’enzymes extracellulaires pour rendre accessibles divers composés
carbonés (Chapin et al., 2011; LaRowe & Van Cappellen, 2011). Les enzymes
hydrolytiques (p.e., glucosidase, phosphatase, cellulase, xylosidase) ainsi que les oxydases
(phénol oxydase et peroxydase) sont les enzymes extracellulaires responsables de la
dégradation de la mati¢re organique (Alef & Nannipieri, 1995; Adam & Duncan, 2001;
Sinsabaugh et al., 2008; German et al., 2011; Bach et al, 2013) produites principalement
par des bactéries ou des champignons. Celles-ci peuvent permettre la dégradation de
molécules simples ou plus complexes dans le sol. Les phénols oxydases et les peroxydases
sont associés a plusieurs processus dans le sol, tels que 1’acquisition du carbone et la

dynamique de 1’azote (Sinsabaugh, 2010). Au final, le processus d’oxydation du carbone,
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en plus de contribuer a la dégradation de la matiére organique, produira de grandes

quantités de gaz a effet de serre (GES).

Il n’y a pas que les effets directs des bactéries et des champignons qui doivent étre
considérés, car les interactions trophiques avec leurs prédateurs peuvent aussi impacter
indirectement les processus de dégradation de la matiére organique (Ettema, 1998). Les
nématodes libres sont les principaux consommateurs de micro-organismes dans le sol et
sont représentés a tous les niveaux tropiques (Yeates et al., 1993). Les plus nombreux sont
les bactérivores (Thakur & Geisen, 2019). Proportionnellement, ce type de nématode libre
peut représenter plus de 90 % de la population lorsque les populations bactériennes sont
tres élevées (Griffiths, 1989; Holajjer, 2016). Méme si la contribution directe a la
minéralisation des nématodes est minime, ils peuvent faire varier de fagon importante les
communautés qui en sont responsables. Par exemple, les nématodes bactérivores ont des
ratio C:N plus élevés que les bactéries qu’ils consomment, ils obtiendront donc beaucoup
plus d’azote que ce dont ils ont réellement besoin (Ingham et al., 1985). Ce surplus d’azote
sera rejeté dans le milieu environnant (Neher, 1999) et favorisera la croissance de nouvelles
bactéries et de ce fait le processus de minéralisation (Ferris et al., 1996). La prédation
constante par les nématodes maintient donc les populations bactériennes jeunes et
métaboliquement trés actives, ce qui est accompagné d’un haut taux de minéralisation
(Coleman et al., 1977; Ingham et al., 1985; Yeates & Bongers, 1999; Fu et al., 2005). Cette
minéralisation accrue peut étre bénéfique pour les plantes si les minéraux sont initialement
limitants dans le milieu, mais pourra également mener & une perte de minéraux par
lessivage (Voroney et al., 2011) lorsque les minéraux ne sont pas limitants, a une
augmentation de la dégradation de la matiere organique du sol causé par la grande activité
métabolique (Adam & Duncan, 2001) et a une augmentation de la production de GES causé
par le processus de respiration des micro-organismes (Campbell & Souster, 2011). Le
contrdle de type «bottom-up » des populations de nématodes libres en fonction de la
quantité de proies et la boucle de rétroaction positive sur la multiplication bactérienne par
la prédation engendre des effets négatifs dans notre contexte. Par contre, des interactions
de type «top-down » existent aussi au sein de ce réseau écologique. Par exemple, la

présence de nématodes prédateurs (consommateurs de nématodes) ou omnivores peut
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influencer les populations de bactérivores et indirectement des bactéries (Lenoir et al.,

2007).

Actuellement, les pratiques culturales créent des perturbations qui modifient
drastiquement la composition des communautés de nématodes. Le labour, par exemple,
acre le milieu et permet 1’incorporation des composés de carbone exogenes (p. ex. des
résidus de culture), en plus d’ameublir le sol. Cette augmentation d’oxygene disponible
favorise I’activité bactérienne (augmentant le nombre de cellules bactériennes), mais
affecte aussi directement la composition de la communauté de nématodes en perturbant les
habitats et en entrainant la mort des niveaux trophiques supérieurs, comme les prédateurs
et les omnivores, a cause de leur grande sensibilit¢ aux modifications de leur habitat
(Freckman, 1988). Ces milieux seront donc plus propices aux colonisateurs primaires,
essentiellement des bactérivores, plus résistants aux perturbations (Bongers, 1990). Des
systémes de productions en sol organique plus stables dans lesquelles les perturbations sont
réduites au minimum afin de favoriser 1’établissement et le maintien de communautés de
nématodes plus variés (et de niveaux trophiques supérieurs) pourraient donc théoriquement
réduire les processus de dégradation de la matiére organique via un controle des
populations de nématodes bactérivores et donc une réduction de la prédation sur les

bactéries.

Malheureusement, les impacts de ces interactions en sol organique sur la diversité et
la composition des communautés microbiennes sont encore tres peu connus. Dans cette
étude, nous avons simulé I’'impact des perturbations agricoles en manipulant directement
les communautés de nématodes afin de développer nos connaissances sur I’interaction entre
les nématodes libres et les micro-organismes du sol, soit les bactéries et les champignons.
Nous avons évalué les conséquences fonctionnelles de ces interactions trophiques sur les

processus de dégradation de la matiere organique et la conservation des sols organiques.
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2.2. Matériels et méthodes
2.2.1. Expérience en serre

Afin de vérifier I'influence des nématodes sur la composition et [’activité du
microbiome, ainsi que sur la disponibilité de I’azote dans le sol, une expérience en serre a
été effectuée. L’expérience s’est déroulée dans les serres du centre de recherche et de
développement de Saint-Jean-sur-Richelieu lors de I’été et I’automne 2021. La germination
et la préparation des transplants ont été faites en chambre de croissance (Conviron Adaptis,
Cryotech) durant 3 semaines en multicellules. Du Pro-Mix (BX, Premier Horticulture LTD)
a été recouvert de vermiculite en guise de substrat. La température du conviron a été ajustée
a 24 °C/19 °C (jour/nuit). Les semis de laitues de type pommé, cultivar « Estival » ont été
amenés au stade quatre feuilles pour commencer 1’expérience. La terre noire utilisée,
typique de la région de production maraichére du sud-ouest du Québec, a été prélevée dans
un champ agricole de Sainte-Clotilde de Chateauguay une semaine avant le début de chaque
expérience a une profondeur de 0 a 30 centimetres. La moitié du sol récolté a été pasteurisé
a 70 degrés Celsius durant 15 minutes dans un pasteurisateur (Régulvar), afin de diminuer
les populations de nématodes initialement présentes. Des nématodes ont par la suite été
prélevés, une journée avant 1’expérience, soit le 14 juin (fin printemps) et 27 octobre
2021(automne), de deux milieux différents (voir section 2.2.2.). Ces milieux
correspondaient a un champ agricole et un milieu urbain subissant des perturbations

variées. Des pots de 2 litres remplis de sol ont été disposés de fagon aléatoire dans la serre.

Les conditions de la serre ont été réglées pour avoir une photopériode de 18 h, des
températures de 21 °C/18 °C (jour/nuit) et un taux d’humidité d’approximativement 60 %.
Les laitues ont regu un arrosage équivalent dans I’ensemble de la serre selon les besoins
des plants jusqu’a maturité, soit 7-8 semaines, excluant la premicre phase de croissance des
transplants (Jenni & Emery, 2011). Aucune fertilisation n’a été effectuée. Les deux
traitements ont pu étre comparés a un sol non amendé¢. En somme, le dispositif expérimental
¢tait constitué de 2 traitements et d’un controle (n=3) et de 8 réplicats (n=8) pour un total

de 24 pots et a été répété deux fois dans le temps. Les deux traitements de 1’expérience
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d’été sont nommés A (urbain) et B (agricole) et ceux de I’automne C (urbain) et D

(agricole).
2.2.2. Sols et communautés de nématodes

Deux traitements principaux ont été¢ établis afin de manipuler la composition des
communautés de nématodes au début de I’expérience. Ces traitements consistaient a ajouter
des nématodes (voir plus bas) en provenance d’autres milieux, soit d’un autre sol agricole,
qui a subi des perturbations de facon continue, ou d’un milieu plus urbain, mais non
perturbé par les pratiques humaines. Ces sols ont été prélevés a 1’aide d’une truelle dans la
couche supérieure située entre 0 et 30 cm. Pour chacun d’eux, les nématodes ont été extraits
al’aide de la technique d’assiette de Baermann (B-pan) durant 24 heures (Baermann, 1917).
Un volume de 100 ml de sol a été déposé sur deux essuie-tout doubles reposant sur un fin
treillis métallique placé dans une assiette creuse. De 1’eau a été ajoutée dans chaque B-pan
jusqu’a la moitié de la hauteur du contenant. Le liquide récupéré dans des éprouvettes a
reposé durant 3 heures par la suite. Le surplus de liquide ne contenant plus de nématodes a
été jeté, afin de réduire au maximum le volume final qui se rapprochait de 150 ml. Les
nématodes ont été dénombrés a 1’aide d’un binoculaire (LEICA M125), afin d’établir un
nombre d’individus par millilitre de liquide. Au moment de transplanter les plants de
laitues, une suspension de 2000 nématodes a été ajoutée a partir de la solution, provenant

des B-pans, dans 8 pots différents pour chaque traitement avec une pipette de 5 ml.

Des échantillons de nématodes de chaque site ont été conservés a -80 °C afin
d’identifier les nématodes et de caractériser les communautés extraites de chaque milieu
(voir section 2.5). De plus, 8 échantillons de sol de chacun des milieux initiaux ont
également été prélevés, afin de caractériser les communautés bactériennes et fongiques qui
auraient pu étre introduites lors de I’inoculation et permettre de déceler les différences entre
les échantillons (controle de contamination microbienne). Les communautés finales ont été
comparées a ces échantillons afin de vérifier si I’inoculum de nématodes aurait pu
influencer de fagon significative les bactéries et les champignons retrouvés dans les pots a

la fin de I’expérience.
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2.2.3. Récolte d’échantillons a la fin de I’expérience et disponibilité de 1’azote dans le sol

Apres huit semaines de croissance dans la serre, les parties aériennes et racinaires ont
été séparées et débarrassées du sol, afin d’étre séchées dans un séchoir (UNITHERM drying
oven) a 60 °C durant trois jours pour obtenir le poids sec. Le sol de chacun des pots a été
tamisé (mailles de 2 mm) pour les analyses de MicroResp, I’extraction ADN et I’extraction
d’azote. Environ 450 ml de ce sol tamisé a été placé dans un sac papier pour ensuite étre
séché dans un cabinet de température (Stabil-therm, Blue M) a 40 °C durant 24 heures. Une
fois sec, le sol a été transféré dans des sacs de plastique et conservé a la noirceur a
température picce jusqu’a son utilisation pour déterminer la quantité d’azote disponible
pour les plantes. Deux échantillons de 25 ml de sol frais, soit pour 1’extraction ADN et le
MicroResp, ont été placés respectivement a -80 °C et a 4 °C. Le reste du sol non tamisé fut
conservé a 4 °C pour effectuer les B-pans. Un échantillonnage de nématodes provenant
d’un B-pan a également été effectué avec le sol des pots de la serre. Apres concentration
dans un volume d’environ 1 ml, ils ont été conservés a I’aide de DESS (solution saturée en

NaCl (Bioshop) avec 20 % de dimethylsulfoxide et 0,25 M de disodium EDTA, pH de 8,0)

Les concentrations d’azote sous forme de NO3 et de NH4 ont été mesurées a 1’aide de la
technique d’extraction au KCI (Maynard ef al., 1993). Un total de 10 g de sol sec a été pesé
et mélangé a 50 ml de KCI 2M avant d’étre placé sur un agitateur orbital (ThermoForma)
a une vitesse de 100 rpm durant 45 minutes. La suspension obtenue a été filtrée (filtre #42,
Whatman) jusqu’a obtenir 10 a 15 ml de liquide transparent et conservée a -20 °C jusqu’a
la lecture avec un QuikChem8500 (Lachat Instruments, ATS Scientific Inc). Cela a permis
de quantifier et de déterminer les proportions qui étaient utilisables pour les

microorganismes et les plantes.
2.2.4. Extraction d’ADN, amplification, et préparation des librairies de séquengage

Les communautés microbiennes initiales et finales (bactéries, champignons et
nématodes) ont été caractérisées par séquencage d’amplicons. L’ADN de chaque
échantillon a été extrait a partir de 0,1 g de sol, préalablement homogénéisé par tamisage
(2 mm), gelé a -80 °C et lyophilis¢ (LABCONCO). L’extraction a été réalisée a 1’aide de

la trousse DNeasy PowerSoil de Qiagen en modifiant le volume du tampon CD1 (1 ml au
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lieu de 0,8 ml) pour compenser le volume absorbé par le sol. Dans le cas des nématodes,
I’extraction a été effectuée a la suite de 1’enrichissement avec la méthode B-pan et a la
lyophilisation d’un concentré, ayant ét¢ au préalable congelé a -80 °C, de moins de 2 ml
provenant du B-pan. Des régions de ’ARNr étaient ensuite amplifiées par PCR a 1’aide
d’amorces spécifiques a chaque groupe : 18S (Sapkota & Nicolaisen, 2015) pour les
nématodes, ITS (amorces ITS5 et ITS2) pour les champignons (Martin & Rygiewicz 2005)
et 16S région V4-V5 (amorces excluant les chloroplastes (Kembel et al., 2014) pour les
bactéries (Tableau 2.1.). Les réactions PCR ont été effectuées dans un SureCycler 8800
(Agilent, Technologies) avec un volume total de 25 ul dans chaque puits. Tous les cycles
ont été effectués avec une polymérase PHusion High-Fidelity DNA (Thermo Scientific).
Les PCR pour les nématodes (18S) ont été fait en deux étapes, soit une premicre
amplification avec NemF et 18Sr2b (Creer et al., 2010), capturant les séquences spécifiques
aux nématodes, et une seconde avec une dilution 1/10 du premier PCR (Sapkota and
Nicolaisen, 2015). Les PCR pour le 16S et ITS ont été fait en une seule étape (Kembel et
al., 2014). Les librairies de séquengage ont été préparées en normalisant la concentration
des produits PCR a I’aide de la trousse SequalPrep (Thermo Fisher Scientific), en les
combinant et en purifiant avec la trousse Ampure XP (Thermo Fisher Scientific). Les
concentrations et la contamination des séquences ont été vérifiées au Qubit avec un
ensemble dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies) et au bioanalyseur (BioAnalyzer
2100) avec un ensemble High Sensitivity DNA Analysis Kit (Agilent). Les librairies ont
par la suite été dénaturées avec du NaOH (BioShop) 0,2 M. Le séquencage est réalisé sur
un appareil MiSeq d’Illumina (Ravi ef al., 2018) au centre de recherche de Saint-Jean-sur-

Richelieu en utilisant la technologie v3 qui génere des séquences pairées de 2 x 300 pb.
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Tableau 2.1 Amorces pour s€quencage ADN

Nom de Région Séquence 5°-3’ Taille de Référence
I’amorce ciblée I’amplicon
S515F-Y  ARNr-16S- GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 411 Kembel et
V4-V5 al., 2014
926R ARNr-16S- CCGYCAATTYMTTTRAGTTT 411 Kembel et
V4-V5 al., 2014
ITS5 ARNr-ITSI  GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ~300 Martin &
Rygiewicz
2005
ITS2 ARNTr-ITS1 GCTGCGTTCTTCATCGATGC ~300 Martin &
Rygiewicz
2005
NemF ARNT-18S GGGGAAGTATGGTTGCAAA ~360 Sapkota &
Nicolaisen,
2015
NF1 ARNr-18S  GGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTT ~400 Porazinska
etal., 2009
18sr2b ARNT-18S TACAAAGGGCAGGGACGTAAT ~ 400 Porazinska
et al., 2009

2.2.5. Quantification des communautés

Les nématodes présents a la fin de I’expérience ont été dénombrés visuellement pour

chaque échantillon. L’abondance des bactéries et des champignons a été estimée par PCR

quantitative (qPCR) en utilisant des amorces ciblant les régions 16S et ITS de I’ARNr

(Tableau 2.2). Les régions de ’ARNr ont été amplifiées par PCR a I’aide d’amorces

spécifiques pour les champignons (amorces ITS1-F et S8 A2R) et pour les bactéries avec le

16S région V4 (515F-Y et 806R) (Kembel et al., 2014). Les amplicons utilisés pour

effectuer les courbes standards ont été produits respectivement avec les amorces 16s

68/1391 et NSA3/NLC2 sur Agrobacterium rhizogenes et Verticillium dahliae et ont été

généré avec la polymérase Phusion High-Fidelity DNA (Thermo Scientific) et DyNAmo
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Flash SYBR Green qPCR kit (Thermo Scientific) pour la quantification. L’activité globale
des micro-organismes dans le sol a également ét¢ quantifiée en mesurant la respiration
basale a la fin de I’expérience a 1’aide de la technique MicroResp. La technique donne des
indications sur la quantit¢ de CO> libéré lors de la respiration des micro-organismes

(Creamer et al., 2015).

Tableau 2.2 Amorces pour I’amplification par gPCR

Nom de Région Séquence 5°-3° Taille de Référence
I’amorce  ciblée I’amplicon
16S68 ARNr- TNANACATGCAAGTCGRRCG 1298 McAllister et al.,
Forward 16S 2011
16S ARNTr- GACGGGCGGTGWGTRCA 1298 Walker & Pace,
1391 16S 2007
Reverse
515F-Y  ARNr- GTGYCAGCMGCCGCGGTAA 411 Caporaso et al.
16S- 2012
V4
806R ARNr- GGACTACNVGGGTWTCTAAT 411 Caporaso et al.
16S- 2012
V4
NSA3 SSU-  AAACTCTGTCGTGCTGGGGATA 1193 Martin &
LSU Rygiewicz 2005
partiel
NLC2 SSU-  GAGCTGCATTCCCAAACAACTC 1193 Martin &
LSU Rygiewicz 2005
partiel
ITSI-F ARNr- CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 238 Gardes & Bruns,
ITS1 1993
58A2R  ARNr- CTGCGTTCTTCATCGAT 238 Martin &
ITS1 Rygiewicz 2005
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2.2.6. Production d’enzymes extracellulaires dans le sol

En plus d’évaluer I’impact des différentes communautés de nématodes sur la diversité
du microbiome et sur I’abondance des micro-organismes, nous avons mesuré la production
de certaines enzymes extracellulaires impliquées dans les processus de dégradation de la
MOS. A la fin de I’expérience, I’activité des enzymes p-D-1,4-cellobiosidase (CBH, Sigma
Life Science) et B-1,4-N-acétyl-glucosaminidase (NAG, Sigma) a été mesurée par
fluorimétrie et celle de 1’acide phosphatase et du phénol oxydase par colorimétrie
(SaiyaCork et al., 2002). Les échantillons ont été conservés a une température de -20 °C
jusqu’a ce que le protocole soit effectué. Le pH a été mesuré avec une solution de sol et
d’eau MilliQ (1:5). La solution de 50 mM de tampon acétate était composé d’acétate de
sodium et d’eau déminéralisée. Les ajustements de pH a été accomplis a 1’aide d’acide
acétique glacial ou d’hydroxyde de sodium (5M NaOH). La solution a été conservée a 4
°C jusqu’a un maximum de 7 jours. Les solutions de sol ont été préparées a partir de 1 g de
sol et de 125 ml du tampon acétate avec le méme temps de conservation. La solution a été

mélangée au moins 1 minute avant d’étre utilisée.
2.2.6.1. Mesure par fluorimétrie des enzymes hydrolytiques

Les substrats pour mesurer les concentrations d’enzymes par fluorimétrie avaient une
concentration de 200 uM pour le NAG et le CBH et ont été conservés a 4 °C durant un
maximum de 5 jours. La fluorimétrie employait le 4-methylumbelliferyl (MUB, TCI
America) comme courbe standard de référence a des concentrations de 0, 1, 2,5, 5, 10, 20,
30, 60 uM. La solution mere de 60 uM a été préparée quelques heures avant son utilisation.
Le tampon acétate a été disposé dans les plaques noires 96 puits (greiner Microlon) a raison
de 250 ul pour le contrdle négatif, 200 pl pour le controle positif avec 8 réplicats chacun et
la courbe MUB standard qui nécessite 8 puits. Par la suite, 50 pul du tampon devait étre
déposé dans les puits. Cette solution a été mise en mouvement lors du pipetage et
comprenait 8 réplicats pour la mesure avec le substrat et 8 autres puits pour la courbe de
correction avec les différentes concentrations de MUB. Le volume de substrat utilisé a été
de 50 pl. Un autre ensemble de plaques contenant uniquement les blancs a été produit avec

la solution de sol (200 pl) mélangé au tampon 1’acétate (50 pl). Les plaques ont été scellées
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et placées pour incubation dans un milieu sombre a une température de 21 + 2 °C durant 4
heures. A la fin de I’incubation, 10 pl de NaOH 1 M a été ajouté dans tous les puits pour
stopper la réaction et effectuer la lecture au spectrophotometre avec des longueurs d’onde
de 360/40 nm pour I’excitation et de 460/40 nm pour I’émission. La courbe de correction
pour I’absorbance du sol a été utilisée afin d’ajuster les concentrations obtenues en nmol
activité/g sol sec/hr. Les courbes de correction utilisées devaient avoir un R? supérieur a

0,98.
2.2.6.2. Mesure par colorimétrie des enzymes oxydases

Le 1-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA, Sigma-Aldrich) utilisé pour la colorimétrie
a quant a lui été dilué a une concentration de 25 mM en chauffant la solution pour assurer
une incorporation totale du produit. La L-DOPA a été utilisée la journée méme de sa
préparation et chauffée a une température maximale de 70 °C. La solution a ét¢ maintenue
en mouvement avec un barreau aimanté sur une plaque magnétique lors du chauffage. Les
plaques de 96 puits profonds de 1 ml (Fisherbrand) ont été remplies avec 150 pl de tampon
acétate pour les puits servant a mesurer la concentration des échantillons. Les autres
colonnes qui ont été conservées pour les contrdles négatifs ont été ajustées a un volume de
750 pl de tampon acétate. La solution de sol est ajoutée a raison de 600 pl pour 16 puits
par échantillons. Un volume de 150 ul de L-DOPA était ajouté dans tous les puits de la
plaque et 30 pl de H2O2 0,3 % était ajouté dans les puits déterminés pour le PHOS. Un
autre ensemble de plaques avec 600 pl de la solution de sol et 300 pl de tampon acétate,
comprenant 8 réplicats par échantillons pour le PHENOX et le PEROX servaient de blanc.
Les colonnes de blanc pour le PEROX contenaient 30 pl de H2O2 0,3 %. Aprés une
incubation de 18 heures a 21 £ 2 °C, les plaques d’échantillons ont ét¢ centrifugées (Sorvall
ST16R centrifuge, Thermo Scientific) durant 3 minutes a 1500 g/min avant que 250 ul de
chacun des puits ait été transféré dans de nouvelles plaques de 96 puits transparentes
(VWR) pour lecture au spectrophotometre (Synergy 2, BioTek) avec une longueur d’onde

de 450 nm. Les valeurs ont été exprimées en nmol activité/g sol sec/hr.
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2.2.7. Bio-informatique et statistiques

Les analyses bio-informatiques pour 1’assignation taxonomique des ASV ont été réalisées
a l’aide des logiciels QIIME2 (Bolyen et al., 2018) et DADA2 (Callahan et al., 2016) et
des bases de données des bases de données SILVA (16s : 138.1 et 18s : 132) (Pruesse et
al.,2007) et UNITE/INSDC (ver8 dynamic s all 04.02.2020) (Kdljalg et al., 2013). Les
analyses statistiques ont été effectuées avec R studio. Suite a I’analyse des courbes de
raréfaction, les seuils de 1000 pour le 18S, 10 000 pour 16S et 5000 pour ITS ont été retenus.
La diversité des communautés a pu étre comparée a I’aide des valeurs de Shannon. La
composition des communautés a quant a elle, été¢ évaluée a ’aide d’'une PERMANOVA
(vegan) et d’une ordination d’analyse en coordonnées principales (PCoA) pour observer la
diversité béta (Legendre & Caceres, 2013). La composition des communautés a par la suite
¢été observée a 1’aide de graphiques d’abondance relative des familles (ggplot) pour le 18S
et le 16S. Une prédiction des capacités fonctionnelles de chaque échantillon de sol, basé sur
I’abondance relative des ASV obtenues avec le séquencage, a été réalisée avec le package
tax4fun (Abhauer, 2015) afin de quantifier le potentiel de production d’enzymes
responsables de la dégradation de la matiére organique. Les enzymes qui ont été visé sont
la béta-acethylhexosaminidase (K01207), la 1,4-béta-cellulobiosidase (K01225), I’alkaline
phosphatase (K01077), la 1,4-béta-xylosidase (K01198) et la béta-glucosidase (K05349).

Les autres variables ont été analysées avec une ANCOVA et un test de comparaison
multiple nommé le test de Tukey apres que la normalité des données ait été testée. Cela a
permis de comparer les résultats entre les différents traitements, a I’exception des mesures
d’enzymes extracellulaires qui avaient été testés avec un test GLM (Im, Gaussian) pour
permettre de retirer I’impact du taux d’humidité, et des régressions linéaires (ggplot avec
ggpubr) pour voir I’impact de la variation du taux d’humidité sur la production d’enzymes.

Des tests de Shapiro ont été préalablement effectués pour chaque expérience.
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2.3. Résultats
2.3.1. Manipulation des communautés initiales de nématodes

La caractérisation des communautés initiales de nématodes a I’aide du séquencgage
d’amplicons a démontré des différences de composition significatives entre les
communautés de nématodes présentes dans le substrat et celles qui ont été extraites pour
étre inoculées (PERMANOVA, p-value <0,001, Fig. 1). Cependant, malgré ces différences
importantes en début d’expérience, il semble que les communautés de nématodes aient
graduellement convergé au cours de 1I’expérience, car elles n’étaient plus significativement
différentes apres 8 semaines (PERMANOVA, p-value > 0,05, Fig. compl.2.1.). Malgré
cette convergence, des différences significatives ont ét¢ observées sur dans la composition
des communautés bactériennes et les processus de dégradation de la MOS qui leur sont

associés.
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Figure 2.1. Analyse en coordonnées principales (PCoA) montrant la dissimilarité (Bray-
Curtis) entre les communautés de nématodes extraites du sol utilisé comme substrat
(« Contrdle », vert) et des inoculas en provenance d’autres milieux (« Perturbations A, B,

C, D). Les ellipses ont un intervalle de confiance de 95 % autour du centroide.
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2.3.2 Abondance relative des communautés de nématodes apres 8 semaines.

Les nématodes présents a la fin des deux expériences montrent des différences au
niveau des abondances relatives de certaines familles, principalement des bactérivores. La
premiére expérience effectuée en été a été dominée par les Cephalobidae (cp2), alors que

la seconde expérience qui a été effectuée en automne était dominée par les Rabditidae

(cpl).
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Figure 2.2. Abondance relative des différentes familles de nématodes présentes dans le sol

a la fin de I’expérience d’été et d’automne 2021.
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2.3.3. Différences de diversités et de compositions des communautés de bactéries apres 8

semaines.

L’ajout de nématodes a diminué la diversité¢ alpha (Shannon) des communautés
bactériennes d’un des traitements en fin d’expérience lors de I’expérience d’été (ANOVA,
p-value < 0,05), mais pas lors de la seconde expérience en automne (Fig. 2.3). Pour ce qui
est de la composition des communautés bactériennes, une différence significative a été
observée entre les traitements au cours des deux expériences (Fig. 2.4), et les ajouts de
nématodes expliquaient 19,24 % (p-value < 0,001) de la variation totale lors de la premiére
expérience et 14,56 % (p-value < 0,001) lors de la seconde. A 1’opposé, aucune différence
significative n’a été obtenue pour la diversité et la composition des communautés fongiques

suite a I’ajout de nématodes (Fig.compl.2.2).
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Figure 2.3. Analyse de la diversité alpha (Shannon) avec ANOVA pour les communautés
bactériennes. Les barres verticales représentent la distribution des données et les lettres
montrent les différences significatives entre les traitements pour un seuil de 0,05. L’absence

de lettre indique 1’absence de significativité (n.s.).
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Curtis) entre les communautés de nématodes dans le sol a la fin des deux expériences. Les

ellipses ont un intervalle de confiance de 95 % autour du centroide.
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2.3.4. Quantification des micro-organismes dans le sol

Lors de I’expérience d’automne 2021, une augmentation de la quantité de bactéries
a été observée dans les traitements Perturbation C et Perturbation D (ANOVA, p-value <
0,001), alors qu’aucune variation significative n’a été constatée pour I’expérience
d’été 2021. Aucune différence significative n’a été observée dans 1’abondance des

nématodes et des champignons entre les traitements a la fin des expériences.
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Figure 2.5. Abondance des bactéries dans le sol mesuré par qPCR a la fin de 1’expérience
d’été et d’automne 2021 avec un test de Tukey. Les barres verticales représentent la
distribution des données et les lettres montrent les différences significatives entre les

traitements pour un seuil de 0,05. L absence de lettre indique 1’absence de significativité

(n.s.).
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Figure 2.6. Abondance des champignons dans le sol mesuré par qPCR a la fin de
I’expérience d’été et d’automne 2021 avec un test de Tukey. Les barres verticales
représentent la distribution des données et le seuil de significativité est de 0,05. L’absence

de lettre indique 1’absence de significativité (n.s.).
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Figure 2.7. Comparaison du nombre de nématodes dans chaque pot pour 100 ml de sol a la
fin de ’expérience d’été et d’automne 2021. L absence de lettre indique qu’il n’y a pas de
différences significatives entre les traitements selon un test de Tukey avec un seuil de

significativité de 0,05. L absence de lettre indique ’absence de significativité (n.s.).
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2.3.5. Rendements des pommes de laitues

Une augmentation significative du poids sec des pommes de laitues a ét¢ observée
lors de la seconde expérience pour les traitements Perturbation C et D comparativement au
contrble (Tableau 2.3.). Aucune différence n’a été mesurée dans I’expérience d’été pour les

feuilles, et dans les deux expériences pour les racines.

Tableau 2.3. Poids secs des feuilles et des racines de laitues entre les différents traitements

apres huit semaines de croissance.

Traitement Feuilles (g)* Racines (g)*
Eté Perturbation A 199+ 04n.s. 7,5+0,3n.s.
Perturbation B 18,6 £0,4 n. s. 7,2+0,4n.s.
Controle 19,7+ 0,6 n. s. 6,5+ 0,4 n.s.
Automne Perturbation C 26,1+0,7b 5,6+0,1n.s.
Perturbation D 26,6 +0,6b 5,2+0,1n.s.
Controle 22,4+02a 5,2+0,1n.s.

*Poids + erreur-type
n.s. : non significatif
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2.3.6 Disponibilité de I’azote

Une légere augmentation de 1’azote disponible sous forme de NHy a été observée
lors de I’expérience d’automne (ANOVA, p-value < 0,05, Fig. 2.8) alors qu’une forte
baisse a plutot été observée lors de la premicre expérience suite a 1’ajout de nématodes
(ANOVA, p-value < 0,001). Aucune variation significative n’a été obtenue pour le NO3

dans les deux expériences.
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Figure 2.8. Quantification de 1’azote disponible dans le sol sous forme de NH4 (A et B) et
NO3 (C et D) apres huit semaines de croissance. Les lettres font ressortir les différences
significatives entre les traitements selon un test de Tukey avec un seuil de significativité de
0,05. Les figures A et C représentent les valeurs pour ’expérience d’été 2021, alors que B
et D représentent les résultats d’automne 2021. L’absence de lettre indique I’absence de

significativité (n.s.).
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2.3.7 Prédictions fonctionnelles basées sur 1’abondance relative des ASV

L’utilisation du logiciel tax4fun a permis de déterminer le potentiel de production
d’enzymes extracellulaires reliées a la dégradation de différentes composantes carbonées
de la matiére organique, en fonction de la présence des espéces (génes associés)
bactériennes présentes. Les Perturbations A (voir Fig. compl. 2.4) et D (Fig. 2.9), ont
démontré des augmentations significatives dans la possible production des quatre enzymes
ciblés, soit la B-glucosidase, la 1,4 -B-xylosidase, la 1,4-B-cellobiosidase et la phosphatase

alcaline, comparativement au contrdle dans les deux expériences.
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Figure 2.9. Abondances relatives des genes liés a la production d’enzymes extracellulaires
extrapolées a partir du profilage des communautés bactériennes par s€quencage d’amplicon
pour ’expérience d’automne 2021 avec un test de Tukey. Les barres verticales représentent
la distribution des données et les lettres montrent les différences significatives entre les

traitements pour un seuil de 0,05 (voir la Fig.compl.2.4., pour I’expérience d’été 2021).
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2.3.8 Production d’enzymes extracellulaires

La production d’enzymes extracellulaires a été fortement influencée par les taux

d’humidité des pots. Seul le CBH, lors de I’expérience d’automne a montré une différence

significative en fonction du traitement lors de I’expérience d’automne 2021 (GLM,

Gaussian, p-value < 0,05, Fig. 2.10).
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Figure 2.10. Régression linéaire des taux de production de quatre enzymes extracellulaires

en fonction de I’humidité lors de la seconde expérience qui se déroulait lors de

I’automne 2021 selon un test GLM (Im, Gaussian) (voir la Fig.compl.2.5., pour

I’expérience d’été 2021).
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3.9 Abondances relatives finales des familles de bactéries

En plus des différences qui ont été obtenues précédemment, il a ét€ possible
d’observer des variations dans les abondances relatives de différentes familles bactériennes
pour les traitements qui ont montré les différences les plus marquées, soit Perturbation A
et Perturbation D (Fig.2.11). Les familles des Xanthomonadaceae, des Subgroup 7, des
Comamonadaceae et des Bryobacteraceae étaient celles dont 1’abondance relative a eu la
plus grande augmentation par rapport au contrdle lors de I’expérience d’été, alors que les
Xanthomonadaceae, les Rhodanobacteraceae, les Bryobacteraceae les
Alicyclobacillaceae ont présenté les plus grandes abondances relatives pour 1’expérience
d’automne. Les familles qui a I’inverse ont montré des diminutions d’abondance relative
plus importantes pour 1’été étaient les Xanthobacteraceae, les Pirellulaceae et les
Nitrososphaeraceae. Pour I’automne, il a été possible de retrouver les Xanthobacteraceae,
les Pirellulaceae, les Nocardioidaceae et les Isophaeraceae dans les familles ayant montré

une baisse d’abondance relative.
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Figure 2.11. Abondance relative de différentes familles bactériennes dans le sol a la fin de

I’expérience d’été et d’automne 2021 obtenue par séquencgage d’amplicon.
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2.4. Discussion

Le but de notre recherche était de déterminer si les interactions trophiques et la
prédation effectuée par différentes communautés de nématodes pouvaient impacter les
communautés microbiennes et la dégradation de la matiére organique dans un sol
organique. La plupart des études s’intéressant aux interactions trophiques entre les
nématodes et les micro-organismes concentraient davantage leurs recherches sur 1’impact
direct des perturbations abiotiques et de 1’abondance des communautés microbiennes sur
la diversité¢ des communautés de nématodes (effets bottom-up) (Bongers, 1990; Borneman
& Triplett, 1997; Ferris & Matute, 2003). Cependant, I’impact que peuvent avoir les
prédateurs, soit les nématodes bactérivores et fongivores ou encore les prédateurs de ceux-
ci (nématodes prédateurs et omnivores), sur les bactéries et les champignons est bien moins
documenté, mais tout aussi important (Traunspurger et al., 1997; Srivastava et al., 2009).
Dans cette expérience, nous avons artificiellement manipulé la diversité et la composition
des communautés de nématodes afin de suivre 1’effet sur les communautés microbiennes
et certaines fonctions qu’elles remplissent. Notre expérience a permis de démontrer
I’impact de la prédation de différentes communautés de nématodes libres sur les
communautés de bactéries et les conséquences sur les processus de dégradation de la

matiere organique et de libération de minéraux.

Les nématodes majoritairement présents dans le milieu étaient les bactérivores, et
ce, pour tous les traitements. Cela est conforme a ce qui est retrouvé dans la littérature
(Neher, 1999) considérant que les nématodes bactérivores représentent normalement plus
de la moiti¢ de la communauté d’un milieu (Griffiths, 1989). Cependant, le cp moyen
dépendait des perturbations qui avaient été subies, mais également du temps de 1’année.
Les populations finales de nématodes se composaient principalement de Rabditidae (cp-1)
lors de I’automne, alors que les Cephalobidae (cp-2) étaient plus nombreux au cours du
printemps (Yeates & Bongers, 1999). Cela concorde avec ce qui devrait étre trouvé en
fonction des niveaux de perturbations prévus a ce moment de I’année dans un champ
agricole (Parmelee & Alston, 1986; Ettema & Bongers, 1993), soit une activité importante
au cours de 1’été et au début de I’automne. Il fallait donc s’attendre a ce que les résultats

puissent varier entre les deux expériences, dont les inocula ont été respectivement été
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prélevés a la fin du printemps et a ’automne, et que la seconde expérience effectuée a

I’automne ait une pression de prédation plus grande.

A la fin de I’étude, plusieurs autres paramétres ont été mesurés, afin de confirmer cet
impact sur les bactéries et les processus de dégradation associés. Des différences
significatives ont été obtenues pour divers éléments. La manipulation des communautés de
nématodes, bien qu’elle ait été significative au début de 1’expérience, n’avait pas persisté
de fagon significative a la fin de I’expérience, avait permis de générer des variations dans
la composition des populations bactériennes qui n’étaient pas négligeables. Les différences
les plus marquées avec le controle ont été observées pour les traitements nommés
Perturbation A et Perturbation D. Le milieu d’origine de ces traitements est différent et ils

n’ont pas été prélevés au méme moment dans I’année comme décrit précédemment.

Mis a part la Perturbation A qui a mené a une légere baisse de la diversité bactérienne,
les changements de composition étaient logiquement expliqués par des changements dans
I’abondance relative de certaines familles de bactéries. Il est possible que certaines de ces
familles aient des cycles de division plus rapide et puissent étre en mesure de se dédoubler
plus rapidement et ainsi augmenter leur abondance avec la prédation marquée des
nématodes. Il est également possible que la minéralisation du carbone ait rendu ce dernier
limitant dans le milieu pour certaines familles qui n’étaient pas en mesure de dégrader des
composés plus complexes de la MOS. La propagation des bactéries par les nématodes a
¢galement pu avoir un impact et le surplus d’azote inorganique présent dans les déchets a
stirement servi a ’amplification bactérienne conformément a ce qui est attendu (Sundin et
al., 1990; Ferris et al., 1995; Jiang et al., 2020). L’analyse de 1’abondance relative a
¢galement permis de faire ressortir des différences intéressantes en lien avec les processus
de dégradation de la MOS qui pourrait en partie aider a expliquer les différences
d’abondances relatives. Par exemple, la famille des Bryobacteraceae posséde des capacités
de dégradation pour des molécules plus complexes comme [’hydrolysation des
hétéropolysaccharides (Kulichevskaya et al., 2010). Il s’agit ¢galement d’une famille dont

I’abondance relative a augmenté durant les deux expériences pour les traitements A et D.
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Basé sur le profilage taxonomique des communautés, il a aussi €té possible d’estimer
les capacités fonctionnelles de chaque échantillon a 1’aide du package tax4fun, qui mesure
I’abondance relative des geénes liés a différentes voies métaboliques (ABhauer et al., 2015).
Ainsi, nous avons démontré que les traitements A et D étaient aussi ceux qui montraient le
potentiel de production d’enzymes extracellulaires le plus ¢élevé et donc un potentiel de
dégradation de la matiére organique qui devrait étre plus élevée conformément a ce qui est
attendu (Ettema, 1998). Beaucoup d’études n’utilisent que les méthodes de dosages directs
pour trouver la production d’enzyme extracellulaire des micro-organismes (Saiya-Cork et
al., 2002 ; Marx et al., 2005 ; German et al., 2011). Lors de 1’étude, les données de
concentration récoltées directement dans le sol et celles obtenues en fonction des genes de
production d’enzymes ne donnaient pas des résultats semblables. Il est possible que le
potentiel de production en fonction des génes ne soit pas totalement exprimé dans un milieu
et qu’une différence soit observée avec ce qui est réellement produit. La production
d’enzymes est grandement influencée par la disponibilité du carbone et des minéraux
(Stock et al., 2019). 11 est donc important d’aller valider I’expression des génes, afin de
déterminer le potentiel de production enzymatique de la communauté bactérienne méme si
ce potentiel n’est pas complétement utilisé dans le sol (ABhauer et al., 2015). De plus,
différentes conditions abiotiques peuvent impacter les mesures directes de concentrations

enzymatiques dans le sol (Rinkes et al., 2013).

La production enzymatique qui a été¢ mesurée directement dans le milieu s’est avérée
fortement dépendante du taux d’humidité, ce qui a fait ressortir la sensibilité de ces
dernieres aux conditions du milieu (DeForest, 2009) et a probablement engendré une 1égere
baisse dans les concentrations comparativement a ce qui aurait di étre mesuré si le temps
de conservation avait ¢t¢ moindre pour les traitements a cause de la dégradation des
enzymes au fil du temps. La mesure par fluorimétrie peut également étre sensible au pH du
tampon utilisé, par exemple, un pic d’activité est obtenu a un pH de 5,5 pour la B-
glucosaminidase (Parham & Deng, 2000). Considérant que le tampon est ajusté selon le pH
du milieu, soit entre 6 et 6,3 dans ce cas-ci, la méthode ne permet pas d’optimiser les
résultats pour tous les enzymes hydrolytiques. L’effet de I’humidité était particuliérement

notable pour le CBH, dont la production diminuait lorsque le taux d’humidité augmentait,
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et ce, pour les deux expériences effectuées. Contrairement a tax4fun qui faisait ressortir la
capacité de production enzymatique des traitements A et D, les concentrations mesurées
dans le sol ont montrées des taux plus €levés dans le contréle de chaque expérience pour
les enzymes hydrolytiques. Toutefois, une prédation accrue des nématodes qui favorise la
minéralisation et augmente les besoins en carbones labiles aurait di favoriser une
production d’enzymes extracellulaires plus importante (Stock et al., 2019) pour les
traitements A et D, mais ce n’est pas ce qui est observé. Cette divergence avec ce qui est
attendu pourrait étre associée aux limites de la méthode directe ou possiblement a une
inhibition de certains génes associés a la production enzymatique. Pour ce qui est des
oxydases, ces derniéres sont en grande partie produites par les communautés fongiques et
ne peuvent pas étre corrélées avec les hydrolases (Sinsabaugh, 2010). Elles sont aussi
affectées par la quantité d’azote disponible dans le milieu (Sinsabaugh et al., 2005). Il serait
donc logique que leur production varie majoritairement en fonction des champignons

présents.

Au cours de cette expérience, aucun parametre mesuré pour les champignons ne s’est
avéré significatif, que ce soit pour la composition ou la quantification. Cela explique
pourquoi il n’y a pas eu de variations significatives entre les traitements. La vitesse du cycle
de vie de ces derniers n’est pas identique a celui des bactéries et il est possible que
I’établissement de certains champignons ait été limité par le milieu de croissance (pot) qui
ne présentait pas des conditions propices pour toutes les familles fongiques. Plusieurs
conditions abiotiques et le cycle de vie, mentionné, ont pu influencer la composition des
communautés (Wang & McSorley, 2005). La quantité d’eau contenue dans les pots est I’un
des éléments principaux pouvant affecter la présence de champignons qui sont
habituellement plus abondants dans des milieux plus secs (Drenovsky et al., 2004). Les
pots avaient majoritairement des taux d’humidité assez élevés. Dans le cas des AMF, les
milieux perturbés montrent généralement une diversité moins importante et ont tendance a
favoriser majoritairement des especes colonisatrices qui vont se propager rapidement
(Lenoir et al., 2016). De plus, les champignons sont habituellement favorisés dans les
milieux plus acides (Baath & Anderson, 2003 ; Rousk et al., 2010) et dont le ratio C:N est
plus élevé (Wang & McSorley, 2005). L’élément principal qui a pu impacter les résultats
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est la composition des communautés de nématodes présentes, car les pots de ces
expériences ont €té principalement dominés par des bactérivores. Cela a pu diminuer
I’impact sur les communautés fongiques et empécher de visualiser les différences qui
auraient pu étre obtenues si, a I’inverse, les populations de nématodes fongivores avaient
¢té dominantes dans le milieu. Afin de pouvoir détecter les changements, qui ont pu étre
mesurés dans d’autres cas, une grande pression devait provenir des nématodes

consommateurs (De Mesel et al., 2004 ; Crowther et al., 2011).

Les changements biotiques induits par la manipulation des nématodes ont aussi
engendré d’autres changements biochimiques dont I’augmentation d’azote disponible lors
de la seconde expérience, ce qui s’est traduit par une légere augmentation de rendement,
conformément a ce qui était attendu (Ingham er al, 1985). Par contre, cette différence
significative pour 1’azote n’a été mesurée que pour le NHy et non le NOs. Le deuxiéme
composé azoté étant un €lément trés mobile dans le sol, il est possible que 1’effet n’ait pas
¢été détecté dii a un lessivage rapide lors de I’arrosage (Udawatta et al., 2006). Il est probable
que la prédation des nématodes, qui était en grande partie effectuée par des nématodes
colonisateurs, ait pu remettre en circulation une grande quantité d’azote accessible pour
I’utilisation des micro-organismes et des plantes. Cette augmentation d’azote a pu favoriser
la croissance bactérienne et donc augmenter la quantité de bactéries présentes dans chacun
des pots, ce qui est partiellement validé par la quantification moléculaire. Cela est conforme
a l’augmentation d’activité bactérienne obtenue auparavant dans la littérature
(Traunspurger et al., 1997). Le surplus de minéraux libéré a pareillement pu étre utilisé

pour ’apport aux plantes de facon a augmenter le rendement de la laitue.

Malgré la réussite de la manipulation initiale des nématodes, les communautés étaient
redevenues sensiblement similaires entre les traitements a la fin de cette expérience,
indiquant probablement un faible établissement des inocula, et suggérant que les effets
mesurés sur les bactéries et les processus de dégradation étaient en grande partie sous-
estimés et conservateurs. Si les différences dans les communautés de nématodes avaient
€té maintenues et marquées jusqu’a la fin de I’expérience, nous aurions pu nous attendre a
des effets bien plus importants. Considérant cela, il serait nécessaire d’examiner 1’effet que

pourraient avoir les différentes pratiques culturales actuelles et les produits utilisés dans
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nos champs agricoles sur les communautés de nématodes et leur impact « top-down » sur
les communautés bactériennes. Les conséquences qui en découleraient pourraient affecter
la conservation de nos sols organiques et leur durabilité. Par exemple, le labour est reconnu
pour aérer le sol et favoriser des nématodes bactérivores classés comme colonisateurs ou
opportunistes (Parmelee & Alston, 1986). Cela implique que la prédation des bactéries, a
ce moment, est trés €levée et augmente le taux de minéralisation dans le sol et la
dégradation de la MOS (Coleman et al., 1977 ; Ingham et al, 1985). Les effets des autres
techniques sont moins connus et les impacts des fertilisants ou pesticides restent encore a
déterminer dans la majorité des cas. Par contre, il a ét¢ démontré que la plupart des
perturbations déstabilisant 1’écosystéme étaient nuisibles pour les niveaux trophiques
supérieurs et donc, favorisaient les colonisateurs primaires et la boucle de rétroaction avec

leurs proies (Bongers, 1999 ; Jiang et al., 2017).

Jusqu’a présent, beaucoup de moyens ont été pris pour diminuer la dégradation
associée aux effets abiotiques. Cependant, il est important de considérer les effets biotiques
qui pourraient affecter la dégradation de la MOS. Notre étude a permis de montrer
I’importance des interactions trophiques et I’implication indirecte des nématodes libres, par
la prédation, sur ces processus de dégradation de la MOS et la production d’enzymes
extracellulaires provenant principalement des bactéries. D’autres études avec des
protocoles améliorés seraient nécessaires afin de conclure dans le cas des impacts sur les
communautés de champignons, mais aussi pour renforcer les résultats qui ont déja été
obtenus sur les communautés bactériennes et déterminer les conséquences qui pourraient
étre associées a chacune des pratiques culturales utilisées en agriculture. Connaitre ces
effets précis dans chacun des cas permettrait d’ajuster nos pratiques culturales de facon a
minimiser la dégradation de MOS et possiblement augmenter la durée d’utilisation de cette

ressource essentielle dans le domaine agricole.
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2.6. Annexe
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Figure complémentaire 2.1. Analyse en coordonnées principales (PCoA) montrant la
dissimilarité (Bray-Curtis) entre les communautés de nématodes dans le sol a la fin de
I’expérience d’automne 2021. Les ellipses ont un intervalle de confiance de 95 % autour du

centroide.
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Figure complémentaire 2.2. Analyse de la diversité alpha (Shannon) avec ANOVA pour les
communautés de nématodes dans le sol a la fin de "expérience d’été et d’automne 2021.
Les barres verticales représentent la distribution des données. L’absence de lettre indique

I’absence de significativité (n.s.) pour un seuil de 0,05.
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Figure complémentaire 2.3. Analyse en coordonnées principales (PCoA) montrant la
dissimilarité (Bray-Curtis) entre les communautés de champignon dans le sol a la fin de

I’expérience d’automne 2021. Les ellipses ont un intervalle de confiance de 95 % autour

du centroide.
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Figure complémentaire 2.4. Abondances relatives des geénes liés a la production d’enzymes
extracellulaires extrapolées a partir du profilage des communautés bactériennes par
séquengage d’amplicon pour D’expérience d’été 2021 avec un test Tukey. Les barres
verticales représentent la distribution des données et les lettres montrent une différence

significative des données pour un seuil de 0,05.
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Figure complémentaire 2.5. Régression linéaire des taux de production de quatre enzymes

extracellulaires en fonction de I’humidité lors de la premiere expérience qui se déroulait

durant 1’ét¢ 2021 selon un test GLM (Im, Gaussian).
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3 — Discussion et conclusion générales

Notre expérience a permis de conclure que la prédation des nématodes libres dans le
sol avait un impact important sur les communautés bactériennes et, par le fait méme, un
impact indirect sur les processus de dégradation de la matiére organique dans nos sols. Des
effets significatifs ont été obtenus lors des deux expériences pour plusieurs parametres et
d’autres seulement pour une d’entre elles. La différence de composition des communautés
de bactéries, ainsi que le potentiel de production d’enzymes extracellulaires basé sur le
profilage taxonomique, étaient les valeurs significatives lors de nos deux récoltes de
données. Les traitements nommés Perturbation A et Perturbation D sont ceux qui étaient
les plus significativement différents du controle en termes de composition bactérienne,

mais aussi de potentiel de production d’enzymes extracellulaires.

Méme si les ellipses de la PCoA, des communautés bactériennes a la fin de
I’expérience, se chevauchaient, il était possible de voir la distance entre les traitements
Perturbation A, pour la premicre expérience, et Perturbation D, lors de la seconde
expérience en automne, lorsque comparée a leur controle respectif. La PERMANOVA a
permis de confirmer le tout. Pour ce qui est des enzymes, les deux traitements (A et D)
montraient des variations significatives pour [’abondance relative d’enzymes
extracellulaires pouvant étre produites par la communauté bactérienne, lices a la
dégradation de la matiere organique. Dans les deux cas, les abondances relatives étaient
plus €levées que les traitements Perturbation B et C et que le contrdle qui était associé. Cela
suggere que la vitesse de dégradation dans les pots des traitements A et D aurait di étre
plus grande. Cependant, les tests enzymatiques qui ont été effectués par fluorimétrie et
colorimétrie n’ont pas confirmé cette hausse. Les enzymes extracellulaires qui ont été
dosées directement dans le sol ne montraient pas de différence significative a 1’exception
d’une légere différence pour la CBH lors de la seconde expérience en automne qui était
moins abondante que dans le contrdle. Il est toutefois normal de ne pas obtenir les mémes
résultats puisque tax4fun est un prédicteur d’abondance relative de 1’enzyme désirée en
fonction des geénes produit par les bactéries (ABhauer ef al., 2015) et que la seconde
technique mesure directement la concentration d’enzyme dans le sol (Saiya-Cork et al.,

2002). Certains aspects abiotiques étaient également en mesure d’affecter la seconde
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technique mentionnée. Certaines de ces enzymes ne pouvaient étre conservées durant une
longue période et les mesures auraient pu étre affectées par le pH (Bach et al, 2013) et le
taux d’humidité du milieu (Deforest, 2009). Dans notre cas, le pH ne montrait aucune
variation significative entre les traitements d’une méme expérience. Il était donc possible
que les quantifications soient plus basses que ce qui aurait été obtenu si les mesures avaient
¢été prises tout de suite apres I’expérience a cause de la perte de structure de I’enzyme, mais
ces valeurs étaient tout de méme comparatives considérant que tous les échantillons avaient
subi les mémes variations. Afin d’améliorer cet aspect, il serait nécessaire d’effectuer les
mesures avec un sol frais. Considérant I’impact du pH du tampon sur les résultats il serait
nécessaire de prendre la méthode la plus adaptée pour le pH visé. L’effet de I’humidité
avant correction a été clairement observé et favorisait une augmentation de la production
d’enzymes oxydases au fur et a mesure que le taux d’humidit¢ augmentait ou une
diminution dans le cas du CBH (Fig. 2.10). Dans ce cas-ci, ce qui a été obtenu ne
correspondait pas a ce qui aurait été attendu (Sinsabaugh et al., 2008). Il pourrait étre
pertinent lors d’études similaires d’avoir une autre méthode de quantification comme
tax4fun utilisée au cours de ces expériences pour déterminer s’il y a une corrélation avec
les génes ou non. Cela permet d’avoir un portrait qui est plus représentatif et de déceler des
différences qui ne pourraient nécessairement étre quantifiées a partir du sol. Pour ce qui est
des prochains résultats, méme s’ils n’ont pas été obtenus lors des deux expériences, ils n’en
demeurent pas moins intéressants et pertinents considérant que les manipulations de

nématodes n’ont pas été identiques dans les deux cas.

La quantification bactérienne a montré une hausse significative pour les traitements C
et D comparativement au controle. Cette augmentation est conforme a ce qui est attendu
par la théorie considérant la remise en circulation des minéraux par les nématodes
(Coleman et al., 1977 ; Ingham et al., 1985). Cela vient également appuyer 1’augmentation
d’ammonium qui était obtenue lors de la méme expérience pour ces deux traitements. Cette
augmentation d’azote disponible pour utilisation était d’autant plus avantageuse pour les
pommes de laitue qui avait une productivité accrue. En ce qui concerne la diversité alpha
et le rendement des pommes de laitues, une différence significative n’avait été obtenue que

lors d’une seule des deux expériences en serre. En ce qui a trait a la diversité bactérienne
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plus basse obtenue pour le traitement A lors de la premieére expérience, une correspondance
avec la théorie a pu étre obtenue considérant la grande prédation non sélective a laquelle la
communauté bactérienne a ét¢ soumise (Freckman, 1988). Plusieurs éléments peuvent

expliquer pourquoi les résultats n’ont pas été obtenus lors des deux expériences.

En premier lieu, cette différence peut étre en partie associée a la variation de
composition des inocula de nématodes entre les deux expériences, mais aussi a la
convergence des populations de nématodes, initialement différentes, qui avait été¢ observée
a la fin de ’expérience. Les résultats sont donc trés conservateurs et pourraient étre encore
plus importants lors de modifications majeures causées par des perturbations humaines
dans nos champs agricoles (Ettema & Bongers, 1993, Neher, 2001). Afin d’obtenir des
résultats qui comprendront une conservation des manipulations de nématodes effectués au
début de I’expérience, il est nécessaire de revoir le processus d’extraction, de tester la
survie de différentes populations de nématodes et de se questionner sur les milieux de
prélevement et les impacts que pourrait avoir le transfert sur la survie a long terme des
individus et leur taux de reproduction (Bongers, 1990, Bongers, 1999). 1l serait ¢galement
pertinent de prendre des mesures au cours de 1’expérience pour déterminer la facon dont
les communautés sont modifiées dans le temps et les causes de ces modifications.
Deuxiémement, il est important de considérer que les populations de nématodes ajoutées
lors des deux expériences n’étaient pas les mémes et ne pouvaient donc pas étre comparées
directement en ce qui a trait aux effets obtenus. Lors de la premiére expérience, les
communautés de nématodes étaient dominées par des cp-2, alors que lors de la seconde
expérience, les nématodes étaient majoritairement des cp-1 (Yeates & Bongers, 1999). 1l
est donc possible que cette majorité de cp-1 ait eu des effets plus prononcés a cause de la

plus grande prédation qui leur est habituellement attribuée.

Pour ce qui est des champignons, aucune donnée montrant des différences
significatives n’a été obtenue pour les communautés fongiques. Il n’a donc pas été possible
de confirmer notre hypothése ou de I’infirmer. Cela peut étre causé par différents facteurs.
Les perturbations d’un milieu peuvent grandement affecter la diversité fongique (van der
Gast et al., 2011) et les nématodes qui ont ét¢ majoritaires dans le milieu étaient

bactérivores. Les changements associés a la prédation des nématodes sont observables
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principalement dans les milieux ou la pression de prédation est forte (Crowther et al., 2011 ;
De Mesel et al., 2004). Ce qui n’est pas le cas de la prédation des champignons dans ce
cas-ci. Afin d’améliorer le dispositif expérimental, il serait nécessaire d’avoir une
population de nématodes majoritairement fongivores. De plus, il aurait été pertinent de
séquencer les communautés fongiques au début de I’expérience pour permettre une
comparaison et confirmer s’il y a bien une perte de diversité et mieux interpréter cette
modification. Il serait également pertinent d’allonger la durée de ’expérience afin
d’observer une variation plus prononcée dans la communauté de champignons et de varier

les supports végétaux utilisés.

Les différences entre les données pour la quantification visuelle des nématodes dans
chaque pot et la production de CO> ne montraient pas de données significatives non plus.
Pour le nombre de nématodes, considérant la convergence mentionnée, il est normal de ne
pas voir de tendance. En ce qui a trait au COg, la production reliée a I’activité basale
microbienne ne variait pas significativement. Il est possible que la technique utilisée ne soit
pas la plus appropriée dans ce cas-ci ou que des ajustements au protocole soient nécessaires.
Différents protocoles sont disponibles pour mesurer I’activité d’enzymes spécifiques. Il
serait toutefois intéressant d’effectuer une étude sur I’efficacité des protocoles et la

comparaison des parametres idéaux pour 1’utilisation des différents tests enzymatiques.

Afin d’améliorer I’expérience, il serait intéressant de mesurer la production de CO- de
facon constante, afin d’observer les différences d’activités au fil du temps. Il serait
nécessaire d’approfondir nos connaissances sur les liens trophiques dans le sol,
principalement, de fagon « top-down » et d’augmenter nos connaissances sur les différentes
especes de nématodes retrouvées, afin de comprendre 1’impact des perturbations sur
chacune d’elles et déterminer leur role dans le cycle du carbone. Il serait également
pertinent de tester le point de tolérance des différentes especes de nématodes, mais aussi
leur adaptabilité dans différents milieux pour déterminer la méthode expérimentale la plus
adéquate pour obtenir des populations de nématodes diversifiées. Cela permettrait de
réduire la mortalité sur le court terme et I’installation des inocula de nématodes dans un
nouveau milieu sur le long terme. De plus, il serait nécessaire de tester I’effet qui peut

découler d’inocula de différentes tailles. Pour finir, des connaissances plus approfondies
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devront également tre obtenues sur les fonctions des différentes familles de bactéries dans
le sol et leurs fonctions spécifiques. Plusieurs études sont disponibles, mais celles
spécifiques aux bactéries en sol organique sont moins nombreuses. Une fois que ces
connaissances seront solidifiées et que de nouvelles études, ayant été en mesure de
conserver les variations de nématodes dans le temps, seront faites, la prochaine étape serait
d’effectuer des expériences en champs, afin de comparer différentes techniques agricoles,
qu’elles soient considérées comme perturbations fortes ou perturbations tres faibles, et leurs
impacts sur les communautés de nématodes (Yeates et al., 1999), ainsi que les
conséquences sur les communautés de bactéries et de champignons qui en découlent.
Plusieurs études ont été effectuées en milieu agricole sur les nématodes, mais sans
nécessairement aller chercher les conséquences sur les autres communautés de micro-
organismes. Cela permettrait aussi d’inclure les paramétres abiotiques qui €taient régulés

lors de notre étude.
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Annexe générale
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Figure complémentaire 1. Dispositif expérimental dans la serre du centre de recherche de

Saint-Jean-sur-Richelieu.
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