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Résumé

Le priming effect (PE) est la sur-minéralisation de la matiere organique du sol (MOS) apres
un apport de matiere organique fraiche. Ce phénomeéne serait généré par deux mécanismes
distincts, la décomposition stoechiométrique et le « nutrient mining », ayant leur propre
dynamique, leurs propres acteurs, leurs propres déterminants et leur propre stock de MO
ciblés. Le premier serait plutot lié a la séquestration de MO dans les sols et I'autre a sa
déstabilisation. Comprendre comment piloter I'équilibre entre ces processus a travers les
pratiques agricoles, permettrait d’améliorer durablement la fertilité des sols cultivés en milieu

tropical dans un contexte de changement climatique.

Pour identifier les déterminants, les acteurs et les effets du climat et des pratiques agricoles
sur les différents processus générateurs de PE, nous avons combiné la caractérisation
physicochimique des sols, la caractérisation des communautés microbiennes et le suivi de la
minéralisation des MO par les techniques isotopiques. Ainsi, nous avons pu identifier
différentes populations bactériennes et fongiques, associées a chacun des processus, que
nous avons classées dans des guildes fonctionnelles. La taille de ces guildes déterminait
I’équilibre entre les processus, et était corrélée a la qualité de la MO présente dans le sol. Plus
précisément, nous avons montré que le PE stcechiométrique était favorisé dans les sols
enrichis en matiere organique peu évoluée et en nutriments N et P, entretenant donc une
forte communauté de décomposeurs. Ces décomposeurs devaient ainsi limiter 'accés des
mineurs a la nouvelle matiére organique fraichement apportée et limiter le PE par « nutrient
mining ». Sur parcelles agricoles, nos résultats suggéraient que le non labour, I'association
légumineuses-céréales, et 'apport de compost favorisaient ces décomposeurs responsables
du priming effect stoechiométrique et donc potentiellement la stabilisation durable de la

matiere organique dans les sols.

Mots-clés : priming effect, diversité microbienne, matiere organique, phosphore, ferralsols



Abstract

The priming effect (PE) is the supplementary mineralization of soil organic matter (MOS)
after the addition of fresh organic matter. This phenomenon would be generated by two
distinct mechanisms, stoichiometric decomposition and "nutrient mining", having their own
dynamics, their own actors, their own determinants and their own MO stock targeted. The
first would be related to the sequestration of MO in the soil and the other to its destabilization.
Understanding how to manage the balance between these processes through agricultural
practices, would allow to improve the fertility of soil cultivated in a tropical environment in a

context of climate change.

To identify the determinants, actors and effects of climate and agricultural practices on the
various processes generating PE, we have combined soil physicochemical characterization,
characterization of microbial communities and monitoring of mineralization of MO by isotopic
techniques. Thus, we were able to identify different bacterial and fungal populations,
associated with processes, which we classified in the functional guilds. The size of these guilds
determined the balance between the processes, and was correlated with the quality of the
MO present in the soil. Specifically, we showed that stoichiometric PE was favored in soils
enriched with high quality organic matter and nutrients, N and P, thus maintaining a strong
community of decomposers. These decomposers also limit the access of miners to the
provided new organic matter hence limiting PE by "nutrient extraction". On agricultural plots,
our results suggest that non-tillage, legume-cereal rotations and compost amendments favor
these decomposers responsible for the stoichiometric priming effect and thus potentially the

long-term stabilization of organic matter in soils.

Key words: priming effect, microbial diversity, organic matter, phosphorus, ferralsols
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I. Lesol: une boite noire a explorer

I.1. Définition

Le sol, présent sur les surfaces émergées du globe est formé d’une phase solide
comprenant les minéraux et la matiére organique (MO), d’une phase liquide constituée de
solution de sol, et d’'une phase gazeuse. Il peut atteindre quelques décimétres a plusieurs
meétres de profondeur et est organisé en plusieurs horizons. Les horizons du sol se distinguent
les uns des autres par des critéeres comme la couleur, la texture et la structure. La couleur du
sol traduit les variations en constituants organiques et en oxydes et la structure traduit les
variations d’assemblages des constituants minéraux et organiques. Les sols résultent de
I"altération, sur plusieurs millénaires, des roches meres sous-jacentes faisant ainsi du sol une
ressource non renouvelable a I'échelle d’une vie humaine. La formation des sols dépend de la
nature de la roche, de la topographie, de I’action du climat, des transformations chimiques

des solutions en contact avec les roches et de I'activité biologique (Soil Survey Staff, 1999).

I.2. Milieu hétérogéene

A I'échelle de I'horizon, le sol est organisé en agrégats de tailles variables résultant du
réarrangement des particules qui le constituent. Les agrégats sont donc constitués de sables,
limons, argiles, matieres organiques, poils racinaires, microorganismes et de dérivés
microbiens. Leur formation, étudiée et discutée depuis les années 1900, est conditionnée par
les teneurs en carbone organique, en argile et carbonate mais également par I'activité
biologique (faune du sol, microorganismes, racines) et par les conditions environnementales
(Six et al., 2004 ; Bronick and Lal, 2005 ; Fortuna, 2012). De nombreuses théories ont été
posées pour expliquer la distribution et la stabilité des agrégats et ainsi ’hétérogénéité
spatiale du sol. Tisdall et Oades (1982) ont proposé un concept de hiérarchie des agrégats
postulant que les particules primaires du sol seraient d’abord liées ensemble dans les micro-
agrégats par des agents liants persistants (complexes de cations métalliques, matiére
organique humifiée, argiles,...). Ces micro-agrégats stables seraient ensuite liés ensemble par
des agents liant transitoires (hyphes fongiques, racines, polysaccharides microbiens,...) pour
former les macro-agrégats (Six et al., 2004). En 1984, Oades a ensuite émis I’hypothése qu’a
I'issue de la décomposition des agents liants des macro-agrégats, les micro-agrégats stables
se formaient autour de la matiere organique nouvellement humifiée au centre des macro-

agrégats apres la décomposition des agents liants des macro-agrégats (Six et al., 2004).
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Les micro-agrégats ont un diametre allant de 20 a 250 um et sont formés a partir de
molécules organiques liées a I'argile et a des cations polyvalents. Les macro-agrégats ont un
diametre allant de 250 um a plusieurs centimetres et sont formés autour de matieres

organiques particulaires (Six et al., 2004; Bronick and Lal, 2005; Fortuna, 2012).

Le sol présente également un réseau de macro- et micropores constituant 50% de son
volume total et permettant la diffusion des phases gazeuses et liquides. Les macropores, d’un
diameétre supérieur a 10 um et situés entre les agrégats et a l'intérieur des macro-agrégats,
permettent la circulation de I'eau. Les micropores, d’'un diamétre inférieur a 10 um et situés
dans les micro-agrégats, permettent la rétention de I’eau capillaire (Monrozier et al., 1991 in
Ranjard and Richaume, 2001). La surface interne des pores est également hétérogene dans sa
composition en matériaux inorganiques et organiques. Ce réseau permet ainsi la coexistence
de pores saturés et désaturés (Young et al., 2008) entrainant des gradients en eau, en solutés
minéraux et en conditions chimiques (Carminati et al., 2008 in Young et al., 2008). Le sol a
longtemps été considéré comme une boite noire opaque au fonctionnement chaotique car il
est caractérisé par une hétérogénéité spatiale et temporelle. De plus, plus les études se
concentrent sur de petites échelles d’organisation, plus I'hétérogénéité du sol et la diversité

biologique sont grandes.

I.3. Ecosysteme complexe

Plus gu’un support physique, le sol crée une mosaique d’habitats connectés, qui est a
I'origine de la distribution hétérogéne de la biodiversité et de I'activité microbienne (Ranjard
and Richaume, 2001 ; Tarlera et al., 2008 in Young et al., 2008). Ainsi, le sol est un écosysteme
a l'interface de la lithosphere, de I'atmosphére, de I’hydrosphére et de la biosphére dont Ia
complexité est le principal déterminant de sa diversité (Young et al., 2008). Cependant, les
relations entre I’'hétérogénéité de distribution des micro-habitats et les fonctions du sol sont

encore mal connues.

Le sol est un milieu ou tous les domaines du vivant sont représentés. Un gramme de sol
peut contenir 6000 génomes bactériens, plusieurs meétres d’hyphes fongiques et un grand
nombre d’animaux (Fortuna, 2012). Les organismes du sol peuvent étre classés selon leur
taille. La macrofaune regroupe les organismes de I'ordre du centimétre tels les enchytréides,
vers de terres et macro-arthropodes. La mésofaune regroupe les organismes de I'ordre du

millimetre tels les micro-arthropodes, collemboles et mites. La microfaune regroupe les
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organismes de I'ordre de 10-100 micrometres tels les nématodes et protozoaires. Enfin, les
microorganismes regroupent les bactéries et les champignons. Le sol peut abriter plus de 10°
bactéries par gramme représentant 4000 a 7000 génomes différents. Les organismes du sol

peuvent également étre classés en grands groupes fonctionnels :

- Les décomposeurs, ou ingénieurs chimiques, principalement microbiens, sont
impliqués dans le recyclage de la MOS et les cycles biogéochimiques.

- Les microrégulateurs, appartenant principalement a la microfaune, régulent les
populations microbiennes par prédation.

- Les ingénieurs du sol, comprenant des organismes de la macrofaune et de la
mésofaune, participent a la structuration du sol et a la dégradation de la matiere
organique fraiche (MOF) arrivant au sol.

La distribution spatiale des microorganismes et de leur activité a été décrite a des échelles
allant de lI'individu au paysage (Maron et al., 2011). Elle résulte de I'influence de parametres
environnementaux mais également de parametres intrinseques a la communauté
microbienne (Ettema and Wardle, 2002 in Young et al., 2008). Une analyse géostatistique de
la distribution de PLFA a montré que des sous-ensembles des communautés et leur capacité
a utiliser différents substrats étaient spatialement organisés en patch de différentes tailles

(Ritz et al., 2004 in Young et al., 2008).

Les contraintes de diffusion des cellules microbiennes et de la faune sont considérées
comme les principaux déterminants de la diversité, de la distribution et des interactions entre
groupes fonctionnels. Les ingénieurs du sol, tels les vers de terre, peuvent ingérer les
microorganismes du sol. |l a été supposé que le contact avec le mucus des vers de terre, riche
en éléments, permettait d’activer les bactéries en dormance dans le sol. Ce contact peut se
passer dans le tube digestif ou sur les parois des galeries des vers de terre et induirait une
augmentation de la respiration microbienne (Bernard et al., 2012). La présence de
protozoaires et nématodes entraine un changement de la composition des communautés
bactériennes, ce qui implique qu’il existe une prédation sélective des bactéries. Les
nématodes et protozoaires bactérivores présentent différents modes de prédation et
d’ingestion des cellules bactériennes (Rgnn et al., 2012). Les protozoaires sont capables de
capturer les bactéries passivement par interception directe, par filtration ou par I'élaboration
de pieges ou activement par prédation des bactéries présentes a la surface des pores (Rgnn

et al., 2012). Les nématodes ingerent les bactéries par aspiration et filtrage de la solution du
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sol et ont la capacité de dégrader physiquement les amas de bactéries et la paroi des cellules
(Rgnn et al., 2012). Ainsi la prédation contribue a la régulation des populations bactériennes.
Cependant, l'intensité de prédation dépend de la texture du sol (Ranjard and Richaume,

2001).

Les nématodes semblent pouvoir se nourrir de protozoaires. Il a été observé que la
prédation de protozoaires pouvait avoir une importance dans le transfert de la biomasse
bactérienne vers les niveaux trophiques supérieurs quand les nématodes sont dans

I'impossibilité d’atteindre ou d’ingérer les bactéries (Rgnn et al., 2012).

En raison de la structuration du sol, les interactions entre groupes fonctionnels sont
concentrées dans des micro-habitats tels que la rhizosphére qui est riche en matiéere
organique labile provenant de la rhizodéposition (exsudation racinaires, cellules de la coiffe,
racines sénescentes...). Ces rhizodépbts stimulent la biomasse et I'activité microbienne a la
surface des racines et font que la rhizosphére est une zone d‘activité microbienne et
d’interactions entre groupes fonctionnels (Bonkowski, 2004). La communauté activée par les
exsudats racinaires est typiqguement constituée de bactéries a croissance rapide entrant en
compétition avec les plantes pour les nutriments et immobilisant les nutriments. Mais ce
désavantage pour les plantes est temporaire puisque l'augmentation des populations
bactériennes attire les prédateurs qui controlent fortement ces populations. La prédation
mene a une re-minéralisation des nutriments provenant de la biomasse microbienne, les

rendant ainsi a nouveau disponibles pour les plantes (Bonkowski, 2004).

Dans ce travail de thése nous nous sommes restreints aux décomposeurs car ils sont a la
base des transformations des matiéres organiques et donc au coeur des réactions de recyclage

du carbone (C) et des nutriments.

I.4. Les services écosystémiques fournis par le sol

Les sols étant des systémes dynamiques, ils génerent une multitude de fonctions soutenant
plusieurs services écosystémiques. Les services écosystémiques peuvent étre définis comme
des flux bénéfiques découlant des atouts naturels et remplissant les besoins humains
(Adhikari and Hartemink, 2016). Ceux rendus par le sol dépendent des processus du sol et de
ses propriétés physico-chimiques et biologiques ainsi que de [linteraction entre

compartiments minéral et biologique du sol (Adhikari and Hartemink, 2016; Jonsson and
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Davidsdottir, 2016; Dominati et al., 2010). Relativement peu d’études ont lié les propriétés
des sols aux services écosystémiques en zone Africaine (Adhikari and Hartemink, 2016;

Jonsson and Davidsdéttir, 2016; Dominati et al., 2010).

Le Millenium Ecosystem Assessment (2005, MEA) a regroupé les services écosystémiques
en 4 catégories : les services (i) de support, (ii) d’approvisionnement, (iii) de régulation, et (iv)
culturels. Les sols sont a la base de la fourniture de la plupart de ces services (Adhikari and

Hartemink, 2016; Jénsson and Davidsdottir, 2016; Dominati et al., 2010).

Les processus du sol permettent notamment la maintenance de I'équilibre dynamique
supportant la fourniture de plusieurs services écosystémiques (Dominati et al., 2010). lls
fournissent un réservoir de biodiversité qui favorise la résilience du sol aux perturbations. Le
développement des sols fournit notamment les couches arables du sol, environnement
physique nécessaire a I'agriculture. Le sol permet également la régulation du recyclage des
nutriments qui maintient ainsi sa fertilité via les échanges d’éléments minéraux entre ses
composantes abiotiques et abiotiques. Enfin, les sols abritent une partie du cycle de I'eau et
fournissent ainsi une réserve en eau potable. Les sols fournissent également des services de
régulation (Adhikari and Hartemink, 2016; Jonsson and Davidsddttir, 2016; Dominati et al.,
2010). Le sol permetle contrble biologique des parasites et maladies via compétition,
prédation et parasitisme. Il permet également la régulation du climat et des émissions de gaz
a effet de serre. Le sol a une capacité de stockage et rétention d’eau qui réduit I'impact des
inondations, secheresses et de I'érosion. La biodiversité du sol joue également un role
important dans la décomposition et dégradation de la MO mais aussi des composés toxiques.
Les sols fournissent également des services d’approvisionnement (Adhikari and Hartemink,
2016; Jonsson and Davidsdéttir, 2016; Dominati et al., 2010). Le pouvoir tampon et la capacité
de filtration du sol sont des services cruciaux les réserves d’eau potable souterraines et de
surface. Les sols fournissent un support physique pour les infrastructures urbaines,
I'agriculture et I'élevage. lls sont également utilisés directement par I'homme comme une
source de matiére premiere pour les constructions urbaines ou les médicaments. Enfin, les
sols fournissent des services culturels et esthétiques tels que le maintien des archives
géologiques, écologiques et archéologiques (Adhikari and Hartemink, 2016; Jonsson and
Davidsdéttir, 2016; Dominati et al., 2010). Plusieurs études ont notamment souligné le role

important des sols dans plusieurs services écosystémiques tels que la séquestration de
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carbone et le support de la sécurité alimentaire (Lal, 2004 in Adhikari and Hartemink, 2016).
Cependant, comme pour toute ressource naturelle, la formation et la dégradation du capital
sol évolue avec le temps (Dominati et al., 2010) faisant ainsi du maintien de sa durabilité un

des enjeux planétaires actuels.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes concentrés sur les services de régulation du
climat et de fertilité des sols via le stockage de carbone (C) et le recyclage des nutriments. Ces
deux services sont notamment liés a I'activité des organismes du sol mais également aux
propriétés physico-chimiques du sol. Le sol peut agir comme source mais également comme
puits de carbone via le stockage de C organique. L'amélioration du stock de matiere organique
(MO) dans les sols permettrait d’augmenter sa fertilité en favorisant le recyclage des

nutriments ainsi incorporés avec le carbone.

I.5. Les enjeux actuels

Le sol est fondamental, non renouvelable a I'échelle humaine et irremplagable car il
gouverne la productivité végétale et maintient les cycles biogéochimiques grace a la
dégradation des composés organiques par les microorganismes. Cependant, il est soumis a la
pression croissante du changement de la couverture végétale et des pratiques agricoles
(Smith et al., 2016). La déforestation a causé en moyenne 25% de perte de carbone du sol.
Entre 2000 et 2010, la déforestation a principalement touché les régions tropicales et le
déboisement dans ces régions émet 3 fois plus de carbone par tonne de production annuelle
gue dans les régions tempérées (Smith et al., 2016). La population mondiale a dépassé 7
milliards d’habitants en 2016. Pour nourrir correctement une telle population, la production
végétale destinée a I'alimentation des hommes et du bétail devra doubler dans I’ensemble du
monde. Les terres aujourd’hui exploitées représentent environ la moitié des terres arables et
les techniques durables sont sous-utilisées. La production végétale devra ainsi tripler dans les
pays en développement, voire quintupler en Afrique pour assurer la sécurité alimentaire
(Mazoyer, 2008). Pour cela, I'activité agricole devra étre étendue et durablement intensifiée
sans porter atteinte a I’écosystéme. Le sol étant un bioréacteur structurellement dynamique,
son fonctionnement pourrait, en principe, étre optimisé pour atteindre des objectifs de
production en influengant sa dynamique et plus particulierement celle des éléments nutritifs
(Young et al., 2008). La durabilité des agrosystémes passe ainsi par une gestion « écologique »

de ces systémes. Il est ainsi nécessaire de passer a des pratiques agricoles tenant compte du
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fonctionnement et de I’équilibre dynamique des écosystemes pour renforcer la résilience des
agrosystemes. De plus, passer de monocultures a des polycultures, des systemes
agroforestiers ou des rotations de cultures renforcera la résilience des agriculteurs et des
communautés rurales face aux aléas climatiques (Altieri et al., 2015). Ce changement a été
initié avec I'agroécologie et I'ingénierie écologique permettant I'exploitation et I'optimisation
des processus écologiques fournissant des services écosystémiques (FAO, 2014 ; Altieri et al.,

2015).

Un des principaux enjeux actuels est également la mitigation du changement climatique.
Les activités humaines sont responsables d’'une augmentation des teneurs en gaz a effet de
serre dans |'atmospheéere. L’instabilité climatique et météorologique affectera
I"approvisionnement et I'accés a la nourriture, altérant ainsi la stabilité économique et sociale
des états. Les sols jouent un réle important dans la régulation du climat car ils représentent
un stock de 2400 Gt de carbone (C) stocké sous forme de matiére organique (IPCC, 2013).
Ainsi, en fonction de leurs propriétés, du climat ou de l'usage des terres, les sols peuvent
libérer du CO; dans I'atmosphére ou se comporter comme un puits de C (Lal, 2004; Bradford
et al., 2016). Un des leviers majeurs pour stopper I'augmentation de la concentration de CO2
atmosphérique serait d’accroitre, a I’échelle mondiale le stock de C dans le sol de 0,4 %
(Paustian et al., 2016). C'est dans cet optique que le gouvernement francais a proposé, lors
de la COP21, linitiative «4 pour 1000 pour la sécurité alimentaire et le climat »
(http://4p1000.0rg/). Cette initiative a pour objectif d’agir au niveau mondial pour un meilleur
stockage du C dans les sols agricoles (Freibauer et al., 2004; Minasny et al., 2017). Une
augmentation du stock de C organique des sols permettrait ainsi de lutter contre
I"augmentation d’émission de gaz a effet de serre (Bradford et al., 2016) mais serait également
bénéfique pour la fertilité des sols, a condition que la MO stockée soit une matiére organique

évoluée riche en nutriments (Batjes and Sombroek, 1997; Minasny et al., 2017).

Ces enjeux nécessitent une amélioration des connaissances mondiales sur les sols pour
comprendre l'effet des changements d’usage et des changements climatiques sur les
propriétés du sol a I'échelle planétaire (Smith et al.,, 2016). lls nécessitent également
I'implication locale des agriculteurs, de leurs savoirs, savoir-faire et besoins. L'agriculture
traditionnelle est un réservoir de savoirs et savoir-faire qui pourraient aider les agrosystemes

modernes a résister aux aléas climatiques. D’autant plus dans les pays des zones tropicales et
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en développement qui souffriront plus et plus rapidement des effets du changement
climatique sur leurs productions végétales a cause de conditions agro-climatiques, socio-

économiques et technologiques défavorables.

I.6. L’Agroécologie

Environ 38% des terres émergées est utilisée pour la production alimentaire, faisant ainsi
de I'agriculture I'activité humaines perturbant la plus grande surface des terres émergées
(Wilson and Lovell, 2016). Des pertes de sol sont constatées dans plusieurs paysages agricoles
et la qualité des sols restants tend a diminuer. Pour contrecarrer ces pertes, |'agriculture
moderne est devenue dépendante des intrants (énergie fossile, fertilisants) et des
monocultures de variétés génétiqguement sélectionnées pour leurs rendements sont
propagées a travers le monde. Or il a été observé que cette uniformité génétique des cultures
a I'échelle du paysage a rendu les cultures plus sensibles aux aléas climatiques et aux
ravageurs entrainant, dans I’Histoire, plusieurs crises alimentaires (Altieri et al., 2015). De
plus, ces pratiques agricoles entrainent une dégradation des écosystémes et des contraintes
sociales (Gliessman, 2014 in FAO 2014). Dans ce contexte, I'agroécologie est apparue comme

une alternative a I'agriculture conventionnelle dés les années 1920.

Le terme d’agroécologie est apparu dans la littérature scientifique dans les années 1930
et faisait référence aux études scientifiques des interactions biologiques entre les
monocultures et les différents composants des agrosystemes a I'échelle de la parcelle (Sicili,
2014). C'est dans les années 1960 que |'agroécologie s’est progressivement élargie pour
englober une approche interdisciplinaire des agrosystemes liant les considérations
agronomiques, écologiques, socio-économiques et politiques (Gliessman, 2014 in FAO 2014).
Mais c’est durant les années 1980, qu’apparaissent les premiers programmes de recherche
promouvant les pratiques agroécologiques dans les pays développés et en développement,

notamment au Mexique et en Amérique du Sud (Gliessman, 2014 in FAO 2014).

L'agroécologie a été définie comme un domaine ol la science, la pratique et les
mouvements sociaux convergent. La définition la plus communément utilisée pour
I'agroécologie est « I'application de concepts et principes écologiques pour concevoir et gérer
des agroécosystemes durables ». Pour cela, I'agroécologie est basée sur plusieurs principes
remettant le fonctionnement des écosystémes au coeur des processus de production ou la

nature est considérée comme un support de la production (Sicili 2014). Parmi ces principes,
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on compte le recyclage et l'utilisation optimale des matieres organiques et énergies de
I’exploitation, I'utilisation des fonctions écologiques et des synergies de |'agroécosystéme, la

diversité spécifique et génétiques des cultures et 'utilisation de variétés locales.

L'objectif de I'agroécologie est de faire des agrosystemes des systemes durables
équilibrant viabilités économique et écologique. Plusieurs systémes agricoles traditionnels
offrent un éventail de gestions des systemes favorisant la résilience des agroecosystemes
telles que le non-labour, le mélange de cultures, les jachéres, I'intégration agriculture-élevage
(IAE) et I'agroforesterie (Gliessman, 2014 in FAO 2014). Le non-labour, ou le labour minimum,
permet d’améliorer la structure des sols. Le mélange de cultures permet de favoriser la
biodiversité du sol. La mise en place de jachéere ou de cultures de couverture permet le
renouvellement des stocks de nutriments dans les sols. L'IAE permet |'utilisation optimale des
MO favorisant ainsi le recyclage des nutriments. L'agroforesterie permet le maintien et
I'amélioration de la structure et de la fertilité des sols. Ainsi les pratiques agroécologiques
soutiennent la sécurité alimentaire en permettant aux agriculteurs de stimuler et diversifier

leurs production, de stabiliser les rendements et de diminuer la dépendance aux intrants.

Cependant, I'intégration des connaissances et savoir-faire des agriculteurs locaux n’est pas
suffisante en agroécologie. Une bonne connaissance des processus sous-jacents est
également nécessaire pour proposer des pratiques adéquates aux contextes et attentes

. o ) locales. Les avantages de
Evénement cllmathue extréme

I’expansion de |’agroécologie a

travers le paysage incluraient

une plus grande agrobiodiversité

et ainsi une plus grande

résilience climatique (Altieri et

Diversité des Matrice complexe Gestion ‘du sol et al. , 2015 ) .
cultures de paysage de l'eau
Plusieurs stratégies
g ™
X Matiére Couverture du 4 ; A
[ Agroforesterie ] Polycultures J [ organique [ <ol J agroécologiques peuvent étre
.
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Figure 1 : Pratiques agroécologiques soutenant la résilience de vulnérabilité aux changements
I'agroécosysteme face aux changements climatiques
climatiques et pour améliorer la
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production de biomasse tout en stockant du carbone dans les sols (Fig.1 ; Altieri et al., 2015 ;

Derrien et al., 2016).

La premiére est la gestion du stock de matiére organique du sol (MOS). La MOS est
essentielle au bon fonctionnement des processus écologiques car elle favorise I'activité
biologique et de bonnes caractéristiques physiques et chimiques ; elle est la source d’énergie
de I'écosystéme. Elle améliore la rétention d’eau dans les sols mais aussi I'lagrégation des sols
de surface et favorise une biodiversité pouvant influencer la productivité du sol (Altieri et al.,
2015). Le stockage et la stabilisation de C dans les sols agricoles dépendent en premier lieu
des usages des 30 premiers centimétres des sols (Derrien et al., 2016). Ainsi, I'intensité de
préléevement des végétaux (récoltes, paturages, etc.) peut également étre compensée par
I'apport de matieres organiques exogenes tels que les déjections animales, les composts ou

les résidus de cultures.

Le choix des especes végétales cultivées a également un effet sur la qualité chimique des
MOS. Cela modifie les processus sous-jacents au cycle du C dans les sols ainsi que la stabilité
de cette MOS. Par exemple, I'association de légumineuses et de graminées favorise le
stockage de carbone dans le sol. De plus, la mise en ceuvre de pratiques permettant le
maintien d’un couvert végétal permettrait d’augmenter les entrées de MO au sol et ainsi les

entrées de C (Derrien et al., 2016).

Les pratiques d’agroforesterie, combinant arboriculture et cultures vivriéres, permettent
la réduction de I’érosion du sol et du lessivage des nutriments et pesticides, la séquestration
de carbone, 'amélioration de la qualité du sol et le maintien de la biodiversité du sol. De plus,
I'agroforesterie peut fournir aux exploitants agricoles des sources complémentaires de

revenus telles que la production de fruits ou de bois de chauffe (Wilson and Lovell, 2016).
I.7. Conclusion

Le sol est un écosysteme qui a longtemps été considéré comme un simple support des
activités humaines. Il a été géré sans prise en compte de tous les compartiments qui le
constituent, de sa complexité et de son fonctionnement impliquant une grande diversité
biologique. Le sol est de plus fortement perturbé par I'activité humaine et I'agriculture
représente la plus grande surface des terres émergées exploitées pour leurs services

écosystémiques. L’agriculture a longtemps été pratiquée en s’affranchissant des capacités du
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sol pour en tirer des services écosystémiques. Cela a ainsi entrainé une perturbation de
I’équilibre fonctionnel des sols, une érosion accrue entrainant une perte rapide du carbone
stocké dans les sols. Le sol est le compartiment de la biosphére contenant le plus de carbone
avec un stock de 2500 Gt de C dont en 1500 Gt présents sous forme organique et 950 Gt sous
forme inorganique. Ainsi, une déstabilisation méme partielle de ce stock peut entrainer des
variations conséquentes des concentrations atmosphériques en gaz a effet de serre (CO;
notamment). De plus, la conversion de sols « naturels » en sols agricoles entraine, en
moyenne, une diminution du stock de carbone de 60% dans les sols des régions tempérées et
d’au moins 75% dans les sols des régions tropicales (Lal, 2004). Ainsi, I'objectif actuel des
agronomes et des chercheurs est de trouver les pratiques agricoles qui vont permettre une
augmentation des stocks par la stabilisation du carbone dans les sols. Pour cela, il est
nécessaire de comprendre la dynamique des MOS et de connaitre les mécanismes conduisant

a leur humification.

Il. Matiére organique : élément central de I’écosystéme sol

11.1. Définition et rble

La matiere organique du sol (MOS) est constituée de composés tres divers allant des débris
et matériaux végétaux, encore reconnaissables a I'ceil nu, aux petites molécules du type acides
carboxyliques, protéines, acides gras, etc. (Litzow et al., 2006 ; Lehmann and Kleber, 2015).
La composition de cette MOS est dépendante des entrées en végétaux, dont la nature et la
fréquence sont déterminées par le couvert et les pratiques agricoles en parcelles cultivées. La
nature de la MOS est également le résultat et de la décomposition microbienne, les
microorganismes étant a |'origine de la dynamique de transformation de ces résidus végétaux
en MO évoluée communément appelée humus. Comme déja énoncé précédemment, la MOS
est la forme principale de stockage de carbone dans le sol (1550 Gt C) ; elle a donc un role
majeur dans la régulation du climat (Derrien et al., 2016 ; Agren, 2010). Mais la MO évoluée,
qui en compose la grande majorité, est également riche en N et P, ce qui lui confere un réle
de réservoir en nutriments pour les plantes et donc un réle central dans la fertilité du sol. La
MOS sous sa forme humifiée se complexe avec les minéraux, et notamment les argiles, pour
donner des complexes argilo-humiques qui conferent au sol sa structure et sa résistance a

I’érosion. Enfin la diversité physique et biochimique de ses composés génere une diversité de
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micro-habitats permettant d’abriter une multitude de microorganismes spécialisés dans la

décomposition de chacun de ces composés.

11.2. Nature et composition

La MOS englobe la matiére organique vivante (organismes du sol, racines de végétaux...),
la matiere organique fraiche (MOF), constituée de résidus végétaux et d’exsudats racinaires,
et la matiére organique évoluée (MOE) composée de résidus microbiens, de matériaux
végétaux non reconnaissables et de substances humiques (Kégel-Knabner, 2002; Schaeffer et
al., 2015). Elle forme ainsi un continuum constitué d’un large spectre de matériaux organiques
(Fig. 2), issus de la litiere et des produits microbiens, de différentes structures moléculaires
(Knicker, 2011; Cotrufo et al., 2013; Thiessen et al., 2013) et qui sont a différents étapes de
décomposition (Lehmann and Kleber, 2015; Schaeffer et al., 2015).

Débris végétaux

Formation d’agrégats,
Adsorption sur
Les surfaces minérales

Formation
d’agrégats

Formation
d’agrégats

Stabilisation dans le sol

Figure 2 : Continuum de matiéres organiques dans les sols (d'apres Lehman et Kleber, 2015)

La MOS dérivée de la matiére végétale est constituée a 50% de C. Ce carbone y est présent
sous de nombreuses formes chimiques allant des composés solubles a faible poids moléculaire
a des lipides insolubles et des monomeéres a des polyméres complexes (Cotrufo et al., 2013).
La MOS dérivée des microorganismes du sol est principalement constituée de protéines,
lipides et chitine fongique mais également d’azotes non protéiques, polysaccharides et
composés aromatiques (Kallenbach et al., 2016). Dans le sol, la MO correspond a un
continuum d’état entre la MO labile riche en carbone a signature végétale, et la MO évoluée
riche en N et P a signature microbienne. La MO labile est principalement constituée de
composés a faible poids moléculaires qui sont rapidement déstabilisés par les

microorganismes. A 'opposé, la MO évoluée est principalement constituée de composés a
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fort poids moléculaires et a structures complexe qui sont lentement déstabilisés par les

microorganismes. Ainsi, le turnover de la MOS dépend notamment de sa qualité.

11.3. dynamique

La décomposition des résidus végétaux par les microorganismes entraine I'évolution de la
MO depuis une matiere organique fraiche jusqu’a sa stabilisation sous une forme
communément appelé humus. Au fur et a mesure de cette décomposition, les métabolites et
matériaux cellulaires liés a 'anabolisme microbien sont relachés dans le sol a la mort des
cellules et y sont soumis a leur tour a la décomposition (Cotrufo et al., 2013; Lehmann and
Kleber, 2015). Cependant, sous |I'action de phénomenes physiques, une part de ces résidus
microbiens se complexent peu a peu pour donner a trés long terme une matiére organique
sans structure et trés récalcitrante, de type colloidale, qui est ’humus. Ainsi, 'humus a
principalement une signature microbienne, qui lui confere cette richesse en N et P ; il est
caractérisé par un désordre moléculaire qui ralentit considérablement sa décomposition par
les enzymes et requiert de I'énergie. Cette récalcitrance constitue la voie biochimique de
stabilisation de la matiere organique dans le sol. La MOS peut également étre physiquement
protégée de la décomposition via I'occlusion dans des agrégats ou par encapsulation
hydrophobique (Dungait et al., 2012; Cotrufo et al., 2013). Cela rend ainsi la MOS inaccessible
aux enzymes extracellulaires et engendre des contraintes environnementales limitant
I'activité microbienne. En effet, quand un résidu végétal est incorporé au sol, les
microorganismes a sa surface commencent leur travail de décomposition et sécrétent des
exopolysaccharides qui vont les protéger de I'environnement extérieur mais également
agréger des particules minérales pour former des micro-agrégats (Six et al., 2000 ; Oades 1984
in Six et al., 2004). La décomposition se continue a I'intérieur de ces micro-agrégats jusqu’a ce
gue les microorganismes soient limités par les conditions environnantes. La stabilité
structurale du micro-agrégat empéchant tout apport nouveau venant de I'extérieur (O,
nutriments...), la MOS est donc physiquement protégée de la décomposition. La récalcitrance
biochimique et la protection physique permettent une stabilisation de la MOS sur le moyen
terme (Dungait et al., 2012; Cotrufo et al., 2013). Enfin la MOS peut étre protégée de la
biodégradation en raison de ses caractéristiques chimiques et sa capacité d’adsorption sur les
minéraux du sol. Ce mécanisme est lié a la quantité et la qualité des limons et argiles présents

dans le sol. Ceux-ci peuvent emprisonner la MO entre leurs feuillets de phyllosilicates et a plus
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forte raison dans les sols acides. Ce mécanisme permet ainsi une stabilisation physico-

chimique, sur le long terme, de la MOS dans des complexes organo-minéraux.

I1.4. Minéralisation et/ou séquestration

La décomposition de la matiére organique entrant dans le sol comprend plusieurs étapes
de dégradation des molécules organiques sous l'action de la faune du sol et des
microorganismes. Cette dégradation progressive des molécules organiques entraine la
formation de molécules organiques stables accompagnée d’une la libération de CO, dans
I'atmospheére et de molécules inorganiques dans la solution du sol. Ce processus est la
minéralisation. Les molécules inorganiques libérées peuvent ensuite étre assimilées par les
plantes, adsorbées sur la phase minérale du sol, perdues par lessivage ou étre incorporées
dans la biomasse microbienne et ainsi réintégrer la matiére organique vivante du sol. Ainsi, la
minéralisation ne mene pas systématiquement au déstockage de carbone ou d’éléments

minéraux.

L’humification est la formation de molécules organiques complexes et stabilisées dans le
sol durant la décomposition de MOS. Dans les sols bien aérés, les molécules stables sont
obtenues via la déstabilisation oxydative de la part labile de la matiére organique du sol
entrainant ainsi la polymérisation et la recombinaison de molécules organiques complexes.
Ce processus d’humification conduit a un stockage dans le sol d’azote et de phosphore sous

forme organique stabilisée dans le sol.

La séquestration de carbone et d’éléments nutritifs est donc le résultat de I’équilibre entre
minéralisation et immobilisation dans la biomasse (Hattenschwiler et al.,, 2011). Cette
immobilisation dans la biomasse microbienne entraine ainsi une séquestration sur le long
terme car les dérivés microbiens ayant subi une déstabilisation oxydative sont plus
réfractaires a la minéralisation que les dérivés végétaux de type cellulose ou méme lignine. En
effet, Kallenbach et al. (2016) ont pu montrer que la formation de résidus microbiens
augmentait I'hétérogénéité chimique de la MOS, augmentant ainsi son potentiel de
stabilisation physique et ses interactions avec les argiles. Cette hétérogénéité de la MOS est
dépendante de l'efficience d’utilisation du carbone (CUE) de la communauté microbienne
(Kallenbach et al., 2016). L’humification de la MO est donc couplée également a sa
minéralisation. Un déterminant de la minéralisation peut faire diminuer la minéralisation et

la séquestration, augmenter les deux, ou diminuer I'un et augmenter I'autre s’il joue sur la
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CUE des communautés microbiennes. Il a ainsi été montré qu’une hausse de la température
augmentait la décomposition de la MOS par les microorganismes mais également la formation
de matiere organique dérivée de matériels microbiens (Bradford et al., 2016). Une autre étude
a montré qu’une hausse de température diminuerait dans un premier temps I'efficience
d’utilisation microbienne du carbone issu de la matiére organique récalcitrante, entrainant
ainsi une perte de carbone par respiration. Par contre, a long terme cette hausse de la
température entrainerait plutét une augmentation de la CUE microbienne pour le carbone de
la MOS récalcitrante, favorisant a nouveau l'incorporation dans la biomasse microbienne et

ainsi la séquestration dans les sols (Frey et al., 2013).

11.5. Conclusion

La matiere organique du sol (MOS) participe au maintien de la structure du sol, de sa
fertilité et de la biodiversité du sol. Elle constitue également un stock de carbone organique
de 1550 Gt de C. La MOS englobe la MO vivante, la MO fraiche, et la matiére évoluée. Elle
forme ainsi un continuum de nombreuses formes organiques allant des matériaux végétaux
intacts aux acides carboxyliques issus de la litiere et des produits microbiens. La composition
chimique de tous ces éléments déterminerait le turnover de la MOS et la décomposition de la
MOF en MO stabilisée par les microorganismes. Les propriétés physico-chimiques de ces
composés organiques et de la phase minérale du sol déterminent différents types de
protection de la MO dans le sol (physique, chimique et biochimique). La protection
biochimique est le résultat de la décomposition microbienne principalement réalisée par des
métabolismes hétérotrophes. L’humification de la MO est donc couplée a sa minéralisation
sous forme de CO;. Ainsi, la compréhension et la gestion du devenir de la MO dans les sols
passent également par la compréhension des déterminants de la minéralisation ou de la

séquestration de la MO dans les sols.

Ill. Les déterminants de la minéralisation de la MO et/ou de la séquestration

I11.1. Les différents types de déterminants

La minéralisation de la matiere organique du sol est le résultat de I'action des enzymes
secrétées par les décomposeurs. L'intensité de cette minéralisation est ainsi déterminée par
I'influence de différents facteurs sur I'allocation des ressources dans la production d’enzymes

ou la croissance microbienne et sur les populations microbiennes elles-mémes. Ces
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déterminants sont de différents types, physiques, biologiques ou biochimiques et ont été

classées de différentes fagons dans la littérature selon leurs modes d’influences.

La minéralisation est notamment sous l'influence des facteurs qui déterminent la biomasse
microbienne. Ces déterminants peuvent exercer un contréle « top down » ou « bottom up ».
Les prédateurs des microorganismes, tels que les protozoaires ou les nématodes bactérivores,
exercent un contréle « top down » sur la biomasse microbienne en agissant sur la mortalité
microbienne. Ces déterminants ont ainsi un effet négatif sur la minéralisation de la MOS. La
disponibilité en ressources et les conditions physico-chimiques du sol exercent quant a eux un
controle « bottom up » sur la biomasse microbienne en agissant sur sa croissance. Ces

déterminants ont ainsi un effet positif sur la minéralisation de la MOS.

Les différents facteurs influengcant la minéralisation peuvent aussi étre classés en
déterminants abiotiques et biotiques. Les déterminants abiotiques regroupent les conditions
physico-chimiques du sol influengant la minéralisation tels que les teneurs en éléments
minéraux, la texture du sol, le pH, la teneur en eau du sol, les quantité et qualité de la MOS
ou la composition minérale du sol. Les déterminants biotiques regroupent quant a eux les
facteurs biologiques influencant la minéralisation, tels que la biomasse microbienne, la
composition et la diversité des populations microbiennes, les interactions avec les autres

organismes.

Les déterminants de la minéralisation peuvent enfin étre classés en déterminants
proximaux ou distaux. Les facteurs définis comme déterminants proximaux sont tous les
facteurs ayant une influence directe sur la minéralisation ou les acteurs qui la réalisent. Parmi
ces déterminants proximaux, on compte essentiellement les conditions physico-chimiques
des sols, la disponibilité en ressources ou les interactions biotiques. Les facteurs définis
comme déterminants distaux sont les facteurs ayant une influence indirecte sur Ia
minéralisation ou les acteurs via un effet sur les déterminants proximaux. Le climat (Taylor et
al., 2017), 'usage des terres, la teneur en CO; du sol sont typiquement des déterminants
distaux de la minéralisation via leurs effets sur la teneur en MO et les conditions physico-

chimigues du sol.
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111.2. Les déterminants proximaux

Parmi les déterminants proximaux influencant directement les acteurs de la minéralisation,
la teneur en eau dans le sol modifie I’équilibre entre croissance et survie des microorganismes
(Manzoni et al., 2012). De plus, lorsque les sols sont saturés en eau, I'anaérobiose conduit a
différentes voies métaboliques. La disponibilité en nutriments dans le sol est également un
déterminant proximal de la minéralisation car elle détermine fortement I'efficacité des
métabolismes des microorganismes qui doivent maintenir leur ratio C:N:P (Manzoni et al.,
2010, 2012; Kirkby et al.,, 2014). Ainsi, les besoins en éléments minéraux sont des
déterminants de la séquestration ou de la perte de carbone via la respiration microbienne.
Zang et al. (2016) ont montré que I'apport de fertilisants azotés dans un sol rhizosphérique
prélevé sous un champ de blé réduisait fortement la minéralisation de la MOS. La forte
disponibilité en azote, dans ces sols riches en rhizodép6ots, aurait entrainé un changement de
voie d’acquisition d’azote par les microorganismes décomposeurs. Les microorganismes
seraient ainsi passés de I'extraction d’azote présent dans la MOS a I'utilisation des nutriments
disponibles dans le sol. La qualité des matieres organiques du sol est également un
déterminant proximal de la minéralisation car la minéralisation de différents substrats
requiére différentes voies métaboliques. De plus, I’activité microbienne est également limitée
par la disponibilité en carbone dans les substrats, qui rentre a la fois dans la biosynthése des
macromolécules et des tissus et aussi dans la fourniture d’énergie pour cette biosynthése

(Hattenschwiler et al., 2011; Manzoni et al., 2012).

La composition de la communauté microbienne a également un effet sur la dégradation
des macromolécules organiques car la dégradation de la matiére organique est le résultat de
I'activité de nombreuses populations microbiennes et certaines enzymes sont produites par

un nombre restreint de microorganismes (Waldrop et al., 2000).

Les interactions biotiques entre les microorganismes et leurs prédateurs constituent
également un déterminant proximal de la minéralisation (Crowther et al., 2015). En effet, les
prédateurs exercent un contréle top-down sur les acteurs de la minéralisation diminuant ainsi
leurs biomasses et leurs activités de minéralisation. Cependant, la prédation sélective de
certaines bactéries permet également |'augmentation du turnover de la biomasse

microbienne et un relargage des nutriments contenus dans les cellules bactériennes
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(Bonkowski, 2004). Ce nouvel apport de nutriments favoriserait les microorganismes restant

et entrainerait I'augmentation de leur activité de minéralisation.

111.4. Les déterminants distaux : Le climat, les usages et pratiques culturales

Il existe également des déterminants, dits distaux, qui ont un effet indirect sur la
minéralisation en agissant sur un ou plusieurs déterminants proximaux. Ils sont d’ailleurs

souvent intégrateurs de 'effet de nombreux déterminants proximaux.

I11.4.A. Climat

La température et la pluviométrie font partie de ces déterminants distaux car leur effet sur
la minéralisation de la matiére organique se fait a travers leur influence sur les acteurs de la
minéralisation et sur leur environnement. De plus les effets du climat sur la minéralisation
dépendent de la taille du stock de carbone dans les sols (Allison et al., 2010; Crowther et al.,

2016).

La hausse de la température accélére les réactions enzymatiques et augmente la
consommation de carbone par les microorganismes (Hagerty et al., 2014). Certains pensent
que dans les sols riches en carbone, cette accélération de la décomposition dépasserait la
vitesse de stockage et conduirait ainsi a une perte de carbone. Dans les sols a faible stocks de
carbone, une hausse de la température n’entrainerait que de faibles pertes de carbone
pouvant étre compensées par la croissance végétale et la stabilisation (Allison et al., 2010;
Hagerty et al., 2014; Crowther et al., 2016). La hausse de la température entrainerait
également une accélération du turnover microbien probablement liée a I'augmentation de
I'activité des prédateurs ou le changement de la composition de la communauté microbienne
(Hagerty et al., 2014). Cependant, malgré les nombreuses études sur |'effet du réchauffement
climatique sur le cycle du carbone, il n’y a pas de consensus sur I'ampleur du déstockage de
carbone (Hagerty et al., 2014; Bradford et al., 2016). A court terme, la décomposition serait
donc accélérée a cause d’une augmentation de I'activité enzymatique et de la biomasse des
décomposeurs et peut-étre également a cause de la baisse de |'efficacité d’utilisation du
carbone (CUE). En effet, le colt énergétique du maintien de biomasse devrait augmenter avec
la température (Allison et al., 2010; Crowther et al., 2016). Cependant, cette réponse de la
décomposition est souvent transitoire. Sur le long terme, une hausse des températures

entrainerait une atténuation de la respiration microbienne due a leur acclimatation thermique
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(Allison et al., 2010; Bradford et al., 2016). Cette acclimatation thermique serait liée a trois
facteurs: (1) un changement de structure des communautés de décomposeurs, (2) un
changement de leur biomasse et leur physiologie, et (3) un changement de quantité et de

qualité de la MOS (Knorr et al., 2005; Hartley et al., 2007; Blagodatskaya et al., 2016).

La pluviométrie exerce un effet indirect sur la minéralisation de la matiere organique en
influengant la disponibilité en eau dans les sols et la croissance de la couverture végétale. Dans
la littérature, il a été montré qu’une augmentation de I'humidité du sol entrainait une
augmentation de I'’émission de CO; provenant du stock de carbone labile (Wan et al., 2007;
Garten et al., 2008). En effet, I'augmentation de la teneur en eau dans les sols permet la
diffusion des substrats et de I'oxygene, favorisant ainsi I’activité microbienne (Wan et al.,
2007). A I’échelle globale, les effets du changement climatique sur les stocks de carbone
pourraient étre plus importants sur les écosystémes soumis a des climats froids et de hautes

latitudes (Bradford et al., 2016; Crowther et al., 2016).

111.4.B. Usage et pratiques

L'usage des terres et les pratiques agricoles ont également un impact indirect sur la
minéralisation via leurs effets sur les décomposeurs microbiens et sur leur habitat. Par
exemple, il a été montré que la présence de prairies entrainait un ralentissement de la
décomposition des MO via la réduction des échanges d’eau et de gaz entrainant une
intensification de la formation de ’lhumus (Guo and Gifford, 2002). La présence de plantes de
couverture dans les systemes dits « sous couverture végétale » (SCV) entrainerait un apport
supplémentaire de matiere organique, notamment via les exsudats racinaires, permettant
ainsi d’augmenter le stockage (Poeplau and Don, 2015). Dans les parcelles cultivées, moins de
matiére organique retourne dans le sol (Guo and Gifford, 2002). Le labour affecte la plupart
des microorganismes et leurs fonctions de minéralisation en réduisant la diversité
microbienne et en perturbant la formation de réseaux de mycélium fongique (Vukicevich et
al., 2016). De plus, le labour entrainerait la destruction des agrégats protégeant la MOS
conduisant ainsi a une accélération de la minéralisation par rapport au stockage (Guo and

Gifford, 2002).

Les monocultures intensives endommagent également les stocks de carbone alors qu’une
diversité des cultures favoriserait le stockage via I'effet positif de la production d’exsudats de

qualités différentes sur la diversité microbienne (Guo and Gifford, 2002; Vukicevich et al.,
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2016). Les exsudats facilement décomposables, notamment ceux produits par les
légumineuses, influenceraient la physiologie microbienne et favoriseraient les acteurs des
premieres étapes de la minéralisation. Ces derniers accumuleraient ainsi le carbone dans leur
biomasse puis leur nécromasse constituerait un pool de matiére organique complexe et

récalcitrante a la minéralisation (Kallenbach et al., 2015, 2016).

111.5. Conclusion

La minéralisation et la

o \ . : séquestration de la matiére
Pluviométrie Usage dessols  Température Pratiques agricoles

A A A / .
/\ // // / organique dans les sols est la
/ conséquence de I'activité

/ \/Quahte de / enzymatique des décomposeurs.

Caractéristiques Minéralogie
Eau Nutrlments la MOS

Prédateurs
Physi ues dessols dessols T .
N A 1 LR . La minéralisation s’effectue en

plusieurs étapes de dégradation
Acteurs de la matiére organique en
éléments minéraux. La
séquestration s’effectue par la

Séquestration voie de I'immobilisation dans la
Figure 3 : Schéma conceptuel des influences des déterminants de la biomasse microbienne suivie par
minéralisation la voie de I’humification, c’est a
dire de la stabilisation physicochimique de sa nécromasse. La minéralisation de la matiere

organique du sol est sous I'influence de plusieurs facteurs déterminant I’activité et la biomasse

microbienne (Fig.3). Ces déterminants peuvent étre classés sous différents criteres.

Dans ce travail de thése nous nous sommes intéressés aux déterminants proximaux et
distaux de la minéralisation, qu’ils soient biotiques ou abiotiques. En effet, des déterminants
de la minéralisation pourraient influencer l'intensité et les processus de décomposition de la

MOS observé et notamment ceux observés apres I'apport de matiere organique fraiche dans

21



Chapitre | : Introduction générale

les sols. Ainsi, dans ce travail de thése, nous avons étudié l'influence des conditions physico-
y

chimique des sols, du climat et des pratiques agricoles sur les acteurs de la minéralisation.

Iv. Les décomposeurs : acteurs de la transformation de la MO dans le sol

Les microorganismes du sol englobent les archées, les bactéries et les champignons. Ils
réalisent la majorité des processus enzymatiques dans les sols (Fierer, Breitbart, et al., 2007;
Joergensen and Wichern, 2008; Fierer et al., 2009). lls sont les principaux acteurs de la
décomposition de la matiere organique dans le sol. Cependant, la majorité des espéces

microbiennes reste inconnue (Torsvik and @vreas, 2002).

IV.1. Physionomies

Les bactéries sont des procaryotes unicellulaires qui présentent un nombre limité de
formes (coques, bacilles, spirales...) et une gamme de taille généralement située entre 0,5 et
5 um avec certaines souches pouvant mesurer jusqu’a 500 um. Les différentes formes
cellulaires peuvent influencer leurs capacités a absorber des nutriments, a se fixer aux
surfaces et a échapper a la prédation. Les champignons regroupent, quant a eux, des
eucaryotes unicellulaires et pluricellulaires a paroi chitineuse ou cellulosique. Les
champignons pluricellulaires émettent des réseaux d’hyphes appelés mycélium permettant
I’absorption des nutriments. Les hyphes fongiques ne font que quelques microns de diameétre

mais peuvent mesurer plusieurs centimetres/metres de long.

IV.2. Métabolismes

Les microorganismes sont principalement constitués de polymeéres résultants de
I’'assemblage de monomeéres contenant du carbone, de I'oxygene, de I'hydrogéne, de I'azote,
du soufre ou du phosphore. Ils sont les principaux acteurs de la transformation
biogéochimique du carbone, de I'azote, du soufre et d’autres éléments (Oren, 2010). On les
qualifie parfois d’ingénieurs chimiques du sol. Les microorganismes peuvent étre classés selon
la nature de la source de carbone assimilée. Les autotrophes assimilent le carbone a partir du
dioxyde de carbone alors que les hétérotrophes dépendent du carbone organique (Panikov,
2010). De plus, plusieurs groupes de procaryotes réalisent des réactions de production
d’énergie que l'on ne retrouve pas chez les eucaryotes (Panikov, 2010). Les bactéries
présentent une plus grande variété de métabolismes que les champignons. On compte, parmi

les bactéries, des organismes autotrophes, photoautotrophes ou chimioautotrophes, qui
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peuvent créer leurs molécules complexes a partir de composants inorganiques simples tels
que le dioxyde de carbone, le nitrate, les ions ammonium, le sulfate et le phosphate (Panikov,
2010). Mais dans le sol, la grande majorité est toutefois hétérotrophe, utilisant la matiere
organique comme source de nutriments et d’énergie pour croitre. Les champignons, quant a
eux, ne comptent que des organismes hétérotrophes dont le développement dépend de la
présence de matiere organique dans leur milieu. Les microorganismes hétérotrophes
représentent ainsi les principaux acteurs de la décomposition de la matiére organique
(Panikov, 2010). Les nutriments de ces décomposeurs sont des monomeéres ou précurseurs de
monomeres indispensables a leur croissance (Madigan and Martinko, 2006). L’environnement
fourni aux microorganismes une grande variété de substrats, mais la taille de la plupart des
substrats fait que la dépolymérisation en monomeres se réalise dans le milieu environnant et
non dans la cellule ou I'organisme. Le carbone, composant environ 50% du poids sec d’une
cellule microbienne, peut étre assimilé sous forme d’acides aminés, d’acides gras, d’acides
organiques, de sucres ou de composés aromatiques. Dans les sols, les micro-organismes
peuvent puiser 'azote dans des molécules organiques (acides aminés, bases azotées) ou
plus généralement dans des composés minéraux. Cependant, la source d’azote
préférentiellement assimilé par les microorganismes est plutét inorganique (NHs* ou NOgz’).
L’azote organique assimilé est transformé en ion ammonium (NHa+) pour étre incorporé dans
des acides aminés. Le phosphore, présent dans les sols sous forme de phosphate organique
et inorganique, entre généralement dans la cellule sous forme d’ion pyrophosphate (PO4*)
pour la formation des acides nucléiques (Madigan and Martinko, 2006). La minéralisation du
phosphate est donc un processus extracellulaire réalisé par des phosphatases libres ou

périplasmiques.

La matiere organique qui arrive au sol est composé de macromolécules complexes qui sont
trop grandes pour étre assimilées par les microorganismes du sol. Ainsi, les premiéres étapes
de la décomposition de la MO sont réalisées a I’extérieur des cellules microbiennes. Pour cela,
les microorganismes excrétent des enzymes extracellulaires pour dégrader les molécules
organiques complexes en petites molécules assimilables. Il existe ainsi des microorganismes
spécialisés dans la production des différentes enzymes permettant de dégrader la MO, telles

que les cellulases, les glycosidases ou les phosphatases.
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Les champignons ont la capacité d’utiliser un éventail de substrats organiques complexes
beaucoup plus important que les bactéries grace a leurs productions d’enzymes pouvant

dégrader les composés ligno-cellulosiques des résidus végétaux (Panikov, 2010).

La présence d’organismes spécialistes au sein d’'une communauté microbienne permet
ainsi a tous les microorganismes de la communauté d’assimiler les molécules libérées dans la
solution du sol par I'action des enzymes spécialisée. Les microorganismes assimilent leurs
nutriments par absorption a travers leur membrane cellulaire. Une fois assimilées par les
microorganismes, les petites molécules vont étre utilisées pour la production de biomasse, la
production d’énergie, la production d’enzymes extracellulaires, ou étre minéralisées pour
équilibrer leur ratio C:N ou C:P (Six et al., 2006). Ainsi les microorganismes participent a la
séquestration de carbone dans les sols, en I'intégrant dans leur biomasse et participent a la
minéralisation du carbone en le rejetant dans I'atmosphére (Six et al., 2006). Un paramétre
souvent utilisé pour quantifier le partitionnement du carbone (C) entre la production de
biomasse et la respiration est I'efficience d’utilisation du carbone (CUE pour « carbone use
efficiency »). La CUE est définie comme la quantité de C utilisée pour la production de nouvelle

biomasse en fonction de la quantité de
Humidité

du sol Tempeérature Fertilisation C consommé (Six et al., 2006; Manzoni

et al., 2012). De fortes valeurs de CUE
indiquent une production efficace de
biomasse avec relativement peu de
pertes par la respiration. Ce parameétre
Minéralisation  €st notamment sous le controle de
de N .
facteurs environnementaux tels que la
température, I'humidité du sol, la
Production

d’enzymes
extracellulaires

Biomasse Production

. . o gualité de la matiére organique du sol
microbienne primaire

ou la limitation du sol en nutriments

(Fig. 4; Manzoni et al., 2012). lLa

Séquestration . B
de C composition de la communauté

Figure 4: Effets du changement de I'efficacité d’utilisation du C microbienne controle également la

(CUE) sur la séquestration du C dans les sols (d'aprés Manzoni
et al., 2012). Les fleches en bleu désignent un effet positif et les

fleches en rouge désignent un effet négatif. une communauté dominée par les

CUE, avec des CUE plus élevées dans
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champignons. La CUE est un parametre particulierement important dans la problématique de
séquestration du carbone puisque I'entrée d’un carbone végétal dans la biomasse

microbienne est le point de départ de sa stabilisation biochimique et in fine sa séquestration.

IV.3. Répartition spatiale

Dans un gramme de sol, on peut compter entre 107 et 10'2 cellules microbiennes (Watt et
al., 2006). Fierer et al. (2009) ont montré que la biomasse microbienne dans les sols varie
entre 2 et 806 gC.m™ en fonction des biomes étudiés. Les sols de foréts boréales et de déserts
abriteraient la plus faible biomasse microbienne par unité de surface, alors que les sols de
foréts tropicales et tempérées abriteraient la plus forte biomasse microbienne par unité de
surface. Cependant, le sol étant un milieu hétérogene, la localisation des microorganismes est
plus importante dans des micro-habitats ou les microorganismes sont regroupés en colonies.
Ainsi, malgré I'espace disponible dans les sols, I'espace occupé par les microorganismes ne
représenterait que 5% de I'espace disponible dans les sols (Nannipieri et al., 2003). Il existe
ainsi dans le sol des « hotspots » de diversité et d’activité microbienne autour des sources de
MO labile (Kuzyakov and Blagodatskaya, 2015). Les « hotspots » sont définis comme de petits
volumes présentant des processus plus rapides grace a la levée des limitations de I'activité
microbiennes et présentant des interactions plus nombreuses entre les différents pools de C
du sol. Les microorganismes actifs sont 2 a 20 fois plus nombreux dans les « hotspots » que
dans le « bulk soil » (Kuzyakov and Blagodatskaya, 2015). Cette activité accrue peut durer de
guelques heures a quelques semaines en fonction des contraintes environnementales. Les
principaux « hotspots » du sol sont la rhizosphere, en relation avec les exsudats racinaires et
rhizodépots labiles, la détritusphére en raison de I'apport de polymeres organiques (résidus
de cultures, litiere de forét...), les biopores et les déjections animales grace a I'apport de
matiéres organiques passées par le tractus intestinal des ingénieurs du sol (vers de terre,
larves de coléoptéres, termites...) et les surfaces des agrégats (Kuzyakov and Blagodatskaya,

2015).

IV.4. Diversité génétique

La caractérisation de la diversité microbienne du sol est un domaine scientifique assez
jeune (Nannipieri et al., 2003). Les premiéres méthodes d’études des microorganismes du sol

étaient basées sur I'étude de cultures pures isolées du sol sans prendre en compte les
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interactions entre microorganismes et avec leurs habitats (Maron et al., 2011). Ainsi, la faible
diversité des milieux de cultures, par rapport aux conditions rencontrées dans
I’environnement, limitaient le nombre de microorganismes pouvant étre cultivés hors de leurs
milieux naturels (Bridge and Spooner, 2001 ; Hill et al., 2000). En effet, nos connaissances
actuelles montrent que moins de 1% des microorganismes du sol sont cultivables en
laboratoire (Pham and Kim, 2012). Le développement, des le début des années 1990,
d’analyses moléculaires des acides nucléiques extraits de sols a permis d’avoir acces aux
génomes microbiens et de caractériser la diversité bactérienne et fongique (Ward et al., 1990;
Simon et al., 1992; Stackebrandt et al., 1993; Borneman et al., 1996; Fierer and Jackson, 2006).
La diversité bactérienne du sol varie en fonction des conditions édaphiques des écosystemes
étudiés (Fierer and Jackson, 2006; Fierer, Bradford, et al., 2007; Nemergut et al., 2016). Il a
été démontré que le pH du sol était le meilleur prédicteur de la diversité des communautés
bactériennes du sol a I'échelle de I'écosystéme (Fierer and Jackson, 2006). Cependant, des
études de la composition des communautés bactériennes de sols soumis a différentes
couvertures végétales ont montré une ubiquité des principaux phyla bactériens détectés

(Fierer et al., 2007, 2009 ; Pascault et al, 2013 ;(Lienhard et al., 2013; Tardy et al., 2015).

Malgré I'importance des champignons dans les processus écologiques des sols, la diversité
de leurs communautés est moins étudiée que celle des communautés bactériennes (Anderson
and Cairney, 2004; Peay et al., 2008). Les champignons forment un groupe extrémement
diversifié mais les connaissances actuelles sur la diversité fongique sont principalement
basées sur I'observation d’organes de fructification présents dans le sol et de la culture
d’isolats (Bridge and Spooner, 2001). Cependant, Fierer et al. (2007) ont montré que la
richesse fongique était équivalente si ce n’est supérieur a la richesse bactérienne dans les sols

de désert, de prairie et de forét tropicale.

IV.5. phylogénie

Les microorganismes, comme tous les étres vivants, sont classés en différents taxa suivant
la classification phylogénétique. Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux
niveaux phylum et familles de la classification phylogénétique des bactéries et champignons.
Le régne des bactéries est constitué de plus d’une dizaine de phyla bactériens décrits (Fig.5).
Les phyla dominants dans les sols sont les Proteobacteria, les Acidobacteria et les

Actinobacteria. Les Proteobacteria constituent le plus grand phylum bactérien avec une
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grande de diversité morphologique, physiologique et métabolique ; plusieurs classes ont été
décrites (Stackebrandt et al., 1988; Garrity et al., 2005; Spain et al., 2009). Parmi ces classes,
on compte les Alphaproteobacteria se développant plutét dans des sols pauvres en
nutriments. Les Alphaproteobacteria comprennent notamment 'ordre des Rhizobiales,
symbiotes des racines végétales capable de fixer I'azote atmosphérique (Garrity et al., 2005).
Les Betaproteobacteria sont constituées de bactéries fortement diversifiées
métaboliquement et regroupent des bactéries chimiolithotrophes, photoautotrophes et
hétérotrophes. Les Deltaproteobacteria comprennent des bactéries prédatrices d’autres
bactéries et des bactéries impliquées dans le cycle du soufre. Les Gammaproteobacteria
forment la classe des Proteobacteria la plus étudiée notamment dans le domaine médical, car
regroupant de nombreux pathogénes humains. Les Acidobacteria, autre phylum bactérien
majeur dans les sol, regroupent des bactéries acidophiles qui, malgré leurs présences dans de
nombreuses régions et leur forte diversité, sont peu étudiées car difficilement cultivables
(Kuske et al., 1997; Quaiser et al., 2003). Les Actinobacteria, regroupent des bactéries qui ont
longtemps été confondues avec des champignons a cause de leur capacité a émettre des
filaments et a décomposer la matiére organique morte arrivant au sol (STACKEBRANDT et al.,
1997). Les Actinobacteria comprennent également, comme les Alphaproteobacteria, des
especes vivant en symbiose avec les racines de végétaux pour fixer I'azote atmosphérique

(symbiose actinorhizienne).

Les champignons ont longtemps été considérés comme des végétaux mais constituent en
fait un régne monophylétique différencié des végétaux et des algues. La classification
phylogénétique des champignons est en continuelle évolution grace a l'utilisation des outils
moléculaires (Hibbett et al.,, 2007) mais nécessite toujours une homogénéisation des
différents taxa. Selon la classification de Hibett et al. (2007), le regne des champignons est
constitué de 7 phyla, dont 5 sont retrouvés dans les sols (Thorn and Lynch, 2007) :
Ascomycota, Basidiomycota, Glomeromycota, Zygomycota et Chytridiomycota. Les phyla
Basidiomycota et Ascomycota sont les plus représentés et les plus diversifiés dans les sols.
Viennent ensuite les phyla Glomeromycota et Zygomicota. Le phylum Chytridiomycota est le

moins représenté dans les sols (Fig. 6).

27



Chapitre | : Introduction générale

<
3 s
(2% 3
% o § §
% TS § 9
% % 235 g8 ¢
sy 89 £ @
] $§ ¢
2 K
5 %
Greg Clip, >
n - 0 ; \
U/fu, e,,é
op
5 ‘\—
DiCtyOglOmUs —
r
coprother™mPa®
hermo‘ogales aC‘e(‘
! odesu“ 5
o™ '(\Ga\e
1“ P~Q\)\
Archaea

Figure 5 : Les divisions phylogénétiques majeures au sein des bactéries (extrait de Killham and Prosser, 2007). Les
segments en blanc représentent les groupes avec des représentants cultivés. Les segments en noir représentent
les séquences obtenues par I'amplification des génes codant pour I’ARN 16S extraits des sols.

Le phylum Ascomycota est le phylum fongique présentant la plus grande diversité

spécifique et la plus grande diversité de modes de nutrition. Il comprend des champignons

parasites de plantes et d’animaux, des symbiotes
Chytridiomycota
Zygomycota

—— Glomeromycota

—— Ascomycota

—— Basidiomycota

Fungi

Figure 6 : Groupes phylogénétiques majeurs des champignons
(extrait de Thorn & Lynch dans Soil Microbiology and
Biochemistry

d’algues (lichens) ou de végétaux
(ectomycorrhizes) et des
saprophytes. Les ascomycétes sont
caractérisés par la formation
d’asques contenant les spores de
reproduction et comprennent Ia
majorité des champignons connus
(Thorn and Lynch, 2007 ; Kirk et al.,
2008).
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Le phylum Basidiomycota présente la deuxieme plus grande diversité spécifique et une
grande diversité de modes de nutrition. Les basidiomycétes identifiés sont principalement des
champignons saprophytiques décomposant les feuilles et le bois et comprennent
d’importants pathogenes des cultures et parasites d’arbres. Les basidiomycétes regroupent
également de nombreux champignons formant des ectomycorrhizes avec des arbres. Il existe
également des basidiomycetes nématodivores, ou cultivés par des fourmis champignonnistes.
Ce phylum est caractérisé par des cellules spécialisées, les basides, qui produisent les spores
de reproduction et par la production d’organes de fructification macroscopiques ((Thorn and

Lynch, 2007 ; Kirk et al., 2008).

Le phylum Glomeromycota est composé de champignons mycorhiziens qui ont longtemps
été classés parmi les Zygomycetes. Les gloméromycetes ont la capacité de faire des
endomycorhizes avec la majorité des plantes. lls émettent de larges hyphes multinucléées qui
s’étendent des racines des plantes au sol améliorant ainsi I'absorption d’eau et de nutriments,

notamment le phosphate (Thorn and Lynch, 2007 ; Kirk et al., 2008).

Le phylum Zygomycota est constitué de deux classes, les Trichomycétes et les
Zygomycetes. Les Trichomycétes sont des endosymbiotes obligatoire d’arthropodes et les
Zygomycetes regroupent des saprophytes et quelques parasites d’invertébrés. De plus, la
plupart des Zygomycetes saprophytes identifiés ont été caractérisés par leur dépendance aux
produits de la dégradation de la ligno-cellulose effectuée par les ascomycétes et les

basidiomycétes (Thorn and Lynch, 2007 ; Kirk et al., 2008).

Enfin, le phylum Chytridiomycota est le phylum fongique le plus petit mais le plus proche
de I'ancétre commun aux champignons et aux animaux. Il regroupe des pathogénes de
végétaux, des parasites de nématodes, des parasites d’algues et des champignons
saprophytiques. Les champignons de ce phylum possédent des zoospores mobiles grace a un

flagelle (Thorn and Lynch, 2007 ; Kirk et al., 2008).

Ces dernieres années, le développement de techniques de séquencage a haut débit a
permis d’extraire des milliers de génomes microbiens du sol. Le pyroséquencage a ainsi permis
d’améliorer la caractérisation des communautés microbiennes du sol et la compréhension de
leur distribution en fonction des conditions environnementales et des perturbations (Fierer,
Bradford, et al., 2007; Cardenas and Tiedje, 2008; Rousk et al., 2010; Maron et al., 2011;
Kuramae et al., 2012; Ding et al., 2013). Cependant, les analyses moléculaires des
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communautés microbiennes ne sont pas dépourvues de biais. Dans les banques de séquences
d’ADN 16S extraits de I'environnement, 9 des 52 phyla bactériens représentent plus de 90%
des séquences retrouvées (Janssen, 2006). Les banques de séquences d’ADN 18S sont, quant
a elles, moins renseignées que celles des séquences bactériennes. De plus, il existe différentes
banques de séquences présentant ainsi des différences tant dans la quantité de séquences
identifiées que dans la classification de certaines séquences. Ces méthodes sont souvent
basées sur I'amplification d’'un géne que possédent tous les organismes tels que le géne
codant pour la petite sous-unité du ribosome (16S pour les procaryotes, 18S pour les
eucaryotes). Or il manque des séquences génériques permettant d’élaborer des amorces
spécifiques d’un régne entier (bactérien ou fongique). Par exemple on sait que les amorces
utilisées aujourd’hui pour amplifier le gene de I’ARN 16S du regne bactérien ne ciblent en fait
gue 60% des séquences bactériennes. Enfin, ces analyses moléculaires ne peuvent pas se
passer de méthodes de culture pour comprendre le métabolisme, le fonctionnement et le réle
des microorganismes non cultivés (Anderson and Cairney, 2004; O’Brien et al., 2005 ;

Cardenas and Tiedje, 2008; Maron et al., 2011; Pham and Kim, 2012).

IV.6. Vers une classification plus fonctionnelle des microorganismes

Il est encore impossible d’interpréter convenablement |'implication de la diversité
microbienne étudiée dans les différentes fonctions des écosystémes échantillonnés. Ainsi, un
des challenges actuels de |’écologie microbienne est de pouvoir comprendre la relation entre
la composition des communautés microbiennes et les fonctions écologiques assurées par le
sol. Un premier projet initié en 2007, a permis de caractériser, a I'échelle de la France, la
densité et la diversité des communautés microbienne au sein d’un réseau de mesure de la
qualité des sols (Dequiedt et al., 2009, 2011 ; Maron et al., 2011). Ce programme a montré
que la distribution spatiale des communautés bactériennes suivait les profils
biogéographiques et la diversité des paysages. Il devient également nécessaire de développer
des méthodes d’étude de la diversité microbienne permettant de relier les organismes a une
fonction. L'utilisation de la SIP (Stable Isotope Probing) représente un moyen de cibler les taxa
contribuant a la décomposition d’un substrat organique fortement enrichi en isotopes stables
du carbone sans passer par le biais des méthodes de culture (Krause et al., 2014). Bernard et
al. (2007) ont ainsi mis en évidence I'implication d’une succession de populations bactériennes

dans la décomposition d’'une paille de blé, puis Pascault et al. (2013) ont comparé une
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succession similaire entre blé et luzerne. Ainsi, associer approches moléculaires et isotopiques
permettrait d’identifier les capacités fonctionnelles des microorganismes et de les associer a

des fonctions réalisées.

Il est aussi possible de classer les différents phyla selon leurs stratégies de vie. Les r-
stratéges sont adaptés pour maximiser leur taux de croissance dans des milieux riches en
nutriments. Les K-stratéges sont de meilleurs compétiteurs lorsque I'environnement est
proche de sa capacité de charge et sont adaptés pour survivre lorsque les ressources sont
limitées. Cependant, la théorie des r- et K-stratéeges est une simplification extréme des
stratégies de vie. C'est un continuum et non deux classes dans lesquelles on pourrait
facilement classer les différentes espéces. De plus, de nombreuses espéces ont un
métabolisme versatile, leur permettant d’adapter leur stratégie de vie en fonction des

conditions environnementales.

Fierer et al. (2007) ont montré que certains des phyla bactériens dominants dans le sol
peuvent étre divisés dans deux catégories écologiques selon leur statut trophique, les
copiotrophes et oligotrophes. Les copiotrophes utilisent préférentiellement les pools de C
organique labiles et présentent de fort taux de croissance quand les ressources sont
abondantes. Parmi ces bactéries copiotrophes, on retrouve le phylum Bacteroidetes et les
classes Beta- et Gamma-proteobacteria. Les oligotrophes, quant a eux, présentent de faible
taux de croissance et une meilleure affinité a certains substrats qui leur permettent de
dominer la compétition contre les copiotrophes pour I'accés aux ressources dans les sols
pauvres en nutriments. Parmi ces oligotrophes, on retrouve les bactéries du phylum
Acidobacteria. Cependant, certaines bactéries, tels que les bactéries des phyla Firmicutes et
Actinobacteria et de la classe Alphaproteobacteria, auraient des statuts trophiques
intermédiaires et ne pourraient pas étre classées dans une de ces deux catégories (Fierer et

al., 2007).

Les microorganismes du sol peuvent également étre classés en guilde écologique en
corrélant les caractéristiques physiologiques des populations microbiennes avec la qualité des
substrats pour lesquelles elles entre en compétitions. Pour cela, Moorhead et Sinsabaugh
(2006) ont ainsi proposé de classer les microorganismes en 3 guildes : les opportunistes, les
décomposeurs et les mineurs. La guilde des opportunistes regroupe les populations a

croissance rapide et qui consomment les métabolites intermédiaires et les polymeéres solubles
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facilement décomposables. Cette guilde dominerait les communautés microbiennes durant
les premiers stades de la décomposition. A mesure que le substrat disponible diminue, cette
guilde est évincée. La guilde des décomposeurs regroupe les microorganismes capables de
dégrader la cellulose et la lignocellulose, constituant la majorité de la masse végétale. Compte
tenu de la composition de la paroi des cellules végétales, les décomposeurs acquiérent et
retiennent efficacement |'azote et le phosphore. Certains champignons et actinomycétes
seraient de premier plan dans cette guilde car ils ont la capacité d’accéder aux ressources
dispersées dans le sol grace a leurs réseaux d’hyphes. La guilde des mineurs regroupe les
microorganismes qui dégradent la MO humifiée. lls utilisent des enzymes pouvant casser les
liaisons des cycles aromatiques et des chaines hydrocarbonées. L’action de ces enzymes leur
permet d’accéder aux glycosides, peptides et lipides protégés par la structure complexe et
irréguliére de la MO. Ces organismes ont une croissance lente car la MO humifiée fournit peu
de substrats comparativement aux colts énergétiques de la production des enzymes. Leur
avantage par rapport aux deux autres guildes est leurs capacités a métaboliser les composés

phénols et a prélever les nutriments d’un pool récalcitrant de matiére organique.

IV.7. Conclusion

Les décomposeurs de la matiére organique dans les sols sont principalement les bactéries
et champignons hétérotrophes. Ceux-ci présentent une diversité de métabolismes leur
fournissant les capacités d’exploiter les différentes sources de nutriments fournies par la MO.
Cependant, compte tenu de leur physiologie, les nutriments assimilables par les
décomposeurs sont des monomeéres ou précurseurs de monomeres. Pour cela, la production
d’enzymes extracellulaires est nécessaire pour décomposer les molécules organiques. Cette
production étant couteuse en énergie, les microorganismes se sont spécialisés dans la
production des différentes enzymes. Ainsi, c’est la présence d’organismes spécialistes au sein
d’'une communauté microbienne qui permet a la communauté d’assimiler les molécules
libérées dans la solution du sol. Les communautés microbiennes du sol présentent une grande
diversité phylogénétique qui, ces derniéres années, a pu étre mise en évidence grace a des
techniques de séquencage (a haut débit). Cependant cette diversité phylogénétique ne
permet pas, a elle seule, d’identifier le role de la diversité microbienne dans le fonctionnement

des sols. Pour cela, elle doit étre associée aux capacités fonctionnelles des microorganismes.
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Ainsi, plusieurs classifications fonctionnelles ont été proposées pour déterminer le réle de la

diversité microbienne dans les fonctions du sol.

Dans ce travail de thése, nous nous sommes préférentiellement appuyés sur la
classification en trois guildes proposée par Moorhead et Sinsabaugh (2006) pour expliquer les

processus de décomposition des MO et notamment les processus de génération du PE.

V. Le PE: mécanismes générateurs, conséquences et hypothéses

V.1. Un phénomeéne intriguant : le « Priming Effect »

Il a été observé que l'apport de substances organiques au sol provoquait des effets
secondaires comme I'augmentation de I’émission de dioxyde de carbone (CO;), d’ammonium
(NH4) ou de nitrate (NOs) dérivés de la matiére organique native du sol (MQOS). Lohnis (1926)
a été le premier a étudier ces effets secondaires lors d’'une étude de la décomposition, dans
le sol, d’engrais vert issu de résidus de légumineuses. Cette étude a montré que I'apport de
cette matiére organique fraiche (MOF) entrainait une intensification de la minéralisation de

I'azote (N) issu de la matiére organique (MO) humifiée du sol.

Apreés une perte d’intérét pour ce phénomeéne écologique, de nombreuses études ont été
relancées dans les années 40 visant a mettre en évidence I'effet de différents parametres sur
cette sur-minéralisation de la MOS. Broadbent et Norman (1947) ont notamment observé,
grace a I'apport au sol de résidus de plantes marquées au 3C, une émission de C-CO; issu du
sol 4 a 11 fois plus importante que la quantité de carbone (C) apportée. Ce n’est qu’en 1953
que Bingeman et al. ont introduit le terme de Priming effect (PE). Durant leur étude, les
auteurs ont suivi, en milieu contrélé, la respiration du sol aprés apport de glucose, de fraction
insoluble de luzerne et de luzerne entiére marquée au *C. Ils ont ainsi observé que ces
substrats stimulaient une intensification de la minéralisation de la MOS a des niveaux
différents. Ce terme de PE désigne ainsi la stimulation du changement du turnover de la MOS

via I'apport au sol d’un substrat plus facilement décomposable que la MO native.

Dans les études qui ont suivies, plusieurs définitions du PE ont été proposées selon que la
minéralisation suivie était celle du C ou celle du N (Jenkinson et al., 1985 ; Dalenberg and
Jager, 1989). La définition a ainsi évolué et le PE a été finalement défini comme un
changement des processus naturels de minéralisation de la MO apreés une stimulation réalisée

via I'apport d’'une source d’énergie facilement décomposable, par les microorganismes du sol.
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Le terme de « changement » a donc remplacé celui de « stimulation », dans la définition
du PE, a partir du moment ou une réduction de la minéralisation de la MOS suite a un apport
en MOF a également été observée, générant donc un PE négatif (Kuzyakov et al., 2000). Le PE
positif peut ainsi entrainer un déstockage de nutriments dérivés de la MOS récalcitrante, les
rendant ainsi disponibles dans la solution du sol (fig. 7a). Le PE négatif, quant a lui, peut
entrainer une immobilisation, dans la fraction vivante de la MOS, des éléments dérivés de la
MOF plus labile, les rendant temporairement indisponibles (fig. 7b). Plus tard, différentes
études ont mis en évidence des PE « apparents ». Contrairement au PE réel qui est une
accélération ou réduction de la minéralisation de la MOS morte, le PE apparent est une
émission supplémentaire de CO2 issue de l'accélération du turnover de la biomasse
microbienne (Blagodatskaya et
al., 2007; Blagodatsky et al.,
2010), d’'une décomposition
incomplete de la MOF ou d’une
libération des nutriments fixés
CO, ou N minéral - sur la phase minérale du sol

produit par le sol

(Kuzyakov et al., 2000). Dans une

cinétique de génération de PE

Sol sans substrat Sol + substrat Sol + substrat
(a) PE positif (a) PE négatif aprés un apport de MOF, le PE
induit par induit par
I'apport de I'apport de apparent a souvent lieu dans les
substrat substrat

. . ,
Figure 7 : Schéma du priming effect (d’aprés Kuzyakov, 2000) : (a) heures qui suivent I'apport de

Priming effet positif : accélération de la décomposition de la MOS apreés
I'apport de subtrat ; (b) Prinming effect négatif : ralentissement de la
décomposition de la MOS apreés I'apport de substrat.

substrat frais.

Dans ce travail de theése, nous nous concentrerons sur le PE réel, relié¢ au carbone, et

principalement positif.

Le PE a été observé a I'échelle de la rhizosphére ol les exsudats racinaires entrainaient
localement une accélération de la minéralisation de la MOS (Kuzyakov, 2002; Blagodatskaya
and Kuzyakov, 2008; Nottingham et al., 2009), mais également a I’échelle de la drilosphére,
ou le mucus dans le tractus digestif des vers de terre permettait une activation de la
minéralisation de la MOS (Bernard et al., 2012; Bityutskii et al., 2012) ou a celle de la

résidusphere (Fontaine et al., 2004, 2007, Bernard et al., 2007, 2009). Le PE a également été
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observé dans les milieux aquatiques (Guenet et al., 2010). Tous ces résultats indiqueraient
que le PE est un phénomene déterminant dans les différents cycles biogéochimiques au sein

de la biosphere.

Le PE peut entrainer un déstockage de CO,, de NH4 ou de NOs ou une immobilisation de la
MO via la voie de I'humification de la MOF. Cependant, méme si le PE semble étre un
phénomeéne largement répandu, seul quelques déterminants récurrents ont pu étre identifiés

(Kuzyakov et al., 2000 ; Kuzyakov, 2010):

1. Lintensité des PE observés dans les sols riches est plus importante que dans les sols
pauvres. | dépend donc de la taille du compartiment organique du sol ;

2. LE PE réel n’ajamais été observé dans des conditions stériles. Il est donc le résultat de
I'activité des microorganismes vivants (et non un artéfact de I'activité résiduelle des
enzymes abiotiques) ;

3. Ll'intensité du PE augmente avec la quantité de substrat frais apporté.

A l'inverse, de nombreuses études ont soulevé des observations contradictoires. La revue
faite par Kuzyakov en 2000 a recensé des observations de PE positifs apres I'apport de
substances organiques facilement décomposables mais aussi des cas de PE négatif apres
I"apport de carbone facilement décomposable ou de matiére organique avec un C:N inférieur
a 16. Guenet et al. (2010) ont également observé, dans deux sols sans végétation et prélevé a
Versailles, un PE négatif aprés I'apport de cellulose marquée au *3C. Or en 2012, Guenet et al.
avaient observé, dans ces mémes sols, un PE positif aprés I'apport de paille ou cellulose
marquée au 3C. Paterson et Sim (2013) ont, quant a eux, observé des réponses spécifiques

au type de sol apres I'apport de glucose marqué dans 4 sols contrastés.

Ainsi, la diversité des effets observés n’a pas permis jusqu’a présent de déterminer un
mécanisme de PE commun a tous les cas étudiés et régi par la (ou les) méme(s) théorie(s)

(Sullivan and Hart, 2013).

V.2. Mécanismes générateurs

En 2003, une synthése de la littérature sur les travaux ayant mis en évidence la génération
d’un PE, a permis a Fontaine et ses collegues de proposer deux mécanismes différents a
I'origine du phénomene. Ces deux mécanismes se basent sur une interaction entre deux
groupes fonctionnels de microorganismes, les stratéges r et les strateges K, qui décomposent

respectivement la MOF et la MOS (Fig. 8).
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Mécanisme 2 Mécanisme 1: les enzymes

Microorganismes
K-stratéges

extracellulaires produites par les r-strateges

Enzymes pour décomposer la MOF apportée au sol

extracellulaires

peuvent décomposer une partie de la

Mécanisme 1
fraction polymérisée de la MO native du sol.

Mécanisme 2 : aprés |'épuisement de la
Catabolites

fraction labile de la MOF par les r-strateges

Enzymes

extracellulaires et le déclin de leur activité, les K-strateges,

Microorganismes continuellement actifs, minéralisent la part

r-stratéges

polymérisée de la MOF. Cette MOF leur

)z . , .
Figure 8 : Mécanismes potentiels de génération du dPPOrte I'énergie necessaire pour

priming effect (d’aprés Fontaine et al. 2003). Mécanisme
1: des enzymes extracellulaires produites par des
microorganismes r-strateges afin de décomposer la MOF &fractaire et ainsi  aller chercher les
aurait également la capacité de dégrader la MOF.

Mécanisme 2 : une proportion de la MOF serait utilisée nutriments N et P nécessaires a leur synthese
par des microorganismes K-stratéges comme source

d’énergie pour leur croissance. Cela augmenterait la €t leur activité.

population de K-stratéges et ainsi leurs productions

d’enzymes décomposant la MOS. En 2014, ces deux mécanismes ont été

décomposer la MOS beaucoup plus

revisités par Chen et al. en les situant par rapport a la teneur en nutriments du sol, levant ainsi
un voile sur une des raisons pour lesquelles le PE a longtemps été incompris. En effet, quand
certains travaux notaient une augmentation de I'intensité du PE avec la teneur en nutriments
du sol (Blagodatsky et al., 1998; Blagodatskaya et al., 2009; Bengtson et al., 2012), d’autres
présentaient des résultats totalement contradictoires (Kuzyakov, 2002; Fontaine et al., 2004,
2011), rendant ainsi tres difficiles les interprétations sous I’hypothése d’un mécanisme de
génération unique. Dans leur étude, Blagodatsky et al. (1998) ont observé, dans un Luvisol
carencé en azote, un PE positif plus intense aprés I'apport couplé de glucose et d’ammonium.
Blagodatskaya et al. (2009) ont également observé un PE positif induit par I'apport de paille
de blé plus important aprés avoir apporté de I'ammonium. Bengston et al. (2012) ont conclu
de leurs expérimentations en mésocosmes que les exsudats racinaires de plantes entrainaient
un PE positif quand la disponibilité en azote minéral permettait de lever la compétition pour
I'azote entre les plantes et les microorganismes. A I'opposé, dans sa revue des mécanismes
de priming effect dans la rhizosphére, Kuzyakov (2002) a rassemblé plusieurs études montrant

que l'apport d’azote réduisait I'intensité du PE rhizosphérique. Fontaine et al. (2004) explique
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cela par le fait que la présence en abondance de nutriments dans les sols favorise les
microorganismes dégradant spécifiquement la MOF. En effet, une carence en nutriments peut
sélectionner des populations microbiennes capables de dégrader la MOS stabilisée pour en
extraire des nutriments (Fontaine et al. 2011).Dans leur étude, Chen et al. (2014) ont donc
montré que le PE généré dans ces deux groupes d’études était lié a deux mécanismes
différents controlés de fagon inverse par la teneur en nutriments. lls les ont hommés

respectivement « théorie stoechiométrique » et « théorie du nutrient mining » (Fig. 9).

Etat nutritionnel du sol (N)

“Faible disponibilité (ﬁ Haute disponibilite’
co2

-
> <

Théorie du « N mining » Théorie stoechiométrique

+PE
ICroissance K

+PE

Biomasse microbienne l Croissancer

Production d’enzyme absorption T

} | Carbone organique | amorc g, proce
disponible

h-
- 4
/ N amorce
Dépomposjtion

Résidus de
sol plantes

Perte/
<« Enzymes

— .
d’enzyme| extracellulaires

Figure 9 : Lien conceptuel entre théorie du "N mining" et théorie stoechiométrique via les effets interactifs de la
disponibilité de C et N sur le PE. Les fleches pleines représentent les flux contrélés par les microorganismes K-
stratéges et r-strateges. Les fleches en pointillés montrent les actions des enzymes extracellulaires.

V.2.A. Théorie stcechiométrique

La théorie stoechiométrique a donc été proposée pour expliquer le mécanisme 1 du PE
proposé par Fontaine et al. (2003). Cette théorie implique que la composition de la
communauté microbienne est contrainte par |'équilibre entre la stoechiométrie des
ressources nutritives et celle des cellules microbiennes (Cleveland and Liptzin, 2007; Allen and
Gillooly, 2009). Comme décrit précédemment, aprés l'apport de MOF, les r-stratéges, a
croissance rapide, utilisent le C facilement assimilable et les nutriments de la solution du sol
pour produire leur biomasse ainsi que des enzymes extracellulaires décomposant la fraction
polymérisée de la MOF. Ces enzymes pourraient également affecter la MOS accélérant ainsi

sa décomposition. A I'épuisement des nutriments, ces populations stoppent leur activité et se
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mettent en dormance. Donc plus la solution du sol est riche en nutriments, plus I'activité des

r-strateges sera intense et prolongée, ainsi que le PE qui en résulte.

V.2.B. Théorie du « nutrient mining » microbien

L'hypothése du « nutrient mining » microbien implique que les strateges K utilisent
I’énergie du C contenu dans la MOF pour décomposer la MOS plus récalcitrante mais plus
riche en nutriments (Moorhead and Sinsabaugh, 2006). Ainsi, ces microorganismes extraient
les nutriments présents dans la MOS, pour les fixer dans leurs biomasses, accélérant sa
décomposition et sa minéralisation. Ce processus est donc du cométabolisme. La
décomposition de la MOS étant un processus couteux en énergie, si les strateges K ont acces
a une source de nutriments plus facilement accessible, ce processus n’aura pas lieu. On pourra
plutot obtenir un PE négatif. En effet, les K-strateges qui décomposaient la MOS, vont changer
de substrat et préférer la MOF. En conséquence, a l'inverse du processus précédent, plus la
solution du sol sera carencée en nutriments, plus ce processus sera favorisé. Cette théorie a
été déja démontrée par Chen et al. (2014) pour I'azote mais en revanche son application
au phosphore est encore débattue (Dijkstra et al., 2013; Sullivan and Hart, 2013; Nottingham
etal., 2015).

V.3. Conséguences sur la séquestration du carbone et le recyclage des nutriments

Fontaine et Barot (2005) ont suggéré que la MOS du sol constitue une banque de
nutriments pour les plantes. Les apports de MOF, selon leurs qualités et en fonction de la
richesse de la solution du sol en nutriments N et P, pourraient soit alimenter cette banque via
le processus d’humification, soit remobiliser une partie de ces nutriments via le PE. Lorsque la
disponibilité en nutriments est faible, le PE serait positif et accompagné d’un déstockage de
nutriments minéraux et d’'une diminution du stock de C de la MOS. A I'opposé, lorsque la
disponibilité en nutriments est élevée, le PE serait négatif et accompagné par une
immobilisation des nutriments disponibles dans la MOS, par les microorganismes (Zang et al.,
2016). Ce mécanisme de banque de nutriments a été confirmé par Fontaine et al. (2011) lors
d’une étude sur le PE dans des sols de prairies. Ils ont ainsi observé que la communauté
microbienne stimulée par I'apport de résidus minéralisait un pool humifié du C du sol de

surface. Ce PE diminuait quand la disponibilité en azote augmentait. De plus, ils ont observé
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qu’il existait, en profondeur, un pool de C moins affecté par le PE mais dont le stock n’était

pas nécessairement augmenté via I'apport de C organique.

Les effets de la disponibilité en azote ont été de nombreuse fois étudiés (Blagodatsky and
Richter, 1998; Kuzyakov et al., 2000; Fontaine et al., 2004, 2011; Blagodatskaya et al., 2009;
Cheng, 2009; Dijkstra et al., 2009; Kuzyakov, 2010; Bengtson et al., 2012; Chen et al., 2014)
mais trés peu d’études se sont intéressées aux conséquences de la disponibilité en phosphore
(Nottingham et al., 2012, 2015; Dijkstra et al., 2013; Sullivan and Hart, 2013; Jing et al., 2017).
Les différentes études s’accordent sur le point que le PE via « N mining » est plus important
que le PE via « P mining ». De plus, les résultats des différentes études suggerent que les liens
étroits entre cycles de I'azote et du carbone régulent l'intensité du PE. Nottingham et al.
(2012) ont montré que dans les sols tropicaux, la disponibilité en nutriments n’est pas la
premiere contrainte du PE. En effet, ils ont observé que le PE n’était pas linéairement corrélé
a la fertilité des sols et que, dans le sol le moins fertile et avec le moins de MQOS, le PE était le
moins intense. Ainsi, ils ont émis I’"hypothése que, dans les sols tropicaux, le PE était d’abord
contraint par la teneur en C organique puis son intensité était déterminée par les carences en
nutriments si le C org était suffisamment abondant. Nottingham et al. (2015) ont observé, sur
les mémes sols, que la disponibilité en phosphore était le premier déterminant de la
minéralisation de la MOF apportée et que la disponibilité en nutriments, notamment en azote,
le premier déterminant du PE. Les auteurs expliguent notamment ce résultat par le fait que,
dans les sols étudiés, les pools organiques et inorganique du phosphore étaient importants.
Dijkstra et al. (2013) ont émis plusieurs hypotheses quant aux faibles observations de PE dans
les sols limités en phosphore. Le phosphore organique (P org) est principalement retrouvé
dans les sols sous forme de monoester ou de diester et le P en est libéré par hydrolyses des
liaisons sans émissions de CO; plutot que par oxydation avec émission de CO;. De plus, dans
les sols limités en P disponible, I'énergie d’'une MOF apportée pourrait étre préférentiellement
utilisée pour mobiliser le P provenant du pool inorganique au détriment de la minéralisation
de la MOS. Il serait pourtant intéressant de compléter les connaissances sur les liens entre PE
et phosphore pour savoir si dans les sols fortement carencés comme les sols tropicaux, le
phosphore de la MOS humifiée pourrait étre remobilisé pour les plantes via un PE par

« nutrient mining ».
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V.4. Hypotheéses de travail

Les différentes études du priming effect nous a permis de poser nos hypothéses de travail.

V.4.A. PE stcechiométrique vs PE for nutrient mining = stockage vs déstockage

Si I'on se référe aux travaux de Chen et al. (2014), une forte disponibilité en nutriments
dans le sol peut générer un PE positif par la théorie stoechiométrique. Les enzymes en cause
dans ce PE étaient celles libérées par les organismes consommant la MOF (de type plutot
dépolymérases), il est fort probable que la MOS indirectement impactée ait une structure
proche. Cette MOS serait donc une MOS jeune, ayant encore une forte signature végétale, et
un C:N trés en faveur du C. Fontaine et Barot (2005) ont signalé que le PE résultant du
« nutrient mining » serait un processus permettant de remettre a disposition les nutriments
emprisonnés dans la MOS récalcitrante. Cette remise a disposition est réalisée via la biomasse
des K-stratéges, pool plus accessible. Par contre, contrairement aux hypothéses de Fontaine
et Barot (2005) décrite précédemment, un PE négatif en absence d’apport en nutriments, peut
également traduire une recharge énergétique des K-strateges, nécessaire a la génération de
PE par « nutrient mining ». A l'inverse, Le PE par « nutrient mining » serait, comme signalé par
Fontaine et Barot (2005), un processus permettant de remettre a disposition les nutriments
emprisonnés dans la MOS récalcitrante, via la biomasse des K-stratéges qui est un pool plus
accessible. Par contre, contrairement aux hypothéses de Fontaine et Barot (2005) décrite
précédemment, un PE négatif en absence d’apport en nutriments, peut également traduire

une recharge énergétique des K-stratéges. (Bernard et al., 2007)

Ainsi, nous avons d’abord posé I’hypothése que les deux mécanismes de PE entrainent
conduisent a deux destinée différentes de la MOS. Le PE généré par la théorie
steechiométrique, serait plutét une stimulation de la voie de I'humification, et donc un
processus qui alimenterait la banque. Le PE par « nutrient mining » serait plutot relié au

déstockage de nutriments.

V.4.B. Coexistence spatiale et temporelle des deux mécanismes

Méme si ces deux processus sont pilotés de facon inverse par la teneur en nutriments de
la solution du sol, il nous semble évident qu’ils peuvent coexister dans I'espace et dans le
temps. En effet, lorsqu’'une MOF végétale complexe arrive au sol, celle-ci est composée d’une

part de molécules solubles, monomeéres ou polymeres mais facilement décomposables et
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assimilables, (sucres, acides aminés, hémicelluloses, protéines, acides gras) et d’'une part de
molécules polymérisées plus récalcitrantes (celluloses, lignines, polyphénols). Les populations
a croissance rapide vont plutét attaquer les composés labiles, en utilisant les nutriments de la
solution du sol, et générer du PE par la théorie stoechiométrique. Les populations a croissances
lentes vont pouvoir attaquer la part réfractaire de la MOF et aller chercher les nutriments

dans la MOS humifiée et encore plus récalcitrante (nutrient mining).

Ainsi nous avons émis I’hypothése que la nature de la MOF induisant le PE déterminerait le
mécanisme de génération de PE et permettrait la coexistence des deux mécanismes. Ainsi, sur
une cinétique, les populations a croissance rapide seraient plus compétitives pour utiliser les
composés labiles ainsi que les nutriments de la solution du sol. Le PE par voie stoechiométrique
devrait donc avoir lieu en début de cinétique. Lorsque les nutriments sont épuisés, ces
microorganismes stoppent leur activité et laissant le reste du C frais a disposition des
populations a croissances lente générant du PE par « nutrient mining ». Notre hypothese
semble corroborer les observations de Derrien et al. (2014), sur le fait que la MOS minéralisée

en début de cinétique est plus jeune que celle minéralisée en fin.

V.4.C. Les acteurs de chaque mécanisme

Selon Derrien et al. (2014), il existe une relation entre la vitesse de croissance des

microorganismes générateurs de PE et I’age de la MOS impactée.

Les stratéges r seraient donc responsables du PE stcechiométrique tandis que les stratéges
K seraient responsables du PE par nutrient mining. Le concept r et K traduisant un continuum
et non deux groupes bien définis, le premier probléme est donc de trouver une limite afin de
classer les groupes phylogénétiques dans ces catégories fonctionnelles. De plus, certains
strateges r ne participent pas a la dépolymérisation de la MO. lls ne font que consommer les
petites molécules directement assimilables. Il est important de les différencier des strateges
r qui dépolymérisent la MOF, car ces deux groupes sont en compétition pour les nutriments

de la solution du sol.

Afin de différencier les groupes en compétition pour les nutriments, nous avons préféré la
terminologie de Moorhead et Sinsabaugh (2006) discriminant 3 groupes fonctionnels : les
opportunistes, les décomposeurs et les mineurs. Nous avons ainsi pu émettre I’'hypothése que

les décomposeurs seraient responsables de la dépolymérisation d’une MO jeune, donc du PE

41



Chapitre | : Introduction générale

stoechiométrique, quand les mineurs seraient responsable de la celle d’'une MO plus ancienne

et donc du PE par « nutrient mining ».

Il nexiste pas de méthodes d’observation directe permettant de quantifier la taille de
chacun de ces groupes. La démarche assez classique que nous avons choisie a été de classer
dans ces groupes les microorganismes identifiés sur un plan phylogénétique. Ce classement a
été fait en fonction de leur corrélation avec la minéralisation de la MOS, de la MOF et du PE
généré a 2 temps de la cinétique, et de leurs traits fonctionnels connus a partir de la
littérature. Plusieurs études ont permis d’avoir un apercu de la composition des groupes
responsable du PE. Ainsi, le groupe des décomposeurs, responsable du PE stcechiométrique,
serait composé des Firmicutes (Bernard et al.,, 2007, 2009; Pascault et al., 2013), des
Bacteroidetes (Pascault et al., 2013), de certaines classes de Proteobacteria et
d’Actinobacteria (Bernard et al., 2007, 2009). Le groupe des mineurs, responsable du PE par
« nutrient mining », serait composé d’Acidobacteria, Verrucomicrobia, Gemmatimonadetes

et de certaines classes de Proteobacteria (Bernard et al., 2007, 2009; Pascault et al., 2013).

V.4.D. Les déterminants de chaque mécanisme

Tres peu d’études ont abordé le PE comme le résultat de plusieurs processus différents.
Mais d’apres la description des deux mécanismes et nos hypotheses précédentes, on peut
déja proposer des déterminants évidents de ces processus. Le premier déterminant qui a déja
été vérifié par Chen et al. (2014) est la teneur en N de la solution du sol qui va donc favoriser
le PE stcechiométrique par rapport au « nutrient mining ». Fontaine et al., (2003) ont
également suggéré que qualité de la matiére organique induisant le priming effect pouvait
déterminer de quel mécanisme résulterait le PE. L’apport d’'une matiére organique facilement
décomposable par les microorganismes, tels que le glucose, favoriserait les stratéges r et ainsi
le PE stcechiométrique. L'apport d’'une matiere organique végétale, tel que le ray-grass,
favoriserait le PE via « nutrient mining » aprés I'épuisement de la part soluble de la matiere
organique. Apres cet épuisement, les stratéeges K seraient plus compétitifs pour la
décomposition de la part polymérisée. Cette hypothese a été confirmée par Guenet et al. en
2012 sur des essais a long terme. La qualité de la matiere organique du sol serait également
un déterminant du mécanisme de PE induit. Une matiére organique peu évoluée favoriserait
le PE stoechiométrique par rapport au « nutrient mining ». Enfin, comme pour Ia

minéralisation de la MOS, le climat pourrait diriger les deux mécanismes de priming effect. La
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température, via son effet sur la qualité de la MOS, favoriserait le PE via « nutrient mining »
par rapport au PE stoechiométrique. La pluviométrie, via son effet sur le pH, le lessivage du N
et la formation du P par le biais de I'altération des roches, influencerait la communauté

microbienne du sol en favorisant les strateges K par rapport aux strateges .

V.5. Conclusion

Les différentes études sur le priming effect a permis de suggérer que le PE pouvait étre
généré par deux mécanismes différents, les mécanismes de décomposition stoechiométrique
et de « nutrient mining ». Le PE stoechiométrique est la décomposition collatérale d’'une MO
peu évoluée du sol par les r-strateges qui libérent des enzymes extracellulaires pour
décomposer la MOF. Le PE par « nutrient mining » est le métabolisme de la MOF et de la MOS
par des K-stratéges pour extraire I’énergie de la MOF et les nutriments de la MOS. L’équilibre
entre ces deux mécanismes est sous l'influence de déterminants tels que la disponibilité en
nutriments, la qualité et la quantité de la MO mais aussi le climat. Cependant, la plupart des
études se sont focalisées sur des sols de milieu tempéré et carencés en azote. Peu d’études
ont permis de confirmer I'existence de ces deux mécanismes de génération du priming effect
dans des sols tropicaux notamment carencés en phosphore. Ainsi, dans ce travail de thése,
nous nous sommes concentrés sur des ferralsols malgaches connus pour étre carencés en

phosphore.

VI. Le Contexte de Madagascar

VI.1. Diversité de paysages, climats et production végétales

Madagascar présente une grande diversité de sols dont I'étude a été initié des les années
1900 et dont la premiére cartographie a été réalisée en 1937 par Besairie (Erhart, 1926; Feller
et al., 2007). Différentes classifications ont été élaborées en fonction des processus de

pédogenése ou en fonction de leurs propriétés (Fig. 10).
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Figure 10 : carte pédologique de Madagascar. Classification FAO de 1974
La classification de la FAO constitue une synthése efficace entre les différents systemes
de classification et est beaucoup utilisé dans les publications scientifiques. Elle est constituée

de 13 groupes qui sont séparés en unités (tableau 1 ; Duchaufour, 1991).

Dans ce travail de these, nous nous sommes focalisé sur les Ferralsols qui couvrent plus de
35% de la superficie de I'lle. lls sont principalement situés sur les Hautes Terres et la partie Est
de I'lle. Les Ferralsols sont des sols profonds caractérisés par une importante altération
aboutissant a des matériaux argileux, pouvant contenir des hydroxydes d’aluminium et ont

une capacité d’échange cationique inférieure a 16 cmol*.kg™.
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Tableau 1 : Distribution des sols malgaches selon la classification de la FAO

. ) Aire relative pour
Groupes Superficies (km?) Madagascar (%)
Ferralsols 209 104 069 35,4
Cambisols 106 317 440 18
Luvisols 60 083 661 10,2
Arenosols 57 502 344 9,7
Regosols 54 394 709 9,2
Nitisols 39 597 850 6,7
Fluvisols 25278 558 4,3
Lithosols 21558 230 3,7
Vertisols 7 146 038 1,2
Gleysols 6 480 420 1,1
Histosols 1620121 0,3
Acrisols 223 547 0,04
Solonchak 148 943 0,03
Non cartographié 1274120 0,2

En plus de cette grande diversité de sols, Madagascar se trouve dans la zone intertropicale
et est soumise a une grande diversité de climats. La carte des régions climatiques par Raunet
(1997) montre 6 types de climat dont les critéres de classification sont basés sur la
pluviométrie annuelle moyenne, puis sur la température moyenne du mois le plus sec et sur
le nombre de mois secs. Ces types de climat varient donc d'un climat perhumide, a
pluviométrie annuelle supérieure a 2000 mm (cote Est de I'lle) a un climat tres aride avec une
pluviométrie annuelle inférieure a 400 mm (extréme sud-ouest de I'ile). La zone des Hauts
Plateaux, au centre de l'lle et point central de ce travail de thése correspond a un climat
subhumide d’altitude avec une pluviométrie annuelle comprise entre 1000 et 1500 mm. Cette
variété de climats entraine une grande biodiversité et une grande diversité de paysages. Ainsi,
le pays présente de nombreuses régions agro-économiques lui conférant de grandes
potentialités agricoles et une grande diversité de productions végétales. Ainsi on peut
retrouver, sur les Hauts Plateaux des cultures de fruits tempérés, de tomates, du thé et des
cultures vivrieres, dans le Nord de I'ile, des cultures de canne a sucre, de cacao ou de vanille,
dans I'Est des cultures de café, de girofle, de litchi, dans I'Ouest, des cultures de noix de cajou

et enfin dans le Sud des cultures de pois du cap, ou de haricot.
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Sur les Hauts plateaux, les fonds de vallée, zones les plus fertiles, sont dédiés a la riziculture
irriguée. Les baiboho, plaines alluviales adjacentes aux fonds de vallée, sont quant a eux
dédiés au maraichage. Le riz étant capital pour la population malgache, cette culture est la
plus importante a Madagascar et nécessite une expansion. Cependant, les fond de vallée sont

de plus en plus saturées ce qui entraine I'exploitation des versants de collines, appelés

« tanety » pour la culture de riz pluvial (Fig. 11 ; Razafimahatratra, 2011).

Figure 11: Paysage agricole typique des Hauts plateaux, région Itasy

VI.2. U'insécurité alimentaire

Selon une projection réalisée par International Statistics (2012), la population malgache
atteindra 28.374.000 en 2020. Par contre les gains en production alimentaire, surtout pour le
riz, resteront inférieurs au rythme de croissance de la population. Prées de 76% de la
population souffrent de carence alimentaire a Madagascar (INSTAT, 2013) avec une grande
prévalence dans les milieux ruraux. Le développement agricole durable est fondamental pour

la sécurité alimentaire et la lutte contre la pauvreté, (Pretty et al., 2011).

L’agriculture emploie 72% de la population active malgache pour 26% du PIB et fournit
I'essentiel de la consommation alimentaire des ménages (Ministére de I’enseignement
supérieur et de la recherche scientifique [MESupReS], 2015). De plus, le secteur agricole joue
également un réle important dans les échanges commerciaux de Madagascar (Ministére de
I’agriculture, de I'élevage et de la péche [MAEP], 2009). La polyculture est pratiquée par 83%
des exploitations agricoles avec les cultures vivrieres, telles que le riz ou le manioc,
généralement destinées a I'autoconsommation. (INSTAT, 2013). Les ménages agricoles

s’adonnent en général a environ moins de 5 cultures, au cours d’une campagne. L’agriculture
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traditionnelle, peu intensive, présente de faibles rendements directement liés a la faible taille
des exploitations (moins de 1,5 ha) et a la faible fertilité des sols. Le riz, premiére culture du
pays, est cultivé dans les bas-fonds, dans les plaines et la riziculture pluviale prendre de plus
en plus d’essors sur les sols des tanety. Aliment de base, avec une consommation annuelle
de 130 kg par habitant, le riz occupe une place importante dans la culture malgache. Pourtant,
Madagascar n’est plus autosuffisant en riz et en importe annuellement 162.000 tonnes
(MESupReS, 2015). De plus, en 2010, le taux de pauvreté rurale était presque deux fois plus

élevé que celui relevé dans les zones urbaines (Banque mondiale, 2015).

VI.3. Agriculture des Hauts plateaux

Sur les Hauts plateaux, la surface agricole potentielle pouvant se préter aux grandes
cultures et aux zones de paturage est estimée a plus de 35 millions d’hectares et 65% de cette
surface agricole utile est située sur les collines ou « tanety ». Ainsi ces « tanety », sous climat
subhumide, représentent un fort potentiel pour augmenter la production agricole malgache
(Rabeharisoa, 2004). Cependant, les sols des « tanety », majoritairement du type Ferralsol,
présente des teneurs élevées en hydroxydes de fer et d’aluminium (Ségalen, 1994; Chavez et
al., 2009), limitant ainsi la biodisponibilité du phosphore. De plus, dans ces sols ferrallitiques
agés et sensibles a I'érosion, I'azote minéral est vite perdu par lixiviation. Les sols ferrallitiques
sont donc des sols tres sensibles a I’érosion surtout aprés élimination de la couverture
végétale. Les sommets et les pentes sont alors érodés, entrainant ainsi la disparition des
couches arables des champs de culture et I'ensablement des bas-fonds (MESupReS, 2015).
Cette érosion des sols de « tanety » peut étre le résultat de certaines pratiques traditionnelles
sur-utilisées a cause de la pression démographique. Les feux de brousses et feux de foréts,
dont les raisons sont multiples, sont une des principales causes de destruction des ressources
naturelles a Madagascar. En effet, les feux ne détruisent pas seulement la végétation mais
s’attaquent également au systéme pédologique et hydrique (MESupReS, 2015). La culture sur
brilis reste la pression majeure et déterminante sur I'équilibre de I’écosysteme forestier.
Plusieurs habitats écologiques sont ainsi détruits (MESupReS, 2015). Ces pratiques sont
notamment liées au fait que le colt des intrants chimiques les rend pratiguement
inaccessibles a la majorité des paysans (Andrianjafy Andriamanindrisoa, 2004 ; INSTAT 2013).

La gestion des déchets organiques, tels que les résidus de récolte, composts ou fumiers
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animaux, peut ainsi apparaitre comme une meilleure alternative pour la fertilisation des

systemes de culture.

Dans le contexte actuel de d’adaptation et lutte contre le changement climatique et
d’augmentation de la sécurité alimentaire pour les populations, une agriculture basée sur la
gestion des matiéres organiques des exploitations agricoles permettrait de gérer, voire
d’améliorer, la fertilité des sols ferrallitiques tout en permettant de contrebalancer les flux de
gaz a effet de serre (Agren, 2010). Pour cela, il est nécessaire d’utiliser des pratiques agricoles
permettant de diriger les processus du sol tels que I’humification de la matiére organique ou
plus généralement le stockage de carbone dans le sol mais également d’utiliser des pratiques

agricoles promouvant la biodiversité des sols.

VI.4. Le projet CAMMISolE

Ce travail de thése s’inscrit dans le projet de recherche international CAMMIiSolE (Effet du
Changement global en Afrique de l'ouest et a Madagascar sur la diversité des
Microorganismes du Sol et ses conséquences sur les services Ecosystémiques) financé par la
Fondation pour la Recherche sur Biodiversité (FRB). Ce projet vise a comprendre le role de la
biodiversité microbienne dans les transformations des matieres organiques des sols des
agrosystemes dans un contexte de changement climatique. Ce projet est ciblé sur deux
régions a pédoclimats contrastés d’Afrique sub-saharienne, les Haut plateaux de Madagascar
(sols argileux et climat subhumide) et I’Afrique de I'Ouest (sols sableux et climats arides). Il a
pour objectif de comprendre comment des gradients climatiques et des pratiques agricoles
permettent de piloter I'équilibre minéralisation/stockage en modifiant la composition des
communautés microbiennes, et ainsi favoriser le stockage du carbone a long terme dans les
parcelles agricoles comme moyen d’adaptation au changement climatique. Les résultats de
ces recherches doivent permettre I'élaboration d’'un modeéle en 3D permettant de réaliser des
scénarios de biodiversité en fonction des différentes pratiques agricoles et du climat. Ce
modele doit étre doté d’une interface conviviale afin de générer un outil d’aide a la décision
des ingénieurs agricoles, ou des maitres exploitants formés par I'ONG AgriSud pour tester et
diffuser aupres des autres exploitants agricoles certaines pratiques agroécologiques. Ce projet
regroupe 5 partenaires académiques francais (INRA-Agroécologie Dijon, IRD- Eco&sols
Montpellier et IRD-UMMISCO Bondy), malgache (LRI) et sénégalais (ISRA). Il regroupe

également deux ONG dont AgriSud international, basé dans la région d’ITASY, et qui nous a
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introduits auprés de son réseau de cultivateurs pour les prélevements de sols de nos études
(chapitres Il et 1V). Grace a ce réseau de partenaires, j’ai pu également me former et réaliser

toute les analyses de biologie moléculaire a I'INRA de Dijon.

VI.5 Objectifs et réalisation de ce travail de thése

Les sols tropicaux sont des sols agés et carencés en éléments minéraux tel que le
phosphore. C'est le cas de la majorité des sols malgaches. Sur les tanety, I'agriculture est
principalement pluviale et, en absence de fertilisation minérale, axée sur la gestion des
matiéres organiques. Ainsi, 'optimisation de la gestion de la MO pourrait étre un des leviers
accessibles pour I'amélioration des rendements agricoles a Madagascar, 'amélioration de leur
durabilité et de leur résistance/résilience face aux perturbations climatiques. Le priming effect
(PE), selon son mécanisme de génération peut amener soit (1) a une stimulation de la voie de
I’humification et donc au stockage durable de matiére organique riche en nutriments dans les
sols, soit (2) a une minéralisation de la matiére organique évoluée déja existante, permettant
la remise a disponibilité des nutriments emprisonnés mais a un appauvrissement du stock de

C.

Le principal objectif finalisé de cette étude est de contribuer a la proposition de pratiques
agricoles permettant d’augmenter durablement le stock de matiére organique riche en
nutriments, afin d’améliorer a long terme la fertilité des sols et de lutter contre le changement
climatique (adaptation mais aussi en contribuant a son atténuation). Ce travail de these vise

donca:

- identifier les acteurs microbiens impliqués dans les deux processus de génération du
PE.

- identifier les déterminants proximaux agissant sur chacun des processus de génération
du PE.

- comprendre comment le climat et les pratiques agricoles (déterminants distaux)
modifient I'intensité de ces deux processus en jouant sur les déterminants proximaux

et les diversités et activités microbiennes.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons réalisé trois études.

- Danslapremiere étude (chapitre 1), nous avons étudié des sols « naturels » de savanes
herbacées sous I'influence d’un gradient climatique a deux composantes (température

et pluviométrie). Pour cela, nous avons réalisé un échantillonnage centré sur les Hauts
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plateaux et orienté sur des transects permettant de mettre en valeur tantot I'effet
« température moyenne annuelle », tantét I'effet « pluviométrie annuelle ».

- Dans la deuxiéme étude (chapitre Ill), nous avons voulu aller plus loin dans la
compréhension des processus et nous avons donc réalisé en laboratoire une
incubation de 3 sols issus de parcelles cultivées (région d’ITASY), de physicochimie
différente (teneur en MO, en NH4* et en PO4*). Nous avons amendé ces sols avec 3
qualités de MOF différente (glucose, paille de riz et paille de blé) afin d’identifier I'effet
de leurs qualités sur I'intensité et les différents processus de génération du PE.

- Enfin dans la derniére étude (chapitre 1V), nous avons échantillonné un réseau de
parcelles d’agriculteurs dans la région d’ITASY afin de discriminer I'effet les pratiques
agricoles sur le PE stoechiométrique. Les pratiques agricoles dans cette région tournent
autour de la gestion de la MO et ce PE, puisqu’il doit favoriser le stockage de la MO

dans le sol, permettrait d’améliorer I’exploitation de la MO.

L’approche que nous avons choisie est basée sur un échantillonnage de sol, suivi d’'une
caractérisation des paramétres physicochimiques (texture, minéralogie, C, N, P, pH, CEC, etc.)
de chaque échantillon ainsi qu’une description des parameétres microbiens (C, N et P
microbien, quantité d’ADN) et moléculaire (185/16S, composition des communautés
bactériennes et fongiques par pyroséquencage). Chaque échantillon a ensuite été mis a
incuber en présence ou absence de substrat enrichi en 3C, afin de mesurer la respiration
basale, la minéralisation du substrat et le PE a un ou deux temps d’incubation suivant I'étude
(7 jours chapitre IV, ou 7 et 42 jours chapitre Il et lll). Les particularités entre les études sont

présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des 3 études

moléculaires

dans les sols

nombre - . R . R
Etude ) . couvert végétal | Incubation Analyses a TO Analyses a T7 Analyses aT42 | amendements
d’échantillons
arametres physico- -
P . Phy . b . suivi de
chimiques ; suivi de I'émission | ,, ..
Chapitre arametres de CO; des sols Femission de €O
. . 2 . ,
P 41 savane herbeuse 7j—42j P . . R des sols paille de blé
Il microbien ; controles et R
. , contréles et
paramétres amendés .
. . amendés
moléculaires
R . . b . suivi de
parameétres physico- | suivi de I'émission | ,, . .
o I’émission de CO>
chimiques ; de CO;, des sols .
. s . A R des sols glucose, paille
Chapitre sol nu, jachere, riz . . parametres contréles et R L
3 ) 7j—42j ) . , controles et de blé, paille
[l pluvial microbien ; amendés ; i )
. . amendés ; de riz
parametres parametres A
. . . . parametres
moléculaires moléculaires ] .
moléculaires
paramétres physico- | suivi de I'’émission
L chimiques ; de CO; des sols
) cultures vivrieres, . R
Chapitre . . parametres controles et . .
49 agroforesterie, 7j ) . , aucunes paille de blé
v . microbien ; amendés ; mesures
foresterie . .
paramétres du P et N minéral
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Chapitre Il : Soil microbial diversity drives the priming effect along climate

gradients — A case study in Madagascar

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article sous presse a ISME journal (Annexe 2)

Kanto Razanamalala, Tantely Razafimbelo, Pierre-Alain Maron, Lionel Ranjard, Nicolas
Chemidlin, Mélanie Leliévre, Samuel Dequiedt, Volaniaina H. Ramaroson, Claire Marsden,

Thierry Becquer, Jean Trap, Eric Blanchart & Laetitia Bernard
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l. Introduction

Priming effect is an increase in soil organic matter mineralization by microorganisms
following fresh organic matter (FOM) input (Bingeman et al., 1953; Kuzyakov et al., 2000).
After more than two decades of increasing research effort, PE-generating mechanisms,
determinants and actors still need to be elucidated (Fontaine et al., 2003; Bernard et al., 2007,
2009, 2012; Pascault et al., 2013; Chen et al., 2014). Based on a literature review, Fontaine et
al., (2003) proposed that PE can be generated by two different mechanisms: (1) indirectly via
collateral damage exerted on soil organic matter (SOM) by extracellular enzymes released by
FOM feeders, and (2) directly via the co-metabolism of energy-rich FOM catabolites by SOM
feeders who mine SOM for nutrients. Recently Chen et al., (2014), used the denomination of
“stoichiometric decomposition theory” and “nutrient mining theory” for each mechanism
respectively. These authors showed that the first process is favoured by high nitrogen
concentration while the second takes place in case of nitrogen depletion. Therefore, when
fresh carbon inputs are not accompanied by nutrient inputs, PE should first be generated by
stoichiometric decomposition, followed by nutrient mining after exhaustion of available
nutrients in the soil solution. Other authors have shown that during PE generation, early PE
corresponded to the mineralization of young, labile SOM by fast-growing microbes whereas
late PE targeted old SOM and involved slow-growing populations (Derrien et al., 2014;
Blagodatskaya et al., 2014). As a consequence, PE generated by stoichiometric decomposition
should result from the activity of faster-growing microbes than PE generated by nutrient
mining (Fontaine et al., 2003; Chen et al., 2014). Using the coupling of isotopic and molecular
approaches, a small number of studies have identified phylogenetic groups involved in the
mineralisation of wheat residues and potentially involved in the different PE processes at
different decomposition stages (Bernard et al., 2007; Pascault et al., 2013). However, except

for the soil nitrogen status, so far no other determinant of PE-generating processes is known.

The PE has been suspected to increase SOM mineralization in the context of global warming
via the potential increase in labile carbon (C) inputs by plants to the soil in response to CO;
elevation (Heimann and Reichstein, 2008). However, it is not known whether temperature
elevation (or rainfall variation) will be able to drive PE through the selection of different
microbial guilds and/or the modification of the metabolism of the populations. This question

is crucial for soil carbon sequestration, because if PE generated by nutrient mining leads to
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stable SOM depletion, PE generated by stoichiometric decomposition can be considered as a
stimulation of the decomposition of young SOM and therefore a stimulation of the

humification route.

The objective of this study was to determine how climatic parameters drive the capacity of
microbial communities to mineralize organic matters and generate PE, through one or another
previously described mechanism, in Ferralsols across the centre of Madagascar. The rapid
climate changes likely to occur in the tropics (Neelin et al., 2006), and the necessity for soils
to sequester carbon and recycle nutrients from SOM for plant growth justify the need to
deepen the understanding of the drivers and microbes involved in the generation of PE in the
tropics. Madagascar is a highly relevant region to study these aspects due to the existence of
crossed gradients of temperature and rainfall on the same soils (Ferralsols which account for
750 million ha of world-wide tropical areas and which are strongly nutrient-depleted) and with
the same vegetation type (natural savannas locally called ‘Bozaka’). Climatic gradients are
useful to project the long-term response of microbial communities and C turnover under a
situation of increasing temperature or rainfall, that are particularly difficult to set up in
developing countries. Soil samples were collected under natural herbaceous savannas along
several gradients allowing to separate the effects of mean annual temperature (MAT) and
mean annual precipitation (MAP). Soils were first characterized on the basis of the most
important biotic and abiotic descriptors: microbial biomass, diversity and composition, soil
texture, mineralogy, pH, water content, cationic exchange capacity, bulk density, total C, N, P
contents, and available N and P contents. They were further incubated for 42 days to assess
their capacity to mineralize wheat straw and SOM and to generate PE through both previously-

described mechanisms.

Il. Materials and methods

II.1. Experimental site and soil sampling

This study was carried out in the central part of Madagascar. Hillsides are dominated by
Ferralsols according to the FAO classification and are subjected to a hot rainy season from
November to April and a cold dry season from May to October (Fig. 1). In May 2014, soil

samples from 41 plots were collected under similar vegetation (natural herbaceous savannas
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dominated by the grass Aristida sp., Poaceae). Plots were located along three national roads

(Fig. 1- RN4, RN34 and RN7), allowing effects of MAT and MAP to be distinguished.

The mean annual temperature and precipitation of the three climatic gradients ranged
from 18.6 to 25.5°C and from 1359 to 1508 mm for RN34, from 17.7 to 26.8°C and from 1327
to 1817 mm for RN4, and from 16.4 to 22°C and from 779 to 1491 mm for RN7. The mean
annual temperature and rainfall data were extracted from the WORLDCLIM database (Hijmans
et al., 2005), obtained from 1950 to 2000, on the basis of the geographic coordinates of each
sampling point. Unfortunately, no data were available at this scale for the following 14 years.
Climate studies in Madagascar indicate that between 1961 and 2005, in the Highlands of
Madagascar, MAT increased by 0.02°C.y! while MAP slightly decreased; this tendency is
expected to increase during the next decades (Randriamarolaza, Meteo Madagascar,
unpublished). In each plot, six soil cores, 0-10 cm depth and 1 m apart, were sampled using a
metallic cylinder. One core was used to measure soil bulk density and other physicochemical
parameters. The remaining 5 soil cores were pooled, sieved at 2 mm, and coarse plant debris
were removed. Composite samples were maintained at 4°C for no more than one week, prior

to further fresh soil incubations and analyses.

[1.2. Soil characterization

Different soil parameters, i.e. amorphous aluminium and iron oxide contents and soil pH-
H,0 in the 0-10cm horizon were collected from the Madagascar soil database. All the other
parameters were measured after our sampling in May 2014. Soil bulk density and water
content were calculated by weighing fresh and oven-dried bulk soil cores. Particle size
distribution was determined by the Robinson pipette method (Pansu and Gautheyrou, 2007).
The effective cation exchange capacity (CEC) was determined by suspending soil in
cobaltihexamine chloride solution (100 mg.l"; 1:10 ratio) at soil pH and measured by flame
spectrophotometry (Ciesielski et al., 1997). Total carbon (C) and nitrogen (N) contents were

evaluated by dry combustion in a CHN analyser (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA).

Soil mineral contents (i.e. kaolinite and gibbsite) were estimated by near infrared

reflectance spectroscopy (NIRS), using the model developed by Ramaroson et al. (2017).
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Figure 1: Map of the study region with isohyets. (a: average annual temperature; b: average annual precipitation) and locations of the 40 sampling sites. Climatic data were

obtained from the WORLDCLIM database (Hijmans et al., 2005)
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The nitrate and ammonium (NOs and NHa) contents, obtained after KCl extraction, were
determined by colorimetry according to the Berthelot reaction (NH4) and the Griess reaction
(NO3) (Mulvaney, 1986) using an automated continuous flow analyser San** (Skalar analytique,
France). The total P content was determined using perchloric acid attack (Jackson, 1958). The
available phosphorus (av P) content and microbial biomass P (MBP) were measured using
anion exchange resin after a fumigation-extraction method (Kouno et al., 1995) adapted from

Amer et al., (1955).

[1.3. Molecular analyses of soil bacterial and fungal communities

After field sampling, 50 g subsamples were maintained at 4°C, transported to France
(Genosol platform, Dijon) and lyophilized for further molecular analyses. Microbial DNA was
extracted from 2 g of lyophilized soil subsamples using the procedure described in (Plassart et
al., 2012). Quantification of DNA extracted from soil was used to estimate the “microbial
molecular biomass” (MMB) in each sample, as it corresponds to the amount of DNA extracted
from 1 g of soil (Marstorp et al., 2000; Widmer et al., 2006; Dequiedt et al., 2011). Quantitative
real-time PCR was performed on extracted DNA to quantify 16S and 18S rDNA gene sequences
(Lienhard et al., 2012; Plassart et al., 2012), which led to the estimation of the fungal to
bacterial ratio (F:B). For microbial diversity and composition analyses, banks of 16S and 18S
ribosomal sequences were prepared prior to pyrosequencing analyses as described in Maron
et al. (2011). Pyrosequencing was carried out on a GS FLX Titanium (Roche 454 Sequencing
System). Biocomputering analysis of the sequences was performed using the GnS-PIPE (Terrat
et al., 2012), as described in detail in Tardy et al., (2015). In order to compare the datasets
efficiently and avoid biased community comparisons, the sample reads were reduced by
random selection closed to the lowest datasets (3000 reads for 16S- and 18S-rRNA gene
sequences respectively for each soil sample). The retained high-quality reads were used for
taxonomy-based analysis using similarity approaches and dedicated reference databases from
SILVA. Richness and diversity indices (number of OTUs, Evenness index) were determined at a

dissimilarity threshold of 5%.

DNA sequences were deposited in the European Nucleotide Archive, under the study

accession number PRJEB19651.
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[1.4. Soil microcosm set-up and priming effect assessment

To assess the potential capacity of microbial communities to mineralize soil and fresh
organic matter at a similar temperature of 27°C (i.e. regular incubation temperature for
tropical soil - Bernard et al. 2012), fresh composite soil samples were used to fill 2 series of
150-ml plasma flasks with 10 g of equivalent dry soil. The soil water content was adjusted to
70% of the saturation threshold using sterile deionized water. Both series were pre-incubated
for 7 days in the dark. Then, one of the microcosm series was amended with 7% 3C- labelled
wheat straw powder (0.004 g straw. g of dry weight soil) characterized by a C:N:P ratio of

108:4:1; the second series was not amended.

The microcosms of both series were then incubated (open, i.e. unsealed) for 42 days. The
soil water content was controlled throughout the incubation and adjusted with sterile
deionized water when needed to prevent variation in soil moisture. Measurements of CO;
emissions (total CO, and 13C-CO,) were performed on the 7t and 42" day of the incubation,
to correspond to “early” and “late” steps of FOM mineralization and PE. Prior to gas sampling,
the microcosms were flushed with air to renew the atmosphere and were hermetically sealed

for 3 days before measurements were conducted.

I1.5. Total CO, and 3C-CO, measurements

The total atmospheric CO, concentration was measured in all microcosms using a micro-
CPG (CP-4900, Varian, Middelburg, The Netherlands). A 5-ml volume of the gaseous phase, of
the straw-amended microcosms only, was sampled in Exatainer evacuated tubes (LABCO
limited, UK) for further determination of carbon isotopic abundances using IRMS as described

in Bernard et al. (2012).

PE was calculated as follows: PE = total measured CO; of the straw-amended
microcosm - straw-derived CO; (calculated from the 3CO, atomic percentage,
SM for straw mineralization) - total CO, measured in the non-amended

microcosm (BR for basal respiration).

I1.6. Statistics

Pearson correlations between all variables were calculated using XLSTAT software
(Addinsoft, France). Significance of correlations was tested by the Bartlett test. All variables
correlating to at least one of the carbon mineralization activities (BR; SM; PE), positively or
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negatively, at 7 or 42 days, and at a signification threshold of 1%, were retained to build up a

principal component analysis (PCA).

Ill.  Results

Raw data obtained on each sampling plot from the analysis of all physicochemical and
microbial parameters are presented in Dataset 1, with the principal descriptive statistics. The
complete Pearson correlation matrix generated from Dataset 1 is presented in Dataset 2,
while the PCA built on variables significantly (P values < 0.01) correlated to basal respiration,

straw mineralization or PE is shown in Fig. 3.

[11.1. Soil physicochemical properties

Soils were sampled at 60 to 1600 m a.s.l. and were mainly sandy clay loam or clay textured
soils. Mean metal oxide contents s were 1.3 mg.g™* soil for aluminium and 1.6 mg.g* soil for
iron. Mean soil carbon content was about 2% with a C:N ratio of 16, mean mineral nitrogen
content was 6 mg.kg* soil and mean available phosphorus was 0.6 mg.kg*. Mean bulk density
was 1.3 g.cm3, mean pH 5.5 and mean CEC 2.7 cmol+.kg™? of soil. Correlations between soil,
site and climate variables are described in dataset 2. Higher altitudes were characterized by
higher clay content, especially of gibbsite type, higher soil C and N contents and a higher C:N
ratio. By contrast, bulk density, pH and CEC were lower at these altitudes compared to lower
altitudes - and warmer climates, as altitude was strongly negatively correlated to mean annual
temperature (MAT). Some variables were correlated to mean annual precipitations (MAP),
either positively, i.e. clay content, pH, and iron oxides, or negatively: sand content, soil C:N
and available P. The first axis of the PCA (Fig. 3) represented more than 38% of the total
variance and was driven by the MAT, while the second axis accounted for only 14% of the total

variance and was mainly driven by the MAP.

[11.2. Abundance and diversity of bacterial and fungal communities

The microbial communities from savanna Malagasy Ferralsols showed an F:B ratio ranging
from 0.02 to 0.21 (Dataset 1). The main bacterial phyla (> 10% of total sequences each) were
Proteobacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Actinobacteria and Chloroflexi and major
fungal phyla were Ascomycota and Basidiomycota. Unknown sequences represented 16% and
6% of total bacterial and fungal sequences, respectively. MAT was positively correlated to
bacterial evenness, Unknown bacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria-GP4 and
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Armatimonadetes (Fig. 3, Dataset 2). Oppositely, microbial molecular biomass (MMB - i.e. DNA
extraction yield), microbial biomass phosphorus (MBP —giving also an idea of the physiological
status as P enters in DNA and RNA molecules), the bacterial density assessed by the number
of 16S ribosomal genes (DNA 16S), Planctomycetes, all Proteobacteria subgroups and
Acidobacteria GP-1,-2,-6, were negatively correlated to MAT. MAP was positively correlated

only to Chloroflexi and negatively to Actinobacteria.

[11.3. C-mineralization

Considering all sampling sites and the whole incubation period, basal respiration ranged
between 0.087 and 1.042 pg C-CO; gt soil h'. Straw mineralization ranged between 0.242 and
2.634 pg C-CO; gtsoil h'l. The PE ranged between -15 % and 130% of basal respiration (Fig. 2

- Dataset 1).

Basal respiration did not change over time and was strongly and negatively linked to MAT
(table 1). Straw mineralization was strongly and negatively linked to MAP at 7d and slightly
positively correlated to MAT at 42d. PE switched from being strongly and negatively correlated

to MAT at 7d, to being positively correlated to MAT at 42d.

Table 3: Partial correlation matrix between climatic variables, and C mineralization activities registered at both
incubation times (7 and 42 days).

Variables 7d_BR  7d_SM 7d_PE  42d_BR 42d_SM  42d_PE
MAP -0.142 -0.646 -0.071  -0.290 -0.308 0.274

MAT -0.704 -0.242 -0.537  -0.625 0.322 0.458

t7_BR 1 0.084 0.371 0.883 -0.242 -0.483
t7_SM 0.084 1 0.126 0.182 0.093 -0.357
t7_PE 0.371 0.126 1 0.538 -0.269 -0.465
t42_BR 0.883 0.182 0.538 1 -0.104 -0.635
t42_SM -0.242 0.093 0269  -0.104 1 0.591

t42_PE -0.483 -0.357 -0.465  -0.635 0.591 1

Bold correlation coefficients represent P-values < 0.01, and underlined correlation coefficients represent P-values
< 0.05. MAP: Mean Annual Temperature; MAT: Mean Annual Rainfall; BR: Basal Respiration; SM: Straw
Mineralization; PE: Priming Effect.
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Figure 2: Cumulative histogram plot of (A) basal respiration, (B) straw mineralization and (C) PE at 7 and 42 days
of incubation of the 41 sampled soils.

Basal respiration at both incubation dates was positively correlated to soil clay and gibbsite
contents, C, N and P content and C:N ratio (table 2 — Dataset 2). Straw mineralization at 7d
was positively related to soil available P content and negatively related to pH and iron oxide
content. A positive correlation was visible with mineral N but was not significant even at a P
value <0.05 (Dataset 2). At 42d, straw mineralization was positively driven by bulk density and
sand percentage and negatively by initial soil humidity, iron oxide and C and N contents. PE at
7d was positively correlated to soil Gibbsite enrichment, as well as to soil C and N content and

C:N ratio, while the opposite was observed at 42d with less significant relationships.
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Table 4: Partial correlation matrix between the biotic and abiotic variables, retained to build the PCA (Fig. 3), and
C mineralization activities registered at both incubation times (7 and 42 days).

VARIABLES 7d_BR 7d_SM 7d_PE 42d_BR 42d_SM 42d_PE
BD -0.527 0.277 -0.404 -0.444 0.513 0.272

Sand -0.334 0.309 -0.133 -0.188 0.441 0.085

Clay 0.390 -0.294 0.182 0.247 -0.384 -0.054
Gibbsite 0.487 -0.101 0.607 0.490 -0.285 -0.337
Soil humidity 0.528 -0.149 0.300 0.377 -0.675 -0.372
pH -0.143 -0.487 -0.304 -0.153 -0.138 0.103

ox Fe 0.050 -0.325 0.260 -0.012 -0.426 -0.019
Tot C 0.821 -0.101 0.486 0.694 -0.339 -0.326
Tot N 0.750 -0.142 0.436 0.620 -0.397 -0.300
Tot P 0.423 0.049 0.254 0.392 -0.300 -0.280
Soil C:N 0.447 0.158 0.332 0.430 0.062 -0.175
avP 0.281  0.425  -0.055  0.359 0.329 -0.175
MBP 0.876 -0.066 0.396 0.831 -0.182 -0.391
MMB 0.757 -0.143 0.406 0.695 -0.405 -0.438
DNA16s 0.504 -0.122 0.163 0.461 -0.406 -0.393
Evenness_B -0.456 0.150 -0.246 -0.412 -0.080 -0.059
Planctomycetes 0.173 -0.075 0.527 0.198 -0.236 -0.190
Unknown_B -0.747 -0.142 -0.673 -0.758 0.243 0.542

Actinobacteria -0.264 0.394 -0.263 -0.102 0.505 0.055

Chloroflexi -0.672 -0.399 -0.457 -0.688 0.385 0.732

Alpha-proteobacteria 0.762 0.245 0.696 0.804 -0.203 -0.547
Acidobacteria_Gp1 0.678 0.052 0.304 0.506 -0.465 -0.415
Gamma- 0.685 0.105 0.415 0.526 -0.314 -0.309
proteobacteria

Delta-proteobacteria 0.396 -0.025 0.232 0.424 -0.378 -0.447
Burkholderiaceae 0.685 0.174 0.230 0.618 -0.217 -0.431
Acidobacteria_Gp2 0.391 -0.330 0.446 0.347 -0.389 -0.205
Acidobacteria_Gp4 -0.594 -0.309 -0.471 -0.527 0.210 0.356

Firmicutes 0.036 0.549 -0.072 -0.008 -0.116 -0.273
Unclassified_Proteoba | 0.498 0.034 0.657 0.662 -0.255 -0.595
cteria

Armatimonadetes -0.708 -0.059 -0.447 -0.587 0.088 0.170

Acidobacteria_Gp6 0.080 -0.022 0.511 0.304 -0.108 -0.346
Unclassified_Acidobac | 0.343 -0.198 0.291 0.312 -0.586 -0.449
teria

Soil microbial parameters correlated to one or more C mineralization activities were MMB,
MBP, bacterial density (DNA 16S), bacterial evenness (Evenness_B) and many bacterial Phyla
or subphyla. Acidobacteria and Proteobacteria showed no strong relationship with respiration
parameters at the phylum level, whereas certain lower phylogenetic levels did. Basal

respiration was positively correlated to microbial and more precisely bacterial biomass, initial
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relative gene abundance of all Proteobacteria, and Subdivisions 1 and 2 of Acidobacteria (Gp1,
Gp2). Straw mineralization was positively correlated to Firmicutes and Actinobacteria at 7d
and to Actinobacteria and Chloroflexi at 42d. PE at 7d was positively correlated to the same
parameters as basal respiration and also to Planctomycetes and Acidobacteria-GP6. All these
correlations were negative at 42d and PE was then positively correlated to Unknown bacteria,
Chloroflexi and Acidobacteria-GP4 only. In contrast to bacterial parameters, no fungal

parameter was strongly correlated to any C-mineralization activity.

Iv. Discussion

IV.1. Stoichiometric decomposition vs nutrient mining

Early PE intensity (7d) was strongly and positively linked to basal respiration. Both also
depended on microbial biomass, soil enrichment in organic matter and its quality informed by
the soil C:N ratio. According to the literature, soil basal respiration is mainly related to the
decomposition of a high quality SOM pool (high C:N ratio) (Murphy et al., 2015). Our results
suggest that PE generated at 7d is a stimulation of this high quality SOM mineralization
probably due to the extra release of enzymes by wheat straw decomposers (Fontaine et al.,
2003). In a study by Chen et al. (2014), mineral N positively drove the intensity of this process

(“Stoichiometry theory”).

Late PE intensity (42d) was inversely correlated to that generated at the earliest step, to
basal respiration and to some soil parameters (SOM content, C:N and microbial biomass). Late
PE appeared to be specific to a more stabilized SOM, and its intensity was positively linked to

wheat straw mineralization.

63



Chapitre Il : Priming effect and climate gradients

Biplot ( F1 & F2 axes: 52.71 %)

MAP
¥
I
8 I oxFe O clay
, pH o
Chlor:flem R I Uriclassified_Acido O soil humidity
Acido_Gp4 | L .
‘e Unknown_B ® Acido_Gp2
¢ t42 PEz4 47 | RN4_46 . RN7_97
3 MAT e N RN34 " DNALES  pMB .
pNa_40 RN34 § Planctomycetes °
) Armatimonadetes — ==l A RN‘34—1G RN34—§? a8 L RN7_100 O totN
— R
- A = = LN RN7_90 ‘;RN347geItaproteobact_..q Gibbsite RN7 95 RN7_93
=) RN4_36 Evenness_ ® 4 Aa 8 fotP o Otdic N
5 RN7_87 =~ Acido_Gp@ns 47, , & RN4_50 MBgcido_pr
~ ‘E. _ = t7 PE ® ® Gammaproteobacteria
w22 RN7-82 RN7-94 classified_Proteobacteria
RN7_77 & rkholderiacead? BR
RN7_# RN7_81
A__ ¥ A t42 BR
t42 SM BDO RN7_75 L RN7_80 20” .\ Alphaproteobacteria
Firmicutes :
-7
O sand
Actinobacteria JUP 7 sm
t
-12
-8 3 2 7

F1(38.71%)

Figure 3: Biplot representation of the Principal Component Analysis (PCA) performed on the 40 biotic and abiotic variables measured on the 40 soils sampled. The correlation
circle of variables was superimposed to the PCA plot. Triangles represent sampling plots; dashed grey lines represent soil abiotic variables; dashed black lines represent
climatic variables; plain black circles represent biotic variables. Plain black lines represent carbon mineralization activities. Abbreviations: MAP: mean annual precipitation;
MAT: mean annual temperature; BR: basal respiration; SM: straw mineralization; MMB: microbial molecular biomass; MBP: microbial biomass phosphorus; Acido:
Acidobacteria; avP: available phosphorus; _B: Bacteria; tot: total; BD: bulk density.
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This suggests that late PE was generated by slow-growing microbes which co-metabolized
wheat straw and SOM, probably mining for nutrients (Fontaine et al., 2003; Chen et al., 2014;
Blagodatskaya et al., 2014).

IV.2. Microbial actors of C-mineralization processes

The F:B ratio measured in this study was low compared to other biomes (Fierer et al., 2009),
indicating that the functioning of carbon-depleted Ferralsols under grass savannas is mainly
driven by the bacterial- rather than by the fungal-energy channel of the soil food web (Wardle,
2005). Fungi tend to be better represented and more diverse in forested soils (Johnson and

Wedin, 1997; Imberger and Chiu, 2001; Fierer et al., 2009).

The present study highlighted the specificity of various bacterial phylogenetic groups for
the decomposition and mineralization of different types of organic matter. Wheat straw, the
most easily-available form of organic matter entering the soil, appeared to be first mineralized
by Firmicutes and Actinobacteria. Our results are in line with other studies that used a DNA-
SIP direct approach (Bernard et al., 2012; Pascault et al., 2013). The Firmicutes are among the
fastest-growing bacteria with 12 copies of the RNA operon in their genome (Klappenbach et
al., 2000), but are also endowed with strong catabolic capacities like phytate hydrolyzation
(Jorquera et al., 2008). Actinobacteria are known to have enzymatic activities able to
depolymerize FOM, such as cellulolytic activities (de Boer et al., 2005). The late step of wheat
straw mineralization still appeared related to the initial relative density of Actinobacterial
genes, while Chloroflexi could also be involved. Chloroflexi are reported to have a very slow
growth rate (Davis et al., 2011) and to prevail in nutrient poor soils (Janssen, 2006; Will et al.,
2010; Fierer et al., 2012). Moorhead and Sinsabaugh (2006) have functionally classified
microorganisms on the basis of the lability vs recalcitrance status of their respective growth
substrates, with (1) opportunists feeding on small labile molecules, (2) decomposers breaking
down polymerized vegetal tissues and (3) miners devoted to the humified stabilizing SOM.
According to this terminology, Firmicutes and Actinobacteria could be qualified as FOM

decomposers, and Chloroflexi as SOM miners.

Basal respiration was positively correlated to the initial relative density of all Proteobacteria
subgroups, Planctomycetes and Acidobacteria GP1, 2 and 6. Among these phylogenetic
groups, B- and y-Proteobacteria are overall known to be fast-growing copiotrophic organisms
feeding on labile organic substrates, and can be qualified as opportunists (Klappenbach et al.,
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2000; Fierer et al., 2007; Eilers et al., 2010). y-Proteobacteria were besides strongly linked to
the soil gibbsite content, supposedly be associated to proteins and aminoacids (de Junet et
al., 2013). Other subgroups of Proteobacteria, Planctomycetes and Acidobacteria GP1, 2 and
6 can be qualified as SOM decomposers as they are linked to the mineralization of high C:N
SOM which characterizes poorly-evolved OM like decaying plant tissues. Most of them
appeared to be responsible for the early PE. At the opposite, some phylogenetic groups
appeared to be inversely correlated to basal respiration and therefore specific to a more
stabilized SOM: Armatimonadetes, Acidobacteria-GP4, Chloroflexi and all the unknown
Bacteria. Chloroflexi, Acidobacteria-GP4 and the unknown bacteria appeared to be positively
linked to PE intensity at 42d. Acidobacteria-GP4 sequences are known to correlate negatively
with SOM and N (Foesel et al., 2014) and their only culturable species was isolated from a
semiarid savanna soil in Namibia (Foesel et al., 2013). This species is able to grow on
protochatechuate, an aromatic substrate, and on other complex molecules such as chitin and
cellulose. As Chloroflexi and Acidobacteria-GP4 were also positively correlated to the late step
of wheat straw mineralization, they can be considered as miners which use the energy of FOM

to mine humified SOM for nutrients.

These results are based on correlations between CO; release and gene relative densities in
the pristine soil before incubation. We are aware that the addition of wheat straw probably
initiated the growth of several populations, tending to change the biomass and the structure
of the community during the incubation, which could have distorted our interpretation of
results. However, we assume that such changes should be somewhat restricted. This postulate
is based on several considerations. First, the wide majority of soil microbial populations are
SOM-miners and therefore slow-growing populations (Ranjard and Richaume 2001). These
populations are believed to contribute only to late decomposition of wheat straw
(Blagodatskaya et al., 2014), when large increases in biomass are not expected. At this stage
straw-derived energy is thought to be invested in cell maintenance and production of
extracellular enzymes for SOM mining, rather than in proliferation. In addition, SOM miners,
also described as K-strategists are characterized by low copy numbers of the ribosomal operon
and thus do not have the cellular capacity to proliferate, even given high availability of labile
substrates (Klappenbach et al. 2000). At the opposite, respective biomass of fast-growing

microbial populations, like opportunists or some decomposers, should be severely controlled
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by protozoan grazers and nematodes in case of proliferation (Ekelund & Rgnn R 1994 ; Griffiths

1994 ; Bonkowski 2000).

IV.3. Climatic determinants of C-mineralization activities

Climate may drive biomass, structure and composition of microbial communities indirectly
by shaping some key soil properties, with consequences on C-cycling activities. MAT appeared
to have a stronger impact on soil biotic and abiotic variables than MAP. MAP negatively
controlled the early step of FOM mineralisation mainly by its negative control on available P,
and positive control on pH. As P is poorly available in Malagasy Ferralsols, it is not surprising
that this nutrient could limit the first mineralization step of a carbon-rich compound. The
negative correlation between available P content and MAP likely originates from the
increasing P sorption by Fe and Al oxyhydroxides resulting from higher weathering rates and
silica leaching (Schaefer et al., 2008). Also, the decomposition of fresh and complex organic
matters is carried out by extracellular enzymes whose activities strongly depend positively or
negatively on pH, especially in Malagasy Ferralsols (Kedi et al., 2013). And pH in highly-
weathered soil tends also to increase to values close to the zero-point charge of Fe and Al
oxides (between 6 and 7) (Schaefer et al., 2008). At the last incubation point, wheat straw
mineralisation was mainly controlled by soil texture, with higher mineralization rates in sandy

soils as usually described in the literature (Saggar et al., 1996; Frgseth and Bleken, 2015).

The negative control of MAT on basal respiration and early PE appeared to be linked to the
amount and quality of SOM. Temperature is known to drive positively the turnover of organic
matter (Davidson and Janssens, 2006), while negatively affecting grass productivity in African
savannas (Gao et al., 2016). Therefore, considering that MAT reduces FOM input while
promoting its decomposition rate, the reduction of the high quality SOM pool in warmer
regions seems coherent. This was accompanied by the reduction of the density and
physiological status (MBP) of microbial communities, and by the the reduction in size of the
opportunist and decomposer guilds. Conversely, late PE, thought to follow the nutrient mining
theory, increased with MAT because of this high quality SOM depletion leading to the
predominance of slow-growing miners. With less competition from opportunists and
decomposers, miners should have more access to FOM energy for nutrient mining (Fontaine
et al., 2003). Basal respiration and PE (early and late), when expressed as the ratio of C-CO; to

total soil carbon or to microbial molecular biomass instead of to gram of soil, did all strongly
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and positively correlate to MAT (data not shown). Such a ratio of CO; evolution to soil C or
microbial biomass should be inversely related to the microbial Carbon Use Efficiency (i.e. CUE:
Growth/uptake - Geyer et al., 2016). And CUE has been shown to decrease with a change of
microbial community composition from r to K strategist dominance (Blagodatskaya et al.,
2014). Therefore, the positive correlation we observed between relative SOM mineralization
(also PE, whatever the process implied) and MAT, should be just linked to the spatial variations

of the microbial community composition.

If we transpose our observations in a context of global warming, the negative relationship
between MAT and soil basal respiration could fit with the microbial thermal adaptation
response observed in several warming studies (Luo et al., 2001; Rustad et al., 2001; Eliasson
et al., 2005). Moreover, our study brings new elements with the suggestion that PE generated
by stoichiometric decomposition should follow the same trend of attenuation as basal
respiration. Conversely, PE generated by nutrient mining should increase, because of less
competition between SOM decomposers and SOM miners for FOM. Therefore, the stabilizing
SOM pool may become more sensitive to C-rich residue amendment in a context of long-term

temperature elevation.

V. Conclusion

Our observations have been synthesized in a conceptual scheme (Fig. 4), which is an
adaptation of that presented by Chen et al. (2014). In Malagasy Ferralsols, the first steps of
decomposition of a fresh plant residue seems to be controlled by edaphic parameters
(available P, pH, bulk density), driving the synthesis, the activity and the diffusion of
extracellular enzymes, and by the population density of specialized decomposers (Firmicutes
and Actinomycetes). All these biotic and abiotic factors seem to depend partly on annual
precipitations and partly on soil texture, leading to the highest FOM mineralization in sandy
soils submitted to hot and dry climates. In clayey soil submitted to a colder and more humid
climate, the lower efficiency of FOM decomposition should foster the accumulation of high
quality SOM and support a denser community of microbial opportunists and decomposers.
Mean annual temperature is also the main climatic driver of PE mechanisms through the
selection of specialized populations (high quality SOM decomposers under colder climates and

co-metabolizer miners under warmer climates). Therefore, colder sites, richer in high quality

68



Chapitre Il : Priming effect and climate gradients

SOM, promote a PE generated by the “stoichiometry theory” mechanism while warmer sites

promote a PE generated by the “nutrient mining theory”.
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Figure 4: Conceptual scheme of the driving mechanisms of mineralization adapted from Chen et al. (2014). MAP
represents mean annual precipitation, and MAT represents mean annual temperature. The microbial
compartment is divided into 3 functional groups (Opportunists, Decomposers, Miners) and filled with associated
phylogenetic groups. Light grey arrows represent influence of abiotic parameters; plain red arrows represent
regular C fluxes transiting by the microbial Opportunist and Decomposer funnels; plain blue arrows represent
regular C fluxes transiting by the microbial Miner funnel; dashed arrows represent the priming effect generated
by microbial stoichiometric decomposition (in red) and microbial nutrient mining (in blue).
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Transition entre chapitre Il et chapitre Il

L’objectif de ce travail de thése était de comprendre comment les déterminants biotiques et
abiotiques contrdolent I'équilibre entre le PE stoechiométrique et le PE généré par « nutrient
mining ». Comprendre comment controler ces processus nous permettrait de pouvoir ensuite
proposer des modes de gestions favorisant la séquestration a long terme d’'une matiere
organique riche en nutriments. Enrichir le sol en matiére organique évoluée (MOE)
permettrait d’améliorer sa fertilité dans un contexte d’adaptation au changement climatique

tout en contribuant a son atténuation.

Notre premiere étude, réalisée sur des sols ferralitiques non cultivés, nous a amenés a
comprendre comment la température et la pluviométrie annuelles dirigeaient la capacité de
la communauté microbienne a minéralisation les différentes MO et a générer un PE par I'un

des deux mécanismes générateurs.

Plus précisément, nous avons pu observer que le PE stoechiométrique était bien positivement
corrélé alateneur en MOS peu évoluée (a fort C:N), a la biomasse microbienne et a la présence
d’une guilde fonctionnelle de « décomposeurs ». Al'inverse, le PE généré par « nutrient mining
» était plus spécifique d’'une MOS plus évoluée, d’'une biomasse microbienne moins
importante et principalement dominée par des espéces a croissance lente ou spécifiques
d’environnements pauvres en MO, « les mineurs ». Les deux PE semblaient donc étre
controlés par les mémes facteurs mais dans des directions totalement opposées, ce qui
confirmerait donc I’existence d’un équilibre entre les deux processus, permettant de favoriser
I'un ou I'autre de fagcon synchrone. L’'identification des communautés microbiennes a permis
d’observer, que les principaux acteurs du PE, dans ces sols de savanes herbacées non
perturbés, étaient bactériens plutdot que fongiques. La répartition des groupes
phylogénétiques dans différents groupes fonctionnels impliqués dans les deux processus de

génération du PE a constitué un des principaux aspects innovants de cette étude.

Ces deux processus générateurs de PE ont été nommés dans la littérature en rapport avec leur
déterminisme vis a vis des nutriments (surtout I'azote). Toutefois, ici, les caractérisations
physico-chimiques des sols n‘ont pas permis d’observer, un effet de la disponibilité des
nutriments N et P sur la balance entre les deux processus de génération du PE ou sur leur

intensité. L'effet du N est bien décrit dans la littérature, mais nous espérions surtout pouvoir
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appréhender 'effet du P, beaucoup plus incertain. Les sols ferralitiques sont naturellement
tres pauvres en N comme en P. Sans perturbation des sols, ces éléments minéraux doivent
subir un trés fort turnover vis a vis des communautés microbiennes qui ont évoluées avec
cette carence naturelle. La prochaine étude réalisée sur des sols agricoles devrait donc nous

permettre de mettre en évidence I'effet de ces déterminants.

Enfin, la distribution des sols étudiés a permis de constater que les communautés
microbiennes et leurs activités de minéralisation des MOS étaient principalement impactées
par la température annuelle plus que par la pluviométrie. La pluviométrie, a travers son effet
sur le pH et la disponibilité en P, semblait surtout contréler les toutes premiéres étapes de la
décomposition du résidu frais que nous avions apporté. Toutefois, il faut rester prudent car
cet effet pourrait étre lié a la nature du résidu que nous avons utilisé pour générer le PE, en
I'occurrence de la paille de blé. La température annuelle semblait exercer un contréle sur la
composition de la communauté microbienne des sols. Les climats plus froids d’altitude
semblent favoriser I'laccumulation d’'une MOS jeune, par une minéralisation plus lente et une
production primaire supérieure aux climats plus chauds du bas des Hauts plateaux. Cette MOS
de qualité supérieure entretient une communauté de décomposeurs plus compétitive que
celle des mineurs pour accéder a une nouvelle MOF qui arrive dans le sol. Dans les climats les

plus froids, le PE stoechiométrique est donc favorisé comparé au PE par « nutrient mining ».

Les résultats de cette premiere étude sur sols non perturbés et distribués le long de 3
gradients climatiques naturels sont un prélude a la compréhension des processus de
génération du PE dans les sols tropicaux mais surtout a la compréhension de la réponse, a long
terme, des communautés microbiennes aux changements climatiques. En effet, si la réponse
a longs termes de la respiration de base du sol a un réchauffement du climat semble suivre un
processus d’atténuation, comme déja décrit dans la littérature, un apport de carbone frais,
pourrait a I'inverse avoir un plus fort pouvoir de déstockage du carbone ancien. Si I'équilibre
entre les deux processus de génération du PE est contrélé de la méme maniere dans les sols
agricoles, les résultats de cette premiere étude suggerent qu’il faudrait augmenter la
fréquence des apports en MOF pour conserver ce pool de MO jeune associée a ses

communautés de décomposeurs.

Dans I'étude suivante nous avons donc cherché a approfondir I'effet des déterminants

proximaux, biotiques et abiotiques, sur I'équilibre entre PE stoechiométrique ou « nutrient
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mining », et cette fois dans les sols cultivés. Pour confirmer et affiner les classements des
groupes phylogénétiques microbiens dans les différentes guildes fonctionnelles, nous n’avons
ciblé que les communautés bactériennes. Nous avons fait varier la qualité du substrat
générateur, puisqu’elle n"avait pas été prise en compte dans I'étude précédente. Pour affiner
I'effet de la qualité de la MOS sur les communautés et leurs activités nous avons utilisé la
méthode de fractionnement granulométrique de la MO, et pas seulement le C:N du sol comme
dans l'étude précédente. Nous avons également choisi 3 sols provenant de différentes
toposéquences et ayant eu chacun un historique cultural propre. Ces sols présentaient donc
des qualités de MOS tres différentes ainsi que des disponibilités en N et/ou en P trés

contrastées.
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Chapitre lll : The priming effect generated by stoichiometric decomposition

and nutrient mining in cultivated tropical soils: actors and drivers

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article en révision a Applied Soil Ecology

Kanto Razanamalala, Rota Andrea Fanomenzana, Tantely Razafimbelo, Tiphaine Chevallier,

Jean Trap, Eric Blanchart, Laetitia Bernard
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l. Introduction

Fresh organic matter (FOM) entering the soil is decomposed by a succession of
heterotrophic microbial populations that have specific and complementary catabolic
activities. Each organic molecule loses between 40 and 60% of its carbon content through
respiration (Brookes et al., 2008). Consequently, as the decomposition process proceeds, soil
organic matter (SOM) becomes richer in the nutrients N and P, as well as increasingly
recalcitrant, increasing its stability and residence time. In the SOM decomposition process,
microorganisms involved at each step have a life strategy adapted to their preferred
substrates. Some of them feed on low molecular weight compounds (LMWC) and are very
efficient at scavenging inorganic nutrients from the soil solution. Those populations,
sometimes called r-strategists, copiotrophs or opportunists depending on the chosen
terminology, alternate rapid growth and resting phases, depending on the availability of labile
substrates (Fierer et al., 2007; Panikov, 2010). In contrast, some populations are adapted to
low availability of easily assimilable compounds (oligotrophic), have slow growth rates (K-
strategists), or share specific catabolic enzymes that break down the old SOM to release
nutrients (SOM miners). Finally, in between those two extremes, many populations share
different catabolic capabilities and an intermediate or versatile growth rate and are therefore

classified as decomposers (Moorhead and Sinsabaugh, 2006).

Initially, FOM input to soil may stimulate the mineralisation of SOM through a phenomenon
called the priming effect (PE). Some authors have proposed that the PE could be generated by
two different mechanisms based on the interactions between populations feeding on FOM
and/or SOM (Fontaine et al., 2003). The PE could (1) be the result of an increase in extracellular
enzymes released by FOM decomposers, which could simultaneously help in the breakdown
of SOM, or (2) be the result of the co-metabolism of energy-rich FOM catabolites by SOM
miners that are increasing SOM breakdown. In the second option, Fontaine et al. (2003)
suggest a competition between decomposers and miners for FOM. In a subsequent study, the
same authors have demonstrated, using cellulose as the PE-inducing substrate, that both
mechanisms might coexist in the same soil (Fontaine et al., 2004). Recently, other authors
showed (1) that LMWC and complex organic substrates such as crop residue could generate
both types of PE and (2) that the balance between the two mechanisms was driven by the

nutrient content of the soil solution (Chen et al., 2014).
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Investigating the PE-generating process is particularly important for soil carbon
sequestration and nutrient recycling since each mechanism of PE generation seems to target
a different pool of SOM. “Stoichiometric decomposition” resulting from the release of
extracellular enzymes by FOM decomposers helps to break down young SOM that has a
structure similar to FOM, such as decaying vegetal tissues with a high C:N:P ratio
(Blagodatskaya et al., 2014). In contrast, “nutrient mining” targets an old SOM that is already
transformed and rich in nutrients, with a long residence time. Therefore, the PE generated by
“stoichiometric decomposition” should be considered a stimulation of carbon and nutrient
sequestration, while that generated by “nutrient mining” should be considered a depletion of

the SOM stock accompanied by a recycling of nutrients.

The scientific interest in the effect of low molecular weight compounds (LMWC) on SOM
destabilization has recently intensified in the context of carbon sequestration. LMWC are the
major source of carbon released by plants in the soil via their rhizosphere. The current
increase in atmospheric CO; suggests that photosynthesis will be more intense (Ainsworth and
Long, 2005), as will the subsequent soil rhizodeposition (Heimann and Reichstein, 2008).
Consequently, there is a need to better understand if and under which conditions LMWC

destabilize old SOM, as well as to identify the microbial actors.

In addition to LMWC, high molecular weight compounds (HMW(C) such as cellulose can also
destabilize SOM (Fontaine et al., 2004, 2011, Guenet et al., 2010, 2012; Blagodatskaya et al.,
2014). Conservation agriculture has been proposed as an alternative to conventional
cultivation practices with the goal of increasing soil organic matter content and therefore soil
fertility. Current practices are, inter alia, based on soil amendment with various organic matter
including crop residues, which sometimes, for unknown reasons, fail to increase the soil
organic carbon stock (Rumpel et al., 2008). As crop residues are composed of both LMWC and
HMWC, it is important to understand how both compounds generate the PE, including under
which conditions and by which actors, in order to optimize agroecological practices and to

shift the balance between humification and mineralization towards soil C sequestration.

This is especially important in poor, rural, tropical countries such as Madagascar, where
soils are naturally nutrient-depleted and mineral fertilizers are too expensive for farmers who
have no alternative other than to manage organic wastes to improve soil fertility. Our

hypothesis is that soil nutrient status is not the sole key driver of the balance between
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“stoichiometric decomposition” and “nutrient mining”. The quality of the SOM, as well as that
of the inducing substrates and the composition of microbial communities, might play an
important role in both PE-generating mechanisms. The objective of the present study was,
therefore, to investigate the identity of the bacterial groups in Malagasy Ferralitic soils
involved in each PE-generating mechanism and the effect of three types of drivers: FOM

quality, SOM quality and soil nutrient status.

IIl. Materials and methods

11.1. Soils sampling

This study was carried out in the agricultural region of Itasy, located in the highlands of
Madagascar, 30 km west of Antananarivo, which has a high altitude tropical climate with a
mean annual temperature of 18.4°C and a mean annual precipitation of 1319 mm
(https://fr.climate-data.org). Hillsides are subjected to a hot, rainy season from November to
April and a cold, dry season from May to October. Three agricultural soils were sampled in
September 2015 from plots with different histories and different toposequences to generate
samples with variability in C and nutrient contents. Soils were commonly named based on
their respective colours, with the red soil (south 19°01'98.8”, east 47°27°40.6”) being a Rhodic
Ferralsol, the yellow soil (south 19°02°56.8", east 47°27'27.6") being a Ferralic Cambisol and
the black soil (south 19°02°10.1”, east 47°27°45.5”) being an Umbric Ferralsol (IUSS Working
Group WRB, 2014). Details on the plot histories and toposequences are presented in Appendix
1. In each plot, 5 soil cores 0-10 cm in depth and 1 m apart were sampled using a metal
cylinder, pooled together and sieved (2 mm). After gravel and coarse plant debris (> 2 mm)
were removed, composite samples were stored at 4°C for one week prior to further soil

incubation and analysis.

[I.2. Physiochemical characterization

Soil pH (H20) was quantified by suspending soil in water (1:5 ratio) and measuring the pH
with a glass electrode and a microprocessor pH meter (Hanna Instruments, USA). Particle size
distribution was determined using the Robinson pipette method (Pansu and Gautheyrou,

2007).

Soil organic carbon (SOC) was analysed using the method developed by Walkley and Black
(1934). Light fraction soil organic matter (LF) and organic particle size fractions (F>200 um; F:
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50-200 um; F<50 um) were measured following the procedure described by Gavinelli et al.
(1995). The available nitrogen (NH4*) content, obtained after KCl extraction, was determined
by colorimetry according to the Berthelot reaction (Mulvaney, 1986) and by using an
automated continuous flow analyser San** (Skalar Analytique, France). The available

phosphorus (P) content was measured using an anion exchange resin (Amer et al., 1955).

[1.3. Incubation conditions

The experimental design was a 3 X 4 X 2 factorial design that had 3 replications with the
following treatment factors: soil type (black, red or yellow soils), substrate quality (no
amendment, glucose, rice or wheat residues) and incubation time (7 days or 42 days).
Therefore, each of the three composite soil samples was used to fill four series of six 150-ml
flasks with 20 g equivalent dry weight of soil. The soil water content was adjusted to 70% of
the saturation threshold using sterile deionized water. After a 7-day preincubation period at
27°C, the 4 treatments were applied. Two sets of microcosms were amended with 4 mg gtdry
weight of soil containing powdered crop residue, including wheat (Triticum aestivum cv.
Caphorn: leaves and stems) and rice (Oryza sativa: leaves, stems and roots) in quantities
corresponding to the amount of straw applied in the field. Details of *3C-crop cultivation and
labelling can be found in Appendix 1. One set of microcosms was amended with glucose at a
concentration of 1 mg g of dry soil (Sigma Aldricht), which roughly corresponds to the amount
of the soluble fraction brought by each crop residue (Chen et al. 2014). One set was not
amended, but the soil was homogenized as in the three other treatments. Characteristics of

the substrates are listed in Table 1.

Table 1: Biochemical characterization of amended substrates

Wheat residue Rice residue Glucose
Soluble fraction % 39.56 26.51 100
hemicellulose fraction % 27.64 32.87 0
cellulose fraction % 29.4 35.13 0
Lignine fraction % 3.4 5.49 0
Total nitrogen fraction % 9.6 5.98 0
% 42.2 38.9 40
N% 1.68 1.6 0
C/N 25.2 24.3
P% 0.39 0.31
C/N/P 108/4.3/1 125/5.16/1
13C enrichment 7% 10% 99%

Grey box indicates Vansoest fractions which have been extrapolated from NIRS spectrum (Thuries et al. 2005)
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All microcosms were incubated uncovered in the dark at 27°C for a maximum of 42 days,
with the humidity adjusted with sterile water every two days. Prior to CO; analysis (0 d, 7 d
and 42 d), the flasks were first flushed with fresh air and then hermetically sealed with plasma
plugs, after which the CO, was allowed to accumulate for 6 hours. Gas phases were sampled
for total CO, and 3CO, measurements. After 7 d and 42 d, 3 flasks per treatment (soil x
substrate) were harvested, and soils were split into two subsamples each: one subsample was
stored at 4°C for no more than 3 days prior to the measurement of NH4* and available P, while
the other subsample was frozen at -20°C prior to DNA extraction. NHs* and available P were

measured as previously described for pristine soils.

[1.4. CO; and 13CO, measurements

At 0 d (6 h after the flasks were sealed) and again after each incubation time (7 d and 42
d), the total atmospheric CO; concentration was measured in all samples by gas
chromatography using a mass spectrometer (CP-4900, Varian, Middelburg, the Netherlands).
A 5-ml volume of the gaseous phase of only the *C-amended microcosms was sampled in an
Exetainer evacuated tube for further determination of carbon isotopic abundances (A%) using
IRMS (Bernard et al., 2012). Three tubes of atmospheric air, sampled when the flasks were
sealed, were also analysed to enable subtraction of the natural 3CO; enrichment in future
calculations. Basically, the 3CO; enrichment of the substrate and the total CO; evolved in the
amended treatment were used to calculate the portion of C resulting from the substrate

mineralization (SM) as follows:

SM = [(A% x total C-CO; accumulated from the substrate-amended
microcosm per gram of soil per hour) — (atmospheric A% x total C-CO;
accumulated from the non-amended treatment per gram of soil per hour)] /

13C enrichment (7%, 10% or 99% depending on the substrate, see Table 1)

Therefore, the PE was the difference between soil-derived CO; in the amended treatment

and in the non-amended treatment. The PE was calculated as follows:

PE = total C-CO, accumulated in the substrate-amended microcosm (per
gram of soil and per hour) - SM - total C-CO; accumulated in the non-

amended microcosm (i.e., basal respiration)

78



Chapitre Il : Stoichiometric decomposition and nutrient mining

[I.5. DNA extraction, quantification and molecular analyses of soil bacterial

communities

DNA was extracted at each incubation period from the three soil types (in triplicate), both
amended and non-amended. A dry weight equivalent of 0.25 g of soil was added to the
extraction mix following the procedure developed by Tournier et al. (2015). Extracted DNA
was quantified fluorometrically using the PicoGreen dsDNA Quantitation Kit (Molecular
Probes, USA). Quantification of DNA extracted from the soil was used to estimate the
microbial molecular biomass in each sample (Marstorp et al., 2000; Widmer et al., 2006). DNA
samples were then sent to MR DNA (Shallowater, TX, USA) for 16S rDNA sequencing and
bioinformatics analyses of the sequence libraries, following the procedure provided by the
company. The 16S rRNA gene V4 variable region PCR primers 515/806 with barcodes on the
forward primers were used in a 28-cycle PCR (5 cycles used on PCR products) using the HotStar
Taq Plus Master Mix Kit (Qiagen, USA) under the following conditions: 94°C for 3 minutes,
followed by 28 cycles of 94°C for 30 seconds, 53°C for 40 seconds, and 72°C for 1 minute, after
which a final elongation step was performed at 72°C for 5 minutes. Successful amplification
and relative band intensity of the PCR products were analysed by agarose gel electrophoresis
(2% agarose gel). Multiple samples were pooled together (e.g., 100 samples) in equal
proportions based on their molecular weight and DNA concentrations. Pooled samples were
purified using calibrated Ampure XP beads. Then, the pooled and purified PCR products were
used to prepare a library for lllumina DNA sequencing. Sequencing was performed at MR DNA
on a MiSeq system following the manufacturer’s guidelines. Sequence data were processed
using the MR DNA analysis pipeline. In summary, sequences were combined and the barcodes
were removed. Then, sequences <150 bp and sequences with ambiguous base calls were
removed. Sequences were denoised, operational taxonomic units (OTUs) were generated,
and chimaeras were removed. OTUs were defined by clustering at 3% divergence (97%
similarity). Final OTUs were taxonomically classified using BLASTn against a curated database

derived from RDPII and NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov. http://rdp.cme.msu.edu).

DNA sequences were deposited in the Genebanck database, under the Bioproject accession

number PRINA413029 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/413029).
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11.6. Statistical analyses

ANOVA was performed on substrate mineralization and induced PE data to determine how
those activities are driven by the following three parameters and their two-by-two
interactions: (1) the incubation time, (2) the soil type and (3) the substrate quality. Pearson
correlations were calculated between soil physicochemical parameters (C contained in OM
fractions measured at 0 d and NH4* and available P measured in the control treatment), the
three mineralization activities (basal respiration BR; substrate mineralization SM, and priming
effect, PE) and the A-nutrients for each substrate at each incubation time. A-nutrients
correspond to the difference between the NHs* or available P content measured in the
amended treatment and that measured in the control treatment. The same calculation was
performed for the percentages of the main bacterial phyla and Proteobacteria subgroups and
named “A-phyla”. For each amended treatment (glucose, rice residue, and wheat residue),
Pearson correlations were calculated between each substrate mineralization and substrate-
induced PE with the previously obtained A-Phyla. A-phyla that positively correlated with the
SM or PE were used in multiple regressions to rank their contribution to the SM and PE

variance. Statistical analyses were performed using XLSTAT 18.6 (Addinsoft. France).

1. Results

[11.1. Soil biotic and abiotic parameters

The mean values and standard deviations of all biotic and abiotic parameters measured in
triplicate on each of the three soil types (named based on their colour: black, red and yellow)
are presented in Table 2. The 16S rDNA analysis generated between 17,000 and 21,000
sequences per sample, and sequences affiliated with the different bacterial phyla have been

expressed as percentages of total sequences obtained.

- The black soil was the richest in total organic matter, especially in the fine fractions
(<50 um and 50-200 um), while its light fraction (LF) and NH4* were both depleted. The
mean basal respiration of the black soil was the lowest, while its molecular biomass
and available P were intermediate in comparison with the other two soil types. The
black soil was also characterized by the highest proportion of y-, B- and 6-
Proteobacteria, Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Chlamidiae,

Fusobacteria, Nitrospirae, Planctomycetes and TM7.
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Table 2: Biotic and abiotic characterization of the three studied soils

ABIOTIC PARAMETERS Red soil Yellow soil Black soil BIOTIC PARAMETERS Red soil Yellow soil Black soil
Latitude (Sud) 19° 01’ 98.8” 19° 02’ 56.8” 19° 02’ 10.1” Mean Basal Respiration 0.86 + 0.07 0.91+0.15 0.39 £ 0.08
(ug C-CO2.h1g? soil)
Longitude (Est) 47° 27’ 40.6" 47° 27’ 27.6" 47° 27’ 45.5” Molecular Biomass 2.68 +0.08 5.44 +0.08 4.12 £0.08
(ug ADN.g* soil)
Toposequences summit backslope footslope Bacterial phyla (% of total sequences)
composition
pH 5.51+0.01 4.85+0.01 4.72£0.01 a-proteobacteria 22.57+2.04 26.98+0.48 17.26+0.76
Granulometry (%) B-proteobacteria 2.63+£0.19 2.16+£0.12 8.65+0.44
Clays 47.76 + 1.31 47.32+5.24 42.39 +1.47 S-proteobacteria 1.64+0.11  1.71+0.05 3.65+0.23
Fine silts 16.87 +1.30 16.79 + 4.60 23.21£0.75 y-proteobacteria 1.13£0.02 0.88+0.08  2.98+0.50
Coarse silts 8.93+0.40 5.42 +0.35 8.65 +0.89 Actinobacteria 16.53+0.77 22.05+1.62 11.90 £ 0.63
Fine sands 10.59 £ 0.52 7.68 £0.34 9.25+0.62 Acidobacteria 10.86 £ 0.68 12.15+2.92 21.15+0.12
Coarse sands 15.83+0.35 22.82+0.13 16.49 +0.32 Chloroflexi 16.90+£0.79 14.89+1.84 11.79+0.43
Verrucomicrobia 11.38+1.58 5.72+1.59 3.65+0.19
WSC (g.kg? soil) 535+21 494 +7 431+13 Firmicutes 8.55+1.05 6.45 + 0.59 7.95+0.49
NH4* (mg.kg? soil) 2.51+0.39 2.33+0.15 1.58+0.25 Gemmatimonadetes 2.40+£0.30 2.47 £0.43 3.66+0.16
Available P (mg.kg* soil) | 0.44 £0.03 1.75+£0.71 1.01+0.04 Planctomycetes 3.50+1.13 3.79+0.42 4.23+0.81
Bacteroidetes 1.31+0.37 0.33+0.15 1.42+0.44
Organic c (g.kg* soil) 18.85+ 0.705 24.82 +0.36 3451+1.71 Fusobacteria 0.08 £ 0.02 0.14+0.04 0.49 £ 0.08
OMGF (gC.kg™* soil) Cyanobacteria 0.331+0.05 0.062 +0.04 0.085 +0.01
LF 1.29+0.30 1.12 £0.02 0.50+0.04 Nitrospirae 0.114+0.02 0.136+0.02 0.723+£0.03
F>200 0.06 £ 0.002 0.08 £ 0.01 0.04 £0.04 Cand. saccharibacteria  0.029+0.01 0.034 +0.01 0.043 £0.02
F :50-200 1.09+0.17 1.541 £ 0.06 2.03+0.96 Chlamydiae 0.027 +0.00 0.011+0.01 0.247 £0.06
F<50 13.68 £ 0.50 20.04 £ 0.27 28.13 £ 0.59 Yphyla 99.990 99.975 99.903

Abbreviations: WSC: Water saturation capacity; OMGF: Organic matter granulometric fractions; LF: Light fractions
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- The red soil was the richest in NHs* and LF, with the highest basal respiration and the
highest pH. However, the red soil was the poorest in available P and total organic
matter, especially in the finest fractions. With the lowest microbial molecular biomass
(DNA amount), the red soil was characterized by the highest proportions in Chloroflexi,
Cyanobacteria and Verrucomicrobia.

- Theyellow soil was the richest in available P and exhibited the highest basal respiration
and largest microbial molecular biomass. The organic matter content of the yellow soil
was intermediate between the red soil and the black soil, although the OM fraction >
200 um of the yellow soil was the richest of the three soil types. With regards to the
bacterial community composition, the yellow soil was similar to the red soil, but with
higher proportions of a-Proteobacteria, Actinobacteria and TM7, and lower

proportions of Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia and Chloroflexi.

Several phyla showed strong positive linear regressions with a particular SOM fraction (Fig.
Al): Chloroflexi and Verrucomicrobia with LR (R>= 0.96 and 0.88, respectively), o-
Proteobacteria and Actinobacteria with OM > 200 um (R?= 0.99 for both), Candidatus
saccharibacteria with OM = 50-200 pm (R?= 0.99); and Planctomycetes (R?= 0.99),
Acidobacteria (R%>= 0.88), Gemmatimonadetes (R?= 0.84), and Fusobacteria (R>= 0.90) with OM
<50 pm. The y-, B- and d-Proteobacteria and the Firmicutes were not correlated with any SOM

fraction.

[1l.2. Effect of soil type, substrate quality and incubation time on substrate

mineralization (SM), PE and nutrient recycling

Substrate mineralization (SM), PE and A-nutrients as functions of soil type, substrate
quality and incubation time, are presented in Figure 1. Wheat and rice residues showed higher
mineralization rates than glucose, and all mineralization rates were higher at the beginning of
the incubation than at the end (Fig. 1A). The soil type had little effect on substrate
mineralization, but it influenced the PE and A-nutrients (Fig. 1B, 1C, 1D). More  specifically,
the PE and A-nutrients appeared to result from the interaction between both variables (soil
type x substrate quality). For example, at 7 d, PE was maximized in the yellow, black and red
soils when induced by the wheat, the glucose and the rice, respectively. Amendment of the
soil with glucose mostly resulted in negative A-nutrients, while amendment of the soil with

crop residues resulted in positive A-nutrients. Amendment of the soil with rice consistently
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led to the largest amount of A-available P in every soil type and at both incubation times, while

the amount of A-N-NH4* depended on the soil, the substrate and the incubation time.
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Figure 1: (A) Mean substrate mineralization and (B) PE rates (mg C-COz h'! Kg soil%), (C) Delta-N-NH4* and (D)
Delta-available P (mg Kg soil), registered on the three sol types (black, red and yellow) amended with three
substrates (Glucose, rice and wheat) and after two incubation times (7 days and 42 days). “Delta” means
differences between the substrate amended and the control treatment. Significant differences are indicated by
letters (Tukey’s post-hoc test, p.values < 0.05).

[11.3. Relationships between soil characteristics, C mineralization activities and nutrient

cycling

The basal respiration of the 3 soil types correlated positively with the coarse (>200 um) and
light organic fractions and correlated negatively with the two finest SOM fractions (Table 3).
Basal respiration was also positively correlated with available P and especially with mineral N.
Glucose mineralization showed a similar pattern of correlation to that of basal respiration,
except that glucose mineralization was more closely correlated with the light SOM fraction

and the NHa* concentration. In contrast, the PE generated by the glucose soil amendment was
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Table 5 : Partial Correlation matrix (Pearson (n)) between carbon cycling activities and soil parameters at 0 days or at different incubation time (7 and 42 days) in function of
the amended substrate. BR: Basal Respiration. GM: Glucose Mineralization. RM: Rice Mineralization. WM: Wheat Mineralization. PE: Priming Effect. LF: Light Fraction of
organic matter. OM-F<50: Carbon content of the organic matter size fraction below 50 um. avP control: available phosphorus in the control treatment; N-NH4 control:
ammonium nitrogen in the control treatment; Avariable: difference between the substrate amended and the control treatment.

Glucose treatment

Variables LF OM>200 OM:50-200 OM<50 avP control7 N-NH4 Control7 BR7 GM7 PE7
BR7 0.792 0.941 -0.708 -0.733 0.387 0.630 1 0.574 -0.001
GM7 0.781 0.399 -0.784 -0.784 -0.241 0.714 0.574 1 -0.475
PE7 -0.473 0.293 0.562 0.538 0.793 -0.560 -0.001 -0.475 1
A-N-NH4 7 -0.862 -0.167 0.910 0.898 0.584 -0.940 -0.443 -0.689 0.694
A-avP 7 0.317 -0.347 -0.401 -0.378 -0.779 0.353 -0.115 0.386 -0.500
Variables LF OM>200 OM:50-200 OM-F<50 avP control42 N-NH4 Control42 BR42 GM42 PE42
BR42 0.956 0.785 -0.911 -0.926 0.093 0.250 1 -0.096 0.406
GM42 -0.153 0.056 0.175 0.169 0.202 -0.176 -0.096 1 -0.627
PE42 0.303 0.605 -0.231 -0.252 0.458 -0.195 0.406 -0.627 1
A-N-NH4 42 0.133 0.697 -0.030 -0.059 0.786 -0.752 0.335 0.344 0.348
A-avP 42 -0.081 -0.617 -0.012 0.014 -0.754 0.654 -0.269 -0.217 -0.237

Rice treatment

Variables LF OM>200 OM:50-200 OM-F<50 avP control7 N-NH4 Control7 BR7 RM7 PE7
BR7 0.792 0.941 -0.708 -0.733 0.387 0.630 1 0.736 0.570
RM7 0.934 0.546 -0.926 -0.930 -0.207 0.840 0.736 1 0.728
PE7 0.823 0.449 -0.822 -0.824 -0.207 0.721 0.570 0.728 1
A-N-NH4 7 0.257 -0.564 -0.372 -0.340 -0.917 0.269 -0.325 0.284 0.259
A-avP 7 -0.558 0.290 0.654 0.628 0.828 -0.643 0.016 -0.508 -0.588
Variables LF OM>200 OM:50-200 OM-F<50 avP control42 N-NH4 Control42 BR42 RM42 PE42
BR42 0.956 0.785 -0.911 -0.733 0.093 0.250 1 0.920 0.533
RMA42 0.980 0.526 -0.980 -0.982 -0.238 0.464 0.920 1 0.806
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PE42 0.730 0.021 -0.791 -0.775 -0.621 0.619 0.533 0.806 1
A-N-NH4 42 -0.823 -0.319 0.843 0.839 0.368 -0.589 -0.731 -0.890 -0.784
A-avP 42 -0.650 0.020 0.710 0.695 0.531 -0.376 -0.484 -0.696 -0.770
Wheat treatment

Variables LF OM>200 OM:50-200 OM-F<50 avP control7 N-NH4 Control7 BR7 WM7 PE7
BR7 0.792 0.941 -0.708 -0.733 0.387 0.630 1 0.250 0.686
WM7 -0.275 0.482 0.378 0.350 0.827 -0.377 0.250 1 0.116
PE7 0.465 0.756 -0.382 -0.406 0.483 0.305 0.686 0.116 1
A-N-NH4 7 -0.869 -0.172 0.917 0.905 0.590 -0.893 -0.445 0.603 -0.243
A-avP 7 -0.279 0.473 0.381 0.353 0.776 -0.404 0.255 0.684 0.436
Variables LF OM>200 OM:50-200 OM-F<50 avP control42 N-NH4 Control42 BR42 WM42 PE42
BR42 0.956 0.785 -0.911 -0.733 0.093 0.250 1 0.708 0.823
WM42 0.869 0.152 -0.920 -0.908 -0.589 0.648 0.708 1 0.846
PE42 0.913 0.465 -0.917 -0.918 -0.251 0.446 0.823 0.846 1
A-N-NH4 42 0.524 0.363 -0.510 -0.515 0.176 -0.196 -0.785 -0.795 -0.799
A-avP 42 -0.852 -0.418 0.858 0.858 0.034 -0.131 0.518 0.392 0.296

Values in bold are different from 0 with a significance level alpha=0.01. and underlined values with a level alpha=0.05
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positively correlated with the finest OM fractions and available P and was negatively
correlated with the NH4" concentration of the control soil. A-NH4* (differences between
substrate treatments and control) was negatively correlated with glucose mineralization and
positively correlated with the PE at 7 d, while A-available P was negatively correlated with the
glucose-induced PE. No significant correlations of A-nutrients with glucose mineralization or

the PE were found at 42 d.

Rice mineralization (RM) followed the same pattern as basal respiration at both incubation
times, except that RM was slightly negatively correlated with available P. The rice-induced PE
did have a strong positive correlation with RM and therefore followed the same trend. Both
mineralization activities negatively correlated with A-available P at both incubation times,

while they only correlated with A-NHs*at42 d.

At 7 d, wheat mineralization (WM) did not correlate with basal respiration as RM did.
Correlations with SOM fractions were mostly nonsignificant, and WM had a strong positive
correlation with available P and A-nutrients. The wheat-induced PE did not correlate with WM,
although it did correlate positively with basal respiration. Compared to the rice-induced PE,
the wheat-induced PE showed weaker correlations with the different SOM fractions with the
exception of the OM fraction > 200 um. Moreover, the wheat-induced PE also positively
correlated with available P and A-available P, although to a lesser extent than WM did. At the
longest incubation period, WM and its induced PE were more strongly positively correlated

with each other and with BR. WM and the PE were strongly negatively correlated with A-NH4*.

[11.4. Implication of bacterial phyla in substrate mineralization and the PE

Pearson correlations between bacterial A-phyla, substrate mineralizations and the PE are
presented in Table A2. Only positive correlations between A-Phyla and SM and/or the PE were
used in a subsequent multiple regression analysis. Figure 2 shows the percentages of SM or
PE variance explained by each A-phyla. Bacteroidetes showed limited influence on the
variance of any SM or induced PE. All other phyla contributed to the variance in the
mineralization of one or more substrates and the substrate-induced PE at different levels and
times depending on the applied treatment. The y-Proteobacteria drove glucose and rice
mineralization, as well as the rice-induced PE, at 7 d. The B-Proteobacteria were involved in

the glucose-induced PE at 7 d and in wheat mineralization and PE at 42 d.
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Figure 2: Variance partitioning, at each incubation time, of substrate mineralization and Priming Effect between
the Delta-bacterial phylogenetic groups (phyla and Proteobacteria subgroups) positively correlated (Pearson
correlation) to each of both previously cited activities. “Delta” means the difference between the relative gene
abundance of each phylogenetic group in the amended treatment compared to the control one. A: Glucose
amended treatment; B: Rice residue amended treatment; C: Wheat residue amended treatment.
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The 3-Proteobacteria mainly drove the mineralization and induced PE in wheat and rice
residue treatments, but only at 42 d. Acidobacteria and Chloroflexi were involved in all
substrate mineralizations and the PE variance, but at different times depending on the type
of substrate. Verrucomicrobia drove glucose mineralization and the PE at the longest
incubation period (42 d), but they drove wheat mineralization and the wheat-induced PE at
the earliest incubation period (7 d). Firmicutes are mainly involved in glucose and rice residue
mineralization and the induced PE at 7 days. Finally, Gemmatimonadetes drove the wheat-
induced PE at both incubation periods, especially at 7 d, but they only drove wheat

mineralization at 42 d.

Iv. Discussion

In the present study, glucose mineralization was positively correlated with NH4* content.
Conversely, the PE generated by the glucose soil amendment was negatively correlated with
NH4* content but positively correlated with available P, A- NH4* and the finest fractions of
SOM. Glucose mineralization appeared to be mainly driven by y-Proteobacteria, while the PE
intensity was driven by B-Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria after 7 days and partly
by Acidobacteria and Planctomycetes after 42 days of incubation. Rice residue mineralization
was also positively correlated with soil NH4* content at 7 d. The PE induced by rice residue was
negatively correlated with A- NHs* and the light SOM fraction (LF). Wheat residue
mineralization was positively correlated with available P after 7 days of incubation, although
there was no correlation with the PE at that time. Wheat mineralization appeared to be mainly
driven by Chloroflexi, Verrucomicrobia and a-Proteobacteria, while the PE was driven by &-
Proteobacteria and Gemmatimonadetes. At 42 d, wheat-induced PE followed the same trend
as rice-induced PE (i.e., positive correlation with their respective substrate mineralization),
the soil basal respiration and the soil N availability, which implies the involvement of the same

phylogenetic groups.

IV.1. Glucose-induced PE generation mechanisms

In the present study, we amended with '3C-Glucose 3 Ferralitic soils from the Madagascar
Highlands with different agricultural histories and from different toposequences. Soils were
characterized by different levels of available N and P enrichment, different amounts of total

organic carbon, and 4 different organic matter size fractions. As other studies have shown that
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the C:N and the turnover of the different organic matter granulometric fractions decrease as
the fractions become finer (Feller and Beare, 1997; Razafimbelo et al., 2006; Kirkby et al.,

2014), we considered this measure to be an indicator of SOM quality.

Another study demonstrated that LMWC applied at concentrations similar to those used in
this study usually generate an “apparent PE” during the first 4 days of the kinetics (Chowdhury
et al., 2014). An “apparent PE” corresponds to the activation of r-strategist turnover but not
to SOM mineralization (Blagodatskaya et al., 2007). Therefore, the PE we measured after 7
days of incubation was likely to be real, although we missed the peak of glucose
mineralization, which usually occurs during the first few days after glucose addition

(Blagodatskaya et al., 2007).

Many studies have shown that positive PE generated by LMWC were lower under naturally
N-rich conditions than under N-depleted conditions (Dijkstra et al., 2013; Sullivan and Hart,
2013; Thomson et al., 2013) or that the PE decreased after the addition of N, which is a
behaviour that characterizes the N-mining process (Milcu et al., 2011; Spohn et al., 2013;
Chowdhury et al., 2014; Murphy et al., 2015). Our results agreed with those already in the
literature, as glucose mineralization was strongly limited by the concentration of NH4* for the
3 soil types while the PE generated by the glucose supply was maximized in the most NH4*-
depleted soils. Moreover, the PE was positively correlated with the finest fractions of SOM,
which shoul have the lowest C:N ratio (Razafimbelo et al., 2006), and the PE appeared to
remobilize some NHs*. However, glucose may have induced a PE via stoichiometric
decomposition prior to the end of the 7 days incubation period, probably before exhaustion

of the available N, as already reported by Derrien et al. (2014) and Blagodatskaya et al. (2014).

Interestingly, the glucose-induced PE, generated by N mining, was stoichiometrically
limited by P. Different studies have tested the effect of P on the PE, but no study has
succeeded in revealing any P-mining process (Bradford et al., 2008; Milcu et al., 2011; Dijkstra
et al., 2013; Sullivan and Hart, 2013; Nottingham et al., 2015). Sullivan and Hart (2013)
suggested that their tested soils were not strongly P-limited and that future studies should
focus on tropical soils. Our results, therefore, confirm that even in strongly P-limited tropical
soils, such as Ferralitic soils from the Malagasy Highlands, glucose energy content appeared
to be used exclusively to mine SOM for N and not for P. However, as observed in this study,

several other experiments have found that an N-mining PE was stimulated by P availability
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(Bradford et al., 2008; Milcu et al., 2011). Bradford et al. (2008) proposed that N-mining
microorganisms need P to decompose recalcitrant SOM to produce P-rich specific enzymes or
cofactors (ATP, NADPH). This does not exclude the possibility, as suggested in the literature,
that N-mining populations use available P and subsequently are able to desorb P from the
mineral phase or cleave P from ester bonds (phosphatase) without releasing any C

simultaneously (Dijkstra et al., 2013).

The balance between the PE generated by stoichiometric decomposition and that
generated by nutrient mining is thought to be the result of a competition between r- and K-
strategist microbial populations that is driven by the soil N availability (Chen et al., 2014;
Derrien et al., 2014). Stoichiometric decomposition is believed to be generated by r-
strategists, while K-strategists engage in nutrient mining. In the present study, the PE at 7 d
was likely generated by nutrient mining. However, the bacterial phyla stimulated by the
addition of glucose that best explained the variance in the PE at 7 d behave more like r-
strategists than K-strategists (Fig. 2). While glucose mineralization was mainly attributed to
the differential growth of the well-known opportunists y-Proteobacteria, the PE intensity at 7
d could be mainly attributed to the growth of B-Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria.
[-Proteobacteria and Firmicutes are also considered copiotrophic r-strategist organisms
(Fierer et al., 2007), while Actinobacteria are known for their cellulolytic capacities (de Boer
et al., 2005). B-Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria could have grown in a younger
SOM pool during a preceding stage of stoichiometric decomposition. As nutrient mining is
supposed to correspond to the activity of slow-growing populations, 7 d could have been too
early to correlate such activities with the growth of those specialized populations. The PE at
42 d was partly explained by the growth of Acidobacteria and Planctomycetes, which are
described as K-selected populations (Fierer et al., 2007). The PE at 42 d appeared to be
correlated with the SOM fraction > 200 um and to be driven by the dynamics of populations
associated with the pristine soil light fraction or coarse SOM fraction (> 200 um), such as
Verrucomicrobia and o-Proteobacteria. It seems, therefore, that the remobilization of
nutrients during the mining stage again led to stimulation of decomposition in a less protected

SOM pool.
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IV.2. Mechanisms generating a crop residue induced PE

In this study, we amended the three soil types with two crop residues (rice and wheat) that
mainly differed in their respective proportion of soluble and lignocellulosic fractions. The
mineralization rate of the crop residues was more important at 7 d than at 42 d, and both crop
residues showed similar mean mineralization rates over both incubation times. In contrast to
the results of other studies, this experiment demonstrated that soil quality effects crop

mineralization, as well the induced PE (Bell et al., 2003).

As already described for glucose, rice residue mineralization was strongly limited by soil
NH4* content at 7 d, and its mineralization led to a decrease in soil NH4* content compared to
the non-amended control. In contrast to the effects of glucose amendment, the rice-induced
PE was strongly positively correlated with rice mineralization and consequently driven by the
same N-limitation. Both mineralization activities were also strongly positively correlated with
the light SOM fraction. All these observations suggest that rice residues, which were richer in
lignocellulose than wheat residues, primarily induced a PE through stoichiometric
decomposition. The rice residue amendment should have stimulated the liberation of
extracellular enzymes that depolymerize rice tissues, leading to a non-targeted hydrolysis of
SOM and partly decayed plant materials (Blagodatskaya et al., 2014). Those enzymes could
have been released by the Firmicutes (as in Pascault et al., 2013), Verrucomicrobia, Chloroflexi
(as their initial relative density was associated with the light SOM fraction) and Acidobacteria.
The resulting FOM and SOM monomers could have benefited these populations and been
used commensally by well-known opportunists, the y-Proteobacteria. The rice-mediated PE
seems to follow the same pattern at 42 d, with higher consumption of available N and P
compared to the control, and with no real evidence of a concurrent PE generated by nutrient
mining. Our results agree with the study performed by Kirkby et al. (2014), which found that

C sequestration in the finest OM fractions is limited by nutrient availability.

In contrast to the results obtained in the rice and glucose treatments, wheat residue
mineralization at 7 d appeared to be controlled by P availability instead of N. The PE did not
correlate with the mineralization of wheat residue, while it did with glucose mineralization
(negative correlation) and rice residue mineralization (positive correlation). Wheat
mineralization appeared to be mainly driven by Chloroflexi, Verrucomicrobia and o-

Proteobacteria, while the PE was driven by &-Proteobacteria and Gemmatimonadetes. Since
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wheat contained a higher fraction of LMWC than rice, we suggest that the PE at 7 d could have
been generated simultaneously by LMWC-induced nutrient mining and stoichiometric
decomposition of polymerized compounds. Therefore, wheat residues should have been
decomposed by populations specific to the light SOM fraction and SOM >200 um (Chloroflexi,
Verrucomicrobia and a-Proteobacteria), with the resulting increase in extracellular enzymes

leading to an extra-mineralization of the least decomposed SOM.

The Gemmatimonadetes which already demonstrated K-strategist behaviour (DeBruyn et
al., 2011) can therefore be considered as SOM-miners. The Gemmatinonadetes might have
used the energy of catabolites resulting from the decomposition of the FOM or the light
fraction of SOM to mine old SOM for N. The role of 8-Proteobacteria is difficult to determine,
as they were not linked to a precise SOM fraction. However, since Proteobacteria are likely
more r- than K-strategists, we believe that they contributed to the PE generated by
stoichiometric decomposition. In this study, we did not analyse the fungal community
composition, but fungi could have also been involved in both PE mechanisms, as already
shown in other studies (Bell et al., 2003; Fontaine et al., 2011; Blagodatskaya et al., 2014).
However, a previous study on Ferralitic soils of the Malagasy Highlands has shown that neither
straw mineralization nor either type of PE could be explained by fungal populations
(Razanamalala et al., in press). At 42 d, wheat-induced PE followed the same trend as rice-
induced PE, i.e., positive correlation with their respective substrate mineralization, the soil
basal respiration, and the soil N availability, which implies action by the same phylogenetic
groups in both treatments. This suggests a PE that is generated by stoichiometric

decomposition.

V. Conclusion

The PE in soil is generated either by stoichiometric decomposition or by nutrient mining,
with each mechanism contributing to the fate of soil organic matter in opposite directions
leading either to its stabilization or its remobilization. This study has shown that both
mechanisms are driven by the interaction between soil environmental conditions and the
quality of the inducing substrate, probably through the microbial populations that are selected

and activated (Fig. 3).
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Figure 3: Conceptual scheme of the driving mechanisms of mineralization adapted from Chen et al. (2014). HMWC
and LMWC represent High and Low molecular weight compounds of Fresh organic matter. The microbial
compartment is divided into 3 functional groups (Opportunists, Decomposers, Miners) and filled with associated
phylogenetic groups. Plain arrows represent PE C fluxes transiting by the microbial Opportunist and Decomposer
funnels; dashed arrows represent the PE generated by microbial nutrient mining.

While LMWC appeared to preferentially generate a PE through nutrient mining,
polymerized compounds appeared to foster the PE by stoichiometric decomposition.
Regarding the soil, SOM quality drove the density of bacterial populations implicated in each
mechanism, and the nutrient availability triggered the activity of those populations. An
enrichment by decaying plant tissues (light fractions and SOM >200 um) fostered the
decomposers guild, such as Verrucomicrobia, a-Proteobacteria and Actinomycetes, which can
outcompete SOM-miners in terms of the decomposition of the new FOM supply, provided
that N is not limiting. The new FOM led to the generation of a PE through stoichiometric
decomposition. When this pool of high-quality SOM, accompanied by its specific
decomposers, is reduced or when the conditions are strongly N-limiting, the new FOM supply
is preferentially used by SOM-miners to retrieve N from low-quality SOM, provided that P is
still available. Therefore, each new FOM supply in a soil that is regularly supplied with FOM

and N would increase the decomposition of the already present decaying SOM. In contrast,
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soils no longer supplied with FOM and N, whether they are rich or poor in total carbon content,
are more subject to a PE by N mining and to the loss of C from the nearly stabilized SOM. The
effect of FOM input frequency and the ratio of N to P on SOM stabilization needs to be

investigated in the future as a way to increase C sequestration in agricultural soils.
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Transition entre chapitre lll et chapitre IV

L'objectif de notre deuxieme étude était d’identifier, dans des Ferralsols cultivés, les
déterminants et les acteurs bactériens impliqués dans les PE stoechiométrique et par

« nutrient mining ».

Dans les sols agricoles d’ltasy, comme dans les sols pseudo-naturels de la premiére étude,
nous avons observé un PE stoechiométrique et un PE par « nutrient mining et identifier les
guildes fonctionnelles impliqué dans leurs générations. Ces deux processus de génération du
PE étaient contrélés par I'interaction du type de sol et la qualité de la MOF utilisée pour les
générer. La part de la MOF constituée de composés a faible poids moléculaire générait
préférentiellement un PE par « nutrient mining » alors que la part constituée de composés a
haut poids moléculaire générait un PE stoechiométrique. Les acteurs du PE étaient, quant a
eux, déterminés par le type de sol. La qualité de la MOS dirigeait, de la méme facon que dans
les sols non perturbés de savanes, la densité des guildes fonctionnelles impliquées dans le PE.
Un sol enrichi en MO peu évoluée favorisait la guilde des décomposeurs, alors qu’un sol
enrichi en MO évoluée favorisait la guide des mineurs. ». Cependant, la composition en phyla
bactériens des guildes fonctionnelles n’étaient pas totalement identiques a celles observées

dans la premiére étude.

La disponibilité en nutriments avait également un effet important sur la génération du PE.
Elle permettait de déclencher, ou d’inhiber, I'activité des guildes fonctionnelles. Ainsi, lorsque
'azote et le phosphore n’était pas limitant dans les sols, le résidu apporté était
préférentiellement impliqué dans la génération d’'un PE stoechiométrique. Lorsque I'azote
était fortement limitant, le résidu apporté était préférentiellement utilisé par les mineurs pour
générer un PE par « N mining ». Et ce PE était lui-méme limité par la disponibilité en P,
confirmant que les mineurs ne vont pas chercher du P dans la MOE, mais ont besoin de P

disponible pour aller chercher du N, probablement car ce processus requiert de I’ATP.

Les résultats de cette étude sur sols agricoles ont également permis d’identifier les
déterminants et les acteurs bactériens du PE dans les sols cultivés. Elle fournit ainsi, avec la
premiere étude, les bases scientifiques pour I’élaboration de chemins techniques permettant
de diriger le PE. En effet, connaitre les processus de génération de PE permettrait, dans les

zones rurales de Madagascar, d’élaborer des chemins techniques permettant de favoriser la
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séquestration de la MO sur le long terme mais également sa minéralisation aux moments clé

des cultures (tallage, montaison, floraison, développement des graines/fruits, etc).

L'agriculture dans la région Itasy tournant autour de la gestion des MO produites par les
exploitations, favoriser le PE stoechiométrique, aprées I'apport des MO, permettrait un meilleur
stockage de la MO apportée a la parcelle et ainsi une réduction des émissions de C liée a
I’agriculture. De plus, la région étant soumise a un climat tempéré d’altitude, les conditions
climatiques favoriseraient la biomasse et I'activité des acteurs du PE stoechiométrique dans

les sols si I'on se référe aux résultats de notre premiéere étude.

Ainsi, I'objectif de notre derniére étude était de définir comment |'usage des terres et les
pratiques agricoles influencaient le PE stoechiométrique conduisant a la séquestration de la
MO dans les sols agricoles. Cela permettrait, a terme, d’optimiser I'utilisation des MO
produites dans les différentes exploitations. Pour cela, nous sommes restés dans la région
Itasy, ou il existe un réseau d’exploitants agricoles, ayant adhéré au projet de développement
de I'ONG Agrisud international. Agrisud leur prodigue des conseils en terme développement
des pratiques agricoles agroécologiques, notamment autour de l'introduction d’arbres les
cultures vivrieres ou les zones de bozaka (savane), et le compostage des matiéres organiques.
Nous avons donc échantillonné des parcelles agricoles soumises a de I'agriculture vivriere, de
I'agroforesterie ou de la foresterie et soumises a des pratiques conventionnelles régionales
ou agroécologiques. Il a déja été montré que les champignons ont un réle plus important dans
les systémes agroécologiques da a la diversité des MO apportées. Nous avons donc décidé
d’étudier a nouveau la composition des communautés bactériennes et fongiques des sols

cultivés.
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Chapitre IV : Agriculture and priming effect

Chapitre IV: Land use and agricultural practices drive C-mineralization
activities through bacterial biomass and key fungal families in Madagascar

Highlands.

Ce chapitre est présenté sous la forme d’un article prochainement soumis a Biology and

Fertlity of soil

Kanto Razanamalala, Tantely Razafimbelo, Pierre-Alain Maron, Lionel Ranjard, Nicolas

Chemidlin, Samuel Dequiedt, Thierry Becquer, Jean Trap, Eric Blanchart & Laetitia Bernard
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l. Introduction

CO2 emissions leading to climate change could be mitigated by a 0.4% augmentation of C
sequestration per year (Paustian et al. 2016). This C sequestration can be encounter in
agricultural fields enabling at the same time to enhance soil fertility. The challenge of
agroecology is therefore to design practices allowing to intensify crop productivity and
increase C storage at the same time. Such challenge is particularly important in tropical
countries where climate changes are projected to occur 1 to 2 decades earlier than the global
average (Niang et al., 2014). Moreover, rain-fed agriculture is the main economic activity in
tropical developing countries (FAO 2002) and fertilization is usually applied through organic

matter amendments of various origins.

Microorganisms have a key role in carbon and nutrients cycling in soil (Waldrop, Balser and
Firestone 2000) and consequently in soil fertility and C storage. Bacterial and fungal diversities
are increasingly associated to the fate of organic matter in soil (Moorhead and Sinsabaugh
2006; Neill and Gignoux 2006; Six et al. 2006; Schmidt et al. 2011; Louis et al. 2016). Priming
effect (PE) is a stimulation of the soil organic matter (SOM) mineralization by microorganisms
following a fresh organic matter (FOM) input (see for review Kuzyakov, Friedel and Stahr
2000). It has been proposed that PE can be generated by two different mechanisms: (1)
indirectly via collateral damage exerted on SOM by extracellular enzymes released by FOM
feeders, and (2) directly via the co-metabolism of energy-rich FOM catabolites by SOM feeders
who mine SOM for nutrients (Fontaine, Mariotti and Abbadie 2003). Chen et al. (2014) have
shown that the first process called “stoichiometric decomposition” was fostered by high
nitrogen concentration, while the second, called “nutrient mining theory”, by nitrogen
depletion. Therefore, in the absence of nutrient input (concomitantly with the fresh carbon
input), the indirect-PE generating process should happen first and be followed by the direct-
PE after exhaustion of available nutrients in the soil solution. Consistently with the
heterogeneity states of SOM (Schmidt et al. 2011), some authors have shown that PE
generated through the stoichiometric decomposition corresponded to the mineralization of a
younger SOM compared to that generating through nutrient mining (Blagodatskaya et al.
2014; Derrien et al. 2014). Consequently, it seems that stoichiometric PE leads likely to
increase the transformation of a young SOM, while PE generated by nutrient mining leads

likely to the depletion of a more stabilizing SOM.
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Many authors have suggested that each process should involve different functional guilds
of microorganisms (Fontaine, Mariotti and Abbadie 2003; Chen et al. 2014; Derrien et al.
2014). Hence, the microbial community composition should have an important role in SOM
turnover and in the balance between C sequestration and C depletion (Tardy et al. 2015). In a
previous study, performed on natural savannas of Madagascar following different climate
gradients, we were allowed to differentiate the PE generated by stoichiometric decomposition
from that generated by nutrient mining (Razanamalala et al. 2017). Both PE-generated
mechanisms were driven in opposite direction by the quantity and quality of SOM. Using the
terminology of Moorehead and Sinsabaugh (2006), we have classified the different microbial
phylogenetic groups into four functional guilds (opportunists, FOM-decomposers, SOM-
decomposers and SOM-miners). We have observed that the opportunists and the FOM and
SOM-decomposers were mostly linked to the PE generated by stoichiometric decomposition,
while SOM-miners to that generated by nutrient mining. The balance between one to another
process appeared to be likely linked to the importance of the young SOM pool and its
associated decomposers in soil. Therefore, our hypothesis is that agricultural practices which
help to maintain this young SOM pool with its active decomposers guild should foster PE
through stoichiometric decomposition after each new FOM amendment and minimize old

SOM mining.

The aim of the present work was to define how land use and agricultural practices drive PE
through the stoichiometric decomposition process in order to potentially stimulate C
sequestration in agricultural soils of Madagascar Highlands. Field Soils were randomly
sampled, from a network of smallholders in a farming region closed to Antananarivo. Sampling
covered ranges of land use and practices undertaken during cropping and off-season. Soils
were characterized with physicochemical and biological descriptors, especially microbial
community composition using high throughput pyrosequencing techniques on bacterial and
fungal ribosomal gene. Soils were incubated during 7 days in the presence of 3C labeled

wheat-straw to evaluate early PE intensity.
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Il. Materials and methods

[1.1. Soil sampling strategy

This study was carried out in the agricultural region of Itasy located in the Highlands of
Madagascar and submitted to a tropical altitude climate with mean annual temperature of
18.4°C and mean annual precipitation of 1319 mm (https://fr.climate-data.org; climate data
come from a climate model using weather data collected from weather stations all over the
world between 1982 and 2012). Hillsides of Highlands are dominated by Ferralsols, according
to the FAO classification, and are subjected to a hot rainy season from November to April and
a cold dry season from May to October. In April 2015, i.e. at the end of the cropping season,
soil samples from 45 agricultural parcels managed by smallholder famers and 4 unexploited
fields (Bozaka') were sampled in the municipality of Imerintsiatosika (18° 59’ 00" S, 47° 19’ 00"
E). The agricultural plots were located at different topography levels (slope, bottom hill,
baihobo?), submitted to 3 land use types (subsistence crops, agroforestry and forestry) and

different agricultural practices conducted by smallholder farmers (Table 1).

Table 1 : Agricultural practices conducted by smallholder famers on the sampled plots during the season
of sampling and the off-season.

Subsistence crops Agroforestry Forestry

Tillage

cereal cultivation

tuber cultivation

legume cultivation

compost amendment
cattle manure amendment

fallow trees

Agricultural practices were translated in binary variables whether there is an occurrence
(1) or not (0) of the practice. This study took into account the different practices conducted
during the cropping season and the previous off-season (Table S1). The practices included 3
classes of crops: legume, cereal and tuber. The legume class included green bean, peanut,
haricot, pea, voanjobory and acacia. The cereal class included rainfed rice and maize. The

tuber class included manioc, sweet potato and taro. In each plot, six soil cores, 0-10 cm depth,

1 Local term to define a savanna.
2 Local term to define areas located close to the flooded rice field.
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were sampled using a metallic cylinder. One core was used to measure the soil bulk density
and other physicochemical parameters. The remaining 5 soil cores were pooled, sieved (2
mm), and coarse plant debris were removed. Composite samples were maintained at 4°C for

no more than one week, prior to further fresh soil incubations and analyses.

[1.2. Soil characterization

After sampling, soils were physically and chemically characterized at their initial state,
before incubation. Soils color was determined as red, yellow or brown using Munsell soil color
chart. Soil bulk density and water content were measured by weighing fresh and air-dried bulk
soil cores. Particle size distribution was determined by the Robinson pipette method (Pansu
and Gautheyrou, 2007). Total carbon (Ctot) and nitrogen (Ntot) contents were evaluated by
dry combustion in a CHN analyser (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA). Particulate organic
matter (POM) was measured following the first steps of the procedure by Gavinelli et al.
(1995). Soil mineral contents (i.e. kaolinite, gibbsite and Fe,0s_cbd) were estimated by near
infrared reflectance spectroscopy (NIRS), using the model developed by Ramaroson et al.

(2017).

Soil pH-H,0 was measured by suspending soil in water (1:5 ratio). The effective cation
exchange capacity (CEC) was determined by suspending soil in cobaltihexamine chloride
solution (100 mg.l"t; 1:10 ratio) at soil pH and measured by flame spectrophotometry
(Ciesielski et al. 1997). The nitrate and ammonium (NOs and NHa) contents, obtained after KCl
extraction, were determined by colorimetry according to the Berthelot reaction (NH4) and the
Griess reaction (NOs) (Mulvaney, 1986) using an automated continuous flow analyser San**
(Skalar analytique, France). The total P content was determined using perchloric acid attack
(Jackson, 1958). The available phosphorus (av P) content and microbial biomass P (MBP) were
measured using anion exchange resin after a fumigation-extraction method (Kouno et al.,

1995) adapted from the method of (Amer et al., 1955).

Microbial C (MBC) and N (MBN) were extracted in Madagascar by the fumigation with
chloroform and extraction in K,SO4 solution according to the method of (Vance et al. (1987)
adapted by Jenkinson, Brookes and Powlson (2004). MBC and MBN contents were measured

in Montpellier by TOC/TN analyser.

101



Chapitre IV : Agriculture and priming effect

11.3. Molecular analyses of soil bacterial and fungal communities

After field sampling, 50 g of subsamples were maintained at 4°C for no more than one
week, transported to France (Genosol platform, Dijon) and lyophilized for further molecular
analyses. Microbial DNA was extracted from 2 g of lyophilized soil subsamples using the
procedure described in (Plassart et al. 2012). For microbial diversity and composition analyses,
banks of 16S and 18S ribosomal sequences were prepared prior to pyrosequencing analyses
as described in Maron, Mougel and Ranjard (2011). Pyrosequencing was carried out on a GS
FLX Titanium (Roche 454 Sequencing System). Biocomputing analyses were performed using
GnS-PIPE (Terrat et al. 2012) to identify bacterial and fungal taxonomic groups. Richness and
diversity indexes (number of OTUs, 1/Simpson and Evenness indices) were determined at the
dissimilarity threshold of 5%. DNA sequences were deposited in the European Nucleotide

Archive, under the study accession number PRJEB19977.

[1.4. Soil microcosm set-up and priming effect assessment

To assess the potential capacity of microbial communities to mineralize native and fresh
organic matter at a similar temperature of 27°C, fresh composite soil samples were used to fill
2 series of 150 ml flasks with 10 g of equivalent dry soil. The soil water content was adjusted
to 70% of the saturation threshold using sterile deionized water. Both series were pre-
incubated for 7 days at 27°Cin the dark. Then, one of the microcosm series was amended with
a 7% '3C-enriched powdered wheat straw characterized by a C:N:P ratio of 108:4:1 (4 mg
straw. g** of dry weight soil); the other series was not amended. The microcosms of both series
were then incubated (opened) at 27°C in the dark for 7 days. Since the microcosms were left
open, the soil water content was controlled throughout the incubation and adjusted with
sterile deionized water when needed to prevent variation in soil moisture. Measurements of
CO; emissions (total CO; and 3C-CO3) were performed on the 7t day of the incubation. Prior
to gas sampling, the microcosms were flushed with air to renew the atmosphere and were

hermetically sealed for 3 days before measurements were conducted.

I.5. Total CO, and 13C-CO, measurements

The total atmospheric CO; concentration was measured in all microcosms using a micro-
CPG (CP-4900, Varian, Middelburg, The Netherlands). A 5 ml volume of the gaseous phase, of

the straw-amended microcosms only, was sampled in Exatainer evacuated tubes for further
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determination of carbon isotopic abundances using IRMS (Bernard et al. 2012). PE was
calculated as follows: PE = total measured CO; of the straw-amended microcosm - straw-
derived CO; (calculated from the 3CO, atomic percentage) - total CO; measured in the non-

amended microcosm (i.e. Basal Respiration).

I1.6. Statistics

ANOVA and Tukey’s post-hoc test analyses were performed to investigate the effect of
topography (slope, bottom hill, baiboho), soil color (red, yellow and black) and land use
(Forestry, Bozaka, Subsistence and Agroforestry) on basal respiration (BR), straw

mineralization (SM) and PE.

In order to affect microbial phylogenetic groups into one of the three functional guilds
(Opportunists, FOM-decomposers and SOM-decomposers), Pearson correlations between the
relative densities of bacterial and fungal phyla or families in pristine soil samples and C-
mineralization activities were calculated using XLSTAT software (Addinsoft, France).

Significance of correlations was tested by the Bartlett test.

In order to study how agricultural practices may drive C-mineralization activities, the
dataset has been restricted to the 42 cultivated plots (subsistence and agroforestry). Microbial
phylogenetic groups have also been replaced by the functional guilds constituted previously.
Pearson correlations between all variables were calculated. Variables showing strong
collinearity were removed and all others were used to build up a principal component analysis
(PCA). Agricultural practices were introduced into the PCA as supplementary quantitative

variables.

Ill.  Results

l1l.1. Soil characteristics

The raw data and the main statistics of all soil parameters, including the 7 days
mineralization activities (BR, SM and PE), are presented in Table S1. The soil bulk density (BD)
ranged between 0.8 and 1.47 g dry soil.cm™. Soil texture was highly variable as clays
represented between 32.3 and 74.9% of minerals. The predicted amounts of gibbsite
(Gb_predict), iron oxides (Fe203_cbd) and kaolinite (Kt_predict) respectively ranged between

56 and 542 g.kg! of dry soil, 8 and 70 g.kg™* of dry soil and 163 and 568 g.kg™* of dry soil. Soils
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were acidic (pH: 4.62 to 5.90), with a cationic exchange capacity (CEC) ranging between 0.72
and 14 cmol*.kg? of soil. Particulate organic matter (POM) ranged from 1.89 to 38.25 mg
POM.g* of soil. In those acidic soils, the carbon (Ctot) was mostly under its organic form (SOC)
and ranged from 5 to 44 mg C.g™* of soil, with a carbon-to-nitrogen ratio (C:N ratio) comprised
between 13 and 24. Mineral Nitrogen content varied between 0 and 22.52 mg.kg™* soil for NHa
and between 0.16 and 11.59 mg.kg! of soil for NOs. The total phosphorus varied between 300

and 1800 mg P.kg! of soil while its available form was less than 7 mg.kg™* of soil.

[11.2. Microbial communities’ properties

Initial content of microbial C, N and P (MBC, MBN and MBP) was highly variable and MBC
accounted for 0.5 % in mean and no more than 2 % of the SOC (Table S1). The 16S and 18S
rDNA analyses generated about 10 000 sequences per sample each, and sequences affiliated
with the different bacterial or fungal phyla, subgroups and families have been expressed as
percentages of total sequences obtained. Bacterial communities were dominated by
Proteobacteria (24% of total sequence in mean), and more specifically by the a-subgroup
(10%). Acidobacteria was the second most represented bacterial phylum (17%) with almost
all sequences belonging to the GP1 (14% of total). Fungal communities were mainly shared
between Ascomycota (32% of total sequences) and Basidiomycota (22% of total sequences).
Unknown bacterial and fungal sequences accounted for 12 and 15% respectively. Soil basal
mineralization rate at T7 days of incubation (BR) ranged between 0.162 and 0.8452 g C-CO,.g
! soil.ht. Wheat straw mineralization rate (SM) ranged between 1.44 and 3.36 pg C-CO,.g*
soil.h’l. Priming effect rate (PE) accounted for 80% of BR in mean, with a variation range

between 20 and 200%.

[11.3. Microbial actors of C-mineralization processes

After 7 days of incubation, initial abundance of bacterial and fungal phyla did not
significantly correlate with any of the observed C-mineralization (data not shown). Thus,
correlations with C-mineralization activities were investigated at the family level with a
significance threshold at P-value < 0.1. This allowed to affect some families into different
functional groups in terms of mineralization behavior of the organic matter (Table 2). But this
approach restricted the analysis to a small proportion of sequences, especially for bacteria

(0.5% of total sequences against 37% for fungi), as only 5 bacterial and 52 fungal families were
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investigated. All other families did either not or negatively correlate to any mineralization

activities registered at 7 days.

Table 2: Pearson correlation coefficients between microbial families and C-mineralizations

BR SM PE Functional guild
Bacterial families
Mycobacteriaceae 0.30 -0.39 -0.01 SOM-decomposers
Bdellovibrionaceae 0.35 -0.37 0.00 SOM-decomposers
Methylobacteriaceae -0.08 0.34 0.07 Opportunist*
Legionellaceae 0.30 -0.01 0.02 Opportunist*®
Actinospicaceae 0.28 -0.22 0.07 SOM-decomposers
Fungal Families
Unclas_F_fam -0.32 0.33 -0.20 FOM-decomposers
Tremellaceae 0.31 0.03 0.19 SOM-decomposers
Nectriaceae -0.18 0.27 -0.14 FOM-decomposers
Tricholomataceae 0.25 -0.43 0.33 SOM-decomposers
Chaetomiaceae -0.27 0.52 0.00 FOM-decomposers
Coniochaetaceae 0.13 0.34 0.01 FOM-decomposers
Tubeufiaceae 0.39 -0.29 0.31 SOM-decomposers
Davidiellaceae 0.35 -0.12 -0.01 SOM-decomposers
Myxotrichaceae 0.34 -0.36 0.30 SOM-decomposers
Tapinellaceae 0.26 -0.15 0.43 SOM-decomposers
Kickxellaceae 0.10 -0.18 0.37 SOM-decomposers
Pleosporaceae -0.11 0.41 0.12 FOM-decomposers
Pezizaceae 0.31 -0.18 -0.16 Opportunist*®
Harpochytriaceae -0.38 0.32 -0.18 FOM-decomposers
Montagnulaceae 0.15 0.38 0.15 FOM-decomposers
Microascaceae 0.04 0.36 0.09 Opportunist*®
Corticiaceae 0.17 0.29 0.14 FOM-decomposers
Helotiaceae -0.00 0.38 0.21 FOM-decomposers
Trechisporaceae 0.27 0.29 0.07 Opportunist*
Gomphaceae 0.27 0.07 0.02 SOM-decomposers
Shiraiaceae 0.11 0.28 0.15 FOM-decomposers
Amphisphaeriaceae 0.03 0.37 0.16 FOM-decomposers
Leptosphaeriaceae 0.07 0.29 -0.06 FOM-decomposers
Pleurotaceae 0.14 0.24 0.37 SOM-decomposers

Bold correlation coefficients represent P-values < 0.01, underlined correlation coefficients represent P-values <
0.05, italic correlation coefficients represent P-values<0.1. *The Opportunist guild has been composed on the
basis of the litterature information.

Basically, families were associated to FOM or SOM decomposers group depending on their
correlation with wheat straw mineralization or with BR and/or PE. Most of FOM decomposer

families were affiliated to the Ascomycota while most of SOM decomposers families to the
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Basidiomycota. Some families have been qualified as Opportunists based on the literature

(Lueders et al. 2006; Fierer, Bradford and Jackson 2007; Eilers et al. 2010; Kirk et al. 2008).

[11.4. Land use influence on C-mineralization processes

Over the three qualitative variables

of our dataset (topography, soil color
2.5
and land use), Land use was the only

% ’ one showing an influence on C-
v
T s ’ mineralization activities. Mean Basal
o)
g . respiration was highest in bozaka and
lowest in agroforestry, with Forestry
0.5

levels (Fig 1). Conversely, straw

A
Hi
0
BR

M Forestry Bozaka M Subsistence M Agroforestry

Figure 1: Histogram plot of mean Basal Respiration (BR), Subsistence and lowest in Bozaka, while
Straw Mineralization (SM) and Priming Effect (PE) calculated
per land use (Forestry, Bozaka, Subsistence cultures and
Agroforestry). For variable, significant differences are
indicated by letters (Tukey's post-hoc test, p.values<0.05).

n " un and subsistence showing intermediate
PE

SM
mineralization was  highest in

forestry and agroforestry showed
intermediate level. Priming effect
seemed to follow the same trend than

BR but differences between Land Use types were not significant at a 5% threshold.

[11.5. Correlations between biotic, abiotic soil characteristics and C-mineralization

processes

Pearson correlation between all variables led to the removal of 3 of them because of
collinearity: sand proportion (in favor of clay proportion), total N content (in favor of total C
content), MBC (in favor of MBN). Variables showing any correlations with C-mineralization
activities, or with any biotic variables already correlated to C-mineralization activities were
also removed from the dataset (available P, total P, nb 16S gene, nb 18S gene 18S:16S, OTU_B,
Evenness B, Inv Simpson_B, Inv Simpson_F). All other variables were used to build up a
principal component analysis (Fig. 2). The Pearson correlation matrix corresponding to this
PCA is presented as Table S2. PE did positively correlate to SM (0.53) and BR (0.31), while SM
and BR did not to each other. BR was positively correlated to the SOM decomposers (0.47),
the Opportunists (0.42), more globally to the MBN (MBN) and the microbial C:N (0.35), while
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negatively to the fungal Evenness (-0.59). SM was positively correlated to the total soil C
(0.43), the clay content (0.35) and to the FOM-decomposers (0.40), while negatively to the pH
(-0.44). The FOM-decomposers themselves were negatively correlated to soil C:N ratio (-0.53)
and the POM concentration (-0.47). PE was strongly and positively correlated to the MBN
(0.73), the clay content (0.68), the total soil C (0.54), the SOM decomposers (0.45), the
Gibbsite content (0.40), the humidity of soil at the sampling time (0.40) and the NOs content
(0.35). MBN itself was positively correlated to clay content (0.64), total soil C (0.54), NH4(0.43),
NOs(0.36), and soil humidity (0.49), while negatively to CEC (-0.35) and Fe,0s3_cbd (-0.38).

[11.6. Influence of agricultural practices on soil characteristics and C-mineralization

processes

Correlations between agricultural practices and all other measured or calculated variables
can also be seen in Figure 2 and coefficients in Table S2. Fallow, number and density of trees
and Off-season tuber culture (OS-tuber), have been removed from the ACP calculation as they
did not show any correlations with any of the C-mineralization activities or other soil biotic
variables. Correlation coefficients were weaker than between all other measured variables. No
agricultural practice was directly correlated to any C-mineralization process except cereal
culture during off season (OS-cereal) which was negatively correlated to PE (-0.31). But
agricultural practices could influence microbial activities indirectly through the way they
impact biotic and abiotic soil parameters. Biotic parameters were also weakly impacted except
also by OS-Cereal which did positively correlate to MBP and opportunists and negatively to
MBN. Compost amendment did also correlate negatively to microbial C:N, while tubers culture
did positively correlate to the number of fungal OTU. Major correlations were found with
abiotic soil parameters. Some practices did correlate to soil parameters like texture or
mineralogy, but we doubt that agricultural practices could really impact such characteristics in
the short term. Among other parameters, POM did positively correlate to OS-cereal culture, and
compost amendment, while negatively to tuber and OS-legume culture. CEC did positively
correlate to OS-cereal culture and compost amendment, during the culture season and the off-
season. Compost fertilization did also foster soil NH4 concentration, and soil humidity in the
long term. Cattle manure fertilization during the off-season increases the soil pH. Finally, Tuber
culture did negatively correlate to total soil carbon. A conceptual diagram relating the principal
correlations network between agricultural, abiotic and biotic variables has been elaborated (Fig.
3).

107



Chapitre IV : Agriculture and priming effect

F2 (14,36 %)

Biplot { F1 & F2 axes: 35,60 %)
6

Kaolinite
A

4 SO I\g—decomposers

FOMﬁiecomposers

Evenness_F
-4 Ob_
C.ECN
Microbial C:ft © Bibbsite

/ ;Opportqmsts

OS_Cereudlﬁ'\‘ 4 L\.

: Soil C:N ratio

Fe§O3_de %/mp %OIVI

(=]

F1 (21,23 %)
A Active variables: C mineralization A Active variables A Supplementary variables

Figure 2: Biplot representation of the principal component analysis (PCA) calculated on soil biotic and abiotic variables (Plain triangles). Agricultural practices were inserted in
the analysis as quantitative supplementary variables (empty triangles). Samples are represented with plain grey circles. C-Mineralization activities (BR: basal respiration, SM:

straw mineralization, PE: priming effect) were represented by plain black triangles).
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V. Discussion
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Figure 3 : Conceptual diagram relating the correlations network between agricultural practices, soil abiotic and
biotic parameters, microbial functional groups and C-mineralizations. Arrows indicate a significant correlation
between variables with direction based on scientific knowledge. Bold, underlined and italic characters indicate
the level of significance of the correlation, respectively under a threshold of 1%, 5% and 10%. Grey dotted and
black plain arrows indicate negative and positive correlations respectively. Value written next to an arrow
indicates the Pearson coefficient calculated between both variables. Abbreviations: POM: Particulate Organic
matter; Hum: soil humidity at sampling; C:N: Carbon-to-Nitrogen ratio; MBN: microbial biomass nitrogen; Ctot:
total carbon; -F: fungal; OS-: off season; BR: Basal respiration; SM: Straw mineralization; PE: Priming Effect

IV.1. Importance of microbial communities in C dynamic in agricultural soils

In a previous study, performed on natural savannas, all mineralization activities (BR, SM
and PE) were related to the bacterial community composition (Razanamalala et al. 2017).
Conversely, in the agricultural soils of the present study, fungal populations only appeared to
drive mineralization processes (Table 2). Although, the ratio 185:16S was about five time lower
than in natural savannas, it seems that the fungal compartment plays a key role in those
agricultural systems. Van Groenigen et al. (2010) pointed out that the role of fungi and
bacteria in SOM dynamics is mostly determined by their respective growth rates and not by
their total biomass, and also by their community composition. Conversely to natural savanna
ecosystems, we were almost not able to find any correlation between bacterial specific gene
relative densities and carbon cycling activities, and at any phylogenetic level. This can be
explained by the stability of natural ecosystems compared to highly disturbed agricultural

soils. Moreover, soils coming from little farmer plots, supposed to undergo changes in culture,
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management and fertilization every season, should have a more complex history than those
from long term agronomic trials. Actually, extracted DNA integrates more the system history
than the actual conditions for several ecologic reasons (Ge et al. 2008), but also because free
DNA has the property to be highly protected by clay minerals (Recorbet et al. 1993). Therefore,
in constantly disturbed ecosystem, RNA based approaches should eventually better reflect the

bacterial actors of the soil organic matter dynamics at the sampling date.

Fungal and bacterial families positively correlated to basal respiration and or PE were
classified as SOM-decomposers except for the opportunists which were classified based on
the literature. BR was correlated to some delta-proteobacteria and actinobacteria families and
to Ascomycota (Tubeufiaceae, Davidiellacee, Myxotrichaceae) and Basidiomycota
(Tremellaceae, Gomphaceae) families (Table 2). Those families represented no more than 10%
of the total sequences but could corresponds to key actors in the decomposition of SOM of
various quality and level of recalcitrance. Fungal Evenness being strongly and negatively
correlated to BR, suggested that basal respiration is linked to a restricted number of fungal
populations. Those appeared to drive the decomposition of SOM and share the final
mineralization by the whole microbial biomass including the opportunist populations (Fig. 3).
The Opportunists guild was positively correlated to the microbial P confirming that those
populations have high growth rates and high cellular ribosome contents (Klappenbach et al.

2000).

Many other fungal families were positively correlated to wheat straw mineralization (29%
of total fungal sequences): unclassified fungal families, saprophytic fungi and early
decomposers such as Harpochytriaceae, Corticiaceae, and many other Ascomycota families
like Nectriaceae, Chaetomiaceae, Coniochaetaceae, Pleosporaceae, Montagnulaceae,
Helotiaceae, Shiraiaceae and Leptosphaeriaceae (Schoch et al. 2009; Kirk et al. 2008).
Ascomycota are known to prefer higher litter quality (nutrient enriched) than other fungi like
the Basidiomycota (Christensen 1989). They were likely stimulated by the wheat straw we

applied which had a low C:N of 27.

Early PE at T7 days, was positively correlated to both BR and SM, as well as the microbial
biomass, and the soil content in C and in NOs. All these correlations confirmed that PE was
generated by the stoichiometric decomposition process and therefore by the FOM

decomposer extracellular enzymes helping the populations mineralizing young SOM (Chen et
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al. 2014; Razanamalala et al. 2017). In the present case, the exoenzymes were mainly liberated
from Ascomycota families, it would have helped to the decomposition of a more labile young
SOM than that decomposed by the basidiomycetes, and stimulated the mineralization activity
of bacteria (MBN). As already discussed for BR, PE should result from a kind of commensalism
between fungi and bacteria concerning recalcitrant plant derived compounds that is defended
by de Boer and colleagues (2005). Of course, some fungal populations appeared to be also
participating to this extra CO; release, like the mycorrhizal Tricholomataceae, Kickxellaceae
and Pleurotaceae (Campoamor and Molina 2001). There are increasing evidence that
mycorrhizal fungi have the capacity to decompose structural compounds like cellulose or even
lignin and tannins, and that they can benefit from the energy supply brought by the host plant
(Talbot, Allison and Treseder 2008). Here, we evidenced, that straw residue decomposition,
generating an extra-enzymes release by the FOM-decomposers, could also indirectly benefit

to the mycorrhizal fungi decomposition work and therefore to the crop nutrition.

IV.2. Determinants of microbial communities

Microbial biomass is usually controlled by bottom up and top down factors, like growth-
inducing substrates and predatory. In the present study (Fig. 1), the first factors controlling
MBN were the clay and SOM content. Positive relationship between SOM content and
microbial biomass already well documented (Fierer et al. 2009; Dequiedt et al. 2011). And
positive relationship between clays and MBN is easy to conceive. Clays is known to protect
the organic matter from biodegradation including also an important part of labile molecules
like proteins or carbohydrates (Derrien et al. 2014; Kallenbach, Frey and Grandy 2016). And
this chemical refuge is sensitive to microscale pH variations happening for instance during
organic matter decomposition process. Clay is also an important factor of soil structure by
promoting soil aggregation which foster humification of soil organic matter. Microbial biomass
seems to be more constraint by N availability than by P even in those strongly P depleted soils.
The reason could the strong P fixing capacity of Ferralsols which avoided to accurately
measure P availability by standard method and which would have required the use of 3?P to
evaluate the kinetics exchange between soil solution and metal oxides. Anyway, the fact that
iron oxides - Fe;0s, that has been reported to adsorb available phosphate present in acidic
soils (Barrow 2017) drove negatively microbial biomass, highlighted a colimitation by both N

and P nutrients in those Ferralsols.
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SOM decomposers guild appeared to follow similar control than microbial biomass (MBN),
while Opportunists populations are not driven by any soil parameter measured here. FOM-
decomposers guild was negatively correlated to MBN, as well as to POM, soil C:N, humidity,
pH and NH4 content. Soil C:N is an indicator of high quality SOM, comprising an important
part of plant debris like POM. The wheat-straw we added should be of similar quality than
POM. Therefore, the FOM decomposers should also drive the POM decomposition. Our results
suggest that FOM-decomposers size, which depends strongly on fungal diversity (F-OTU)
should be negatively controlled by edaphic factors like pH, humidity and soil NH4 content. And
when FOM decomposers are restricted, POM accumulates. Wheat straw mineralization was
not only affected by the FOM-decomposers density but also positively by SOM content and
negatively by pH. The decomposition of fresh and complex organic matters is carried out by
extracellular enzymes whose activities strongly depend positively or negatively on pH,
especially in Malagasy Ferralsols (Kedi et al. 2013). SOM content, but not POM, foster the
straw mineralization, but not through the identified straw decomposers. This can be the sign
that part of the straw mineralization was performed by some microbial populations usually
linked to a SOM of lower quality. This could be a switch of substrate realized by SOM-miners

to further generate PE through nutrient mining (Bernard et al. 2007).

IV.3. How agricultural practices can drive C-mineralization activities.

Contrary to our expectation on effects of land use on C-mineralization, forestry an
agroforestry showed lower basal respiration than bozaka and forestry and subsistence
showed no significant differences. Indeed, in other tropical agroforestry, the presence of trees
increased soil respiration (Chander et al. 1998; Kurzatkowski et al. 2004). Our results can be
explained by the young age of most of the trees on these plots. Their effect on soil respiration
probably be negligible compare to the basal respiration in subsistence and bozaka plots. It will
be profitable to realize the study on these plots in a few years when the trees will be well-
estabilshed and taller. If the patterns remain the same, that may signify that agroforestry

increases C storage in woody biomass instead of promoting humification.

We did not expect to observe any direct effect of culture type on soil carbon content,
because of the high frequency of rotations usually applied by small farmers. The only crop
showing an effect is Tuber, which decreased the soil C content. In this region, Tuber is often

grown intensively in the same plot, without fertilization, until the plot is not fertile anymore.
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Tubers do not bring any POM to the soil and the soil is regularly disturbed at the culture
harvest. When we have tried to differentiate plots with intensive Tuber culture from plots
where Tuber was in rotation with other crops (data not shown), we have observed that
rotation eliminates the negative effect on SOM content. Legumes possess the capacity to fix
atmospheric N via the symbiosis with rhizobiales bacteria (Ferguson et al. 2010). As C/N and
C/P ratio of legumes are lower than other crops, and N and P nutrients are required to produce
microbial biomass and in the long-term humus, the introduction of legumes into crop
rotations is preconized to increase long time C sequestration (see for review Jensen et al.
2012). In the present case, legumes positively influenced the soil NH4 content, which drives
the microbial biomass and more precisely SOM-decomposers, even if the relationship was
weak. At the opposite, legumes did not enrich the soil in POM like Cereal culture did. And it
appeared that cereal lowered the whole microbial biomass and the PE while it promotes the
opportunistic populations. Cereal-legumes intercropping, while often proposed to increase
crop vyield through plant facilitation or niche complementarity during the cropping season
(Bedoussac et al. 2015), might also promote C sequestration after the plants harvest through

the enrichment of soil in POM and nutrients together.

Tillage, by its capacity to break soil structure and increase soil oxygenation, is always
presented as a practice leading to an increase in microbial respiration with less biomass
production, and therefore a weaker carbon use efficiency (CUE) than in no tillage systems
(Mangalassery et al. 2015; Nivelle et al. 2016). In the present work, tillage reduced SOM
mineralization (BR and PE) by changing the fungal community structure. Actually, tillage
inhibited SOM decomposers populations. Therefore, no-till appeared to foster young SOM
mineralization by the stimulation of key fungal actors leading to microbial biomass formation,
and might increase old SOM stock in the long term as already shown in the literature (Nivelle

et al. 2016).

Cattle manure is traditionally used as first fertilizer by Malagasy farmers because of its low
cost compared to mineral NPK (Andriarimalala et al. 2013). Cattle manure is often poorin term
of fertilizing power, because of a nutrients loss due to bad storage conditions. Different
initiatives in Madagascar Highlands have been run to improve the quality of cattle manure
(Salgado et al. 2011). In the present work, and conversely to previous studies cattle manure

amendment had no direct effect on microbial biomass or mineralization activities (Parham et
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al. 2002, 2003; Ros et al. 2006). It only tended to increase the soil pH on the long term, which
appeared to lower straw mineralization (Fig. 3). In the region of sampling, smallholder farmers
belong to a development program driven by the NGO Agrisud International who promoted
the composting of animal manures with different quality of crop residues. Composting is
known to lower the C:N of the organic matter but also to increase its recalcitrance, leading to
a regular and long term nutrient delivery (Bulluck Il et al. 2002; Pérez-Piqueres et al. 2006).
Here, we observed that compost application at the seedling time led to a higher soil NH4 and
a higher quantity of POM at the end of the cropping season, and led to retain soil water even
one season later (Fig.3). Compost should led indirectly to an increase in microbial biomass
mainly due to bacterial compartment stimulation considering the negative correlation with
microbial C:N. And finally, it increases the CEC, even in the long term, which is usually
considered an indicator of soil fertility. As compost is supposed to be the end product of
microbial mineralization, its quality should mimic old SOM with less recalcitrance. Therefore,
itis not excluded that PE registered in this case was also generated by nutrient mining targeted
on compost OM instead of old SOM. It seems that composting cattle manure is effectively
better in term of N delivery to crops. Moreover, compost amendment should promote soil C
sequestration by bringing POM and nutrients together for microbial biomass formation. And
also compost should bring a king of humified organic matter substituting to old SOM during

PE via nutrient mining.
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Le Priming Effect (PE) est 'augmentation de la minéralisation de la matiére organique des
sols (MOQOS) par les microorganismes aprés I'apport d’une matiére organique fraiche (MOF ;
Bingeman et al., 1953; Kuzyakov et al., 2000). Ce PE serait généré par 2 mécanismes distincts :
le PE stoechiométrique et le PE par « nutrient mining » (Fontaine et al., 2003; Blagodatskaya
et al., 2014). Ces deux mécanismes ont leurs propres acteurs, dynamiques et substrats
(Blagodatskaya et al., 2014; Derrien et al., 2014) mais peuvent coexister spatialement et
temporellement. lls ont aussi leurs propres déterminants et ciblent des pools de MOS
différents. Le PE stoechiométrique résulte de la dégradation collatérale de MOS peu évoluée
par les enzymes extracellulaires libérées par des microorganismes ciblant la MOF apportée.
Les microorganismes impliqués dans la décomposition de la MOS peu évoluée profitent donc
de I'effort de décomposition supplémentaire apporté par ces enzymes. Le PE par « nutrient
mining » résulte quant a lui du co-métabolisme des catabolites de la MOF et de la MOS plus
évoluée, par certains microorganismes. Ces microorganismes utilisent les catabolites de la
minéralisation de la MOF comme source d’énergie pour extraire les nutriments de la MOS
stabilisée. Le PE stocechiométrique serait donc une stimulation de la voie de I"humification
tandis que le PE par « nutrient mining » serait plutét une stimulation du déstockage de C et
de la remobilisation des nutriments. Pour comprendre comment piloter ces processus a la
parcelle afin d’améliorer la fertilité des sols dans un contexte de changement climatique, nous
avons réalisé 3 études nous permettant d’identifier les acteurs de chacun des processus, leurs

déterminants proximaux et leurs sensibilités face au climat et aux pratiques agricoles (Fig. 1).

l. Les acteurs du PE : bactéries vs champignons

Pour identifier les acteurs du PE, nous avons commencé par classer les microorganismes
dans des guildes fonctionnelles, et nous nous sommes appuyés sur la terminologie de
(Moorhead and Sinsabaugh, 2006). Dans cette terminologie, les microorganismes sont
répartis selon leur affinité pour une certaine qualité de matiére organique. lls sont classés en
3 guildes: (1) les opportunistes, qui utilisent la matiére organique labile et facilement
assimilable, (2) les décomposeurs qui s’attaquent a la matieére organique plus réfractaire
comme les tissus végétaux et (3) les mineurs qui déstabilisent la matiére organique humifiée
du sol. Par contre, d’aprés ces auteurs, les opportunistes sont essentiellement des bactéries,

les décomposeurs des actinomycetes et les mineurs des champignons. Nous avons préféré
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travailler sans a priori et nous sommes partis du principe que bactéries et champignons

pouvaient étre répartis dans chacune de ces guildes.

Culture
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du sol

Sol riche en Sol pauvre en

nutriments re annuelle nutriments

Figure 1 : Schéma conceptuel des processus de génération du priming effect
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Dans les chapitres Il et IV, nous avons confronté les données de la littérature aux
corrélations que nous trouvions entre la densité relative des différents groupes
phylogénétiques bactériens et fongiques dans les sols prélevés et I'intensité des différentes
minéralisations (respiration basale, minéralisation des substrats enrichis en 3C et PE). Dans le
chapitre Ill, nous n’avons pas analysé la communauté fongique. En revanche, nous avons
analysé la communauté bactérienne pas seulement sur le sol de départ mais également
pendant I'incubation, aux deux temps de mesure du PE. Nous avons donc pu appréhender

I'effet des apports en substrats frais sur la dynamique des groupes phylogénétiques présents.
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Dans chacune des trois études, nous avons commencé par regarder les corrélations entre

diversité génétique et activité de minéralisation au niveau phylogénétique le plus élevé, en

I'occurrence le niveau phylum. Lorsqu’aucune corrélation notable n’était observée, nous

regardions les niveaux inférieurs (i.e. classes, ordres, familles...). Le tableau 1, regroupe la

composition en groupes phylogénétiques des différentes guildes fonctionnelles déterminée

dans chacune des 3 études. Conformément aux travaux de Fierer et al. (2012), nous avons

observé des différences de communauté microbienne entre sols non cultivés et sol agricoles.

Tableau 1 : Positionnement des groupes phylogénétiques bactériens (vert) et fongiques (marrons) dans les
différentes guildes fonctionnelles pour chacune de nos 3 études. Caracteres gras : groupe phylogénétique affecté
a différentes guildes fonctionnelles suivant I’étude.

ETUDES

EXPERIENCE SUR LES
DETERMINANTS
CLIMATIQUES

EXPERIENCE SUR LES
TYPES DE SOLS ET LES
QUALITES DE MOF*

EXPERIENCE SUR LES
DETERMINANTS
AGRICOLES

OPPORTUNISTES

Burkholderiaceae (B-
proteobactérie) et
Y-proteobactéries

Y-proteobactéries

Legionellaceae;
Methylobacteriaceae
; Pezizaceae;
Microascaceae ;
Trechisporaceae

DECOMPOSEURS
MOF
Firmicutes ;
Actinobactéries
DECOMPOSEURS
MOS

o-proteobactéries ;
8-proteobactéries ;
protéobactéries non
identifiées ;
Planctomyceétes ;
Acidobactéries GP 1, 2
etb6

Firmicutes ;
Actinobactéries ;
o-proteobactéries ;
B-proteobactéries ;
8-proteobactéries ;
Verrucomicrobia ;
Chloroflexi

Nectriaceae ;
Chaetomiaceae ;
Coniochaetaceae ;
Pleosporaceae ;
Harpochytriaceae ;
Montagnulaceae ;
Corticiaceae ;
Helotiaceae ;
Shiraiaceae ;
Amphisphaeriaceae;
Leptosphaeriaceae

Mycobacteriaceae ;
Bdellovibrionaceae ;
Actinospicaceae ;
Tremellaceae ;
Tricholomataceae ;
Tubeufiaceae ;
Davidiellaceae ;
Myxotrichaceae ;
Tapinellaceae ;
Kickxellaceae ;
Pleurotaceae
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bactéries non Gemmatimonadetes
MINEURS identifiées ; . ’
. , . Planctomycetes ; ND
Acidobactéries GP4 ; . , .
. Acidobactéries
Chloroflexi

*Pas d’analyse phylogénétique des communautés fongiques.

La premiere observation intéressante de ce travail est que les flux de CO, mesurés dans les
sols sous savanes le long de gradients climatiques (chapitre Il) étaient tous principalement
corrélés a des groupes phylogénétiques bactériens. Par contre, ceux enregistrés dans les sols
d’un réseau de parcelles agricoles (chapitre 1V) étaient plutét corrélés a des groupes
phylogénétiques fongiques. Différentes explications peuvent étre avancées. Tout d’abord, les
communautés bactériennes réagissent vite aux différents stress environnementaux. Il est
donc logique que dans un milieu anthropisé, ou le sol est régulierement remanié, la densité
des populations bactériennes ne reflete pas les flux respiratoires. D’autant plus que ces
densités spécifiques sont basées sur I'analyse de I’ADN qui est une molécule trés persistante
dans le sol méme aprés la mort des cellules. A I'inverse, les sols non cultivés sous savanes qui
ne sont jamais perturbés, doivent étre a I’équilibre et présenter de bonnes corrélations entre
densités génétiques bactériennes et flux de CO;. Pour les sols perturbés, une approche basée
sur I'extraction des ARN au lieu des ADN pourrait étre plus adaptée a I'analyse du réle des
acteurs bactériens dans la minéralisation des MO. Une explication complémentaire vient aussi
du fait que les apports en MO sont la principale source de fertilisants utilisée par les petits
cultivateurs a Madagascar. Or il a déja été montré que les pratiques agroécologiques basées
sur des apports organiques stimulent le développement des communautés fongiques (Hendrix

et al., 1986; Six et al., 2006; Song et al., 2015).

I.1. Guilde des opportunistes

Pour composer la guilde des Opportunistes, nous nous sommes essentiellement basés sur
les données de la littérature, puisque c’est le groupe fonctionnel le mieux décrit en raison de
sa richesse en espéces cultivables en laboratoire. Nous avons remarqué que ce groupe était
souvent relié a la fois a la respiration basale, a la minéralisation du substrat marqué apporté
et au PE stoechiométrique. Ce résultat semble assez logique, puisque cette guilde est sensée
regrouper des populations qui consomment la part la plus facilement assimilable des MO. Ces
populations profitent donc des métabolites libérés lors de la décomposition des MO quelle

qgue soit leur origine. Dans ce groupe on retrouve les y-proteobactéries, certaines B-
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proteobactéries comme les Burkholderiaceae tres présentes dans les rhizospheres et
certaines a-proteobactéries comme les méthylobacteriaceae qui assimilent les composés a
un seul carbone. Ces groupes phylogénétiques sont caractérisés, d’apres la base de données
rrn DB (Stoddard et al., 2015), par des nombres de copies de genes ribosomaux entre 6 et 7
en moyenne, ce qui conferent a leurs représentants la capacité de croitre rapidement en
présence de substrat labile. Nous avons pu le confirmer dans le chapitre Ill, ou la
minéralisation du glucose était positivement corrélée a la croissance des y-proteobactéries.
On retrouve également du coOté fongique des Pezizaceae, Microascaceae, et des
Trechisporaceae. Les Pezizaceae et Microascaceae sont des Ascomycetes et les

Trichisporaceae sont des Basidiomycetes.

[.2. Guilde des décomposeurs

Dans la premiere étude sur les déterminants climatiques (chapitre Il), nous avons scindé la
guilde des Décomposeurs en deux : les décomposeurs de MOF et les décomposeurs de MOS.
Dans cette étude sur sol de savane, la minéralisation du blé marqué (MOF) au début de la
cinétique (a T7) n’était pratiqguement corrélée ni a la respiration de base, ni au PE. Les groupes
phylogénétiques qui étaient positivement corrélés a la minéralisation du blé ont donc été
qualifiés de décomposeurs de MOF, donc intervenant dans les toutes premiéres étapes de
décomposition des résidus végétaux. lls correspondent aux Firmicutes et aux Actinobactéries,
ce qui correspond bien a ce qui a déja été décrit dans la littérature (Klappenbach et al., 2000;
de Boer et al., 2005; Jorquera et al., 2008; Bernard et al., 2012; Pascault et al., 2013). Dans
cette méme étude, nous avons pu identifier le PE a T7 comme provenant d’un processus de
décomposition stoechiométriques. Les groupes phylogénétiques positivement corrélés au PE
ont donc été qualifiés de décomposeurs de MOS, et donc spécifiques d’'une matiere organique
encore jeune. Il s’agit des Protéobactéries des classes a- et 8- ainsi que des Protéobactéries
non identifiées, des Planctomycetes et des Acidobactéries des groupes 1, 2 et 6. Nous en avons
donc conclu que les enzymes extracellulaires, libérées par les Firmicutes et les Actinobactéries
pour décomposer le blé, avaient également permis de stimuler la décomposition d’une MO

encore jeune par les décomposeurs de MOS précédemment cités.

Dans la deuxieme étude (chapitre 1ll), on retrouve a peu prées les mémes groupes
phylogénétiques dans la guilde des décomposeurs mais sans pouvoir différentier les groupes

spécialisés dans la décomposition de la MOF de ceux spécialisés dans la décomposition de la
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MOS. Dans cette étude, le PE généré par décomposition stoechiométrique était tres fortement
corrélé a la minéralisation du substrat générateur, en I'occurrence la paille de riz. Les groupes
phylogénétiques étaient donc corrélés aux deux, ce qui ne permet pas de savoir si ces mémes

especes décomposent les deux MO ou si certaines sont spécialisées pour I'une d’entre elles.

Dans la derniére étude sur sols cultivés (chapitre 1V), on a a nouveau pu différentier les
décomposeurs spécialistes de la MOF de ceux spécialistes de la MOS. Au sein des
communautés fongiques, la majorité des familles corrélées a minéralisation du blé
appartenaient au phylum des Ascomycetes, tandis que celles corrélées a la minéralisation de
la MOS (respiration basale) étaient plutot corrélées aux Basidiomycétes. Du c6té bactérien,
ont été classés dans les décomposeurs de MOS des familles appartenant aux Actinobactéries
(Actinospicaceae et Mycobacteriaceae) et aux 8-Proteobactéries (Bdellovibrionaceae), ce qui
rejoint les deux précédentes études. Par contre dans cette étude, trés peu de groupes
phylogénétiques étaient spécifiquement corrélés au PE qui semblait étre surtout corrélé a la
biomasse microbienne totale, majoritairement bactérienne au vu des ratio
champignons/bactéries. Dans cette étude, ce serait donc plutot des enzymes fongiques qui
auraient amplifié la décomposition de la MOS du sol et donc stimulé I'activité de

minéralisation des communautés bactériennes.

[.3. Guilde des mineurs

Dans la premiere étude (chapitre Il), nous avons défini la guilde des Mineurs comme la
guilde intervenant dans les étapes tardives de minéralisation de la MOF. Les populations de
mineurs auraient les capacités de minéraliser la part la plus récalcitrante de la MOF ainsi que
la fraction de la MOS en stabilisation, et interviendraient ainsi dans le PE via « nutrient
mining ». Ainsi, les groupes phylogénétiques qualifiés de mineurs étaient ceux négativement
corrélés a la minéralisation basale et positivement corrélés a la minéralisation de la MOF et
au PE en fin de cinétique (T42). Cette guilde était composée des Chloroflexi, du groupe 4 des
Acidobactéries et des bactéries non identifiées. Les Chloroflexi et les Acidobactéries sont des
bactéries difficilement cultivables et aux caractéristiques oligotrophes (Fierer et al., 2007,
2012; Davis et al., 2011). lls ont notamment été retrouvées dans des mini-colonies
bactériennes a la croissance trés lente et tardive (Davis et al., 2011) et leur abondance relative
était souvent négativement corrélée a la teneur du sol en nutriments (Fierer et al. 2012). La

présence de bactéries non identifiées dans cette guilde confirme que les bactéries
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difficilement cultivables pourraient avoir des capacités enzymatiques pour croitre sur des
ressources organiques complexes. Ces caractéristiques de strateges K confirment ainsi leur
appartenance a la guilde des mineurs. Dans la deuxiéme étude (chapitre 1), la composition
de la guilde des mineurs dans des sols agricoles étaient différente de celle observée dans les
sols non cultivés. Dans les sols cultivés, ce sont les Gemmatimonadetes, les Planctomyceétes
et les Acidobactéries que nous avons identifiées comme mineurs. Le point commun entre les
mineurs retrouvés dans la premiére et la deuxiéme étude est que les groupes phylogénétiques
présentent des caractéristiques oligotrophes. Cela confirme que de nombreux groupes
phylogénétiques peuvent étre impliqués dans le cométabolisme de la MOF et de la MOS mais
que leur activité/activation est modulée par le contexte physico-chimique de leur
environnement. La derniére étude sur sols cultivés (chapitre IV) étant focalisée sur le PE
stcechiométrique et donc sur une courte période apres I'amendement en paille de blé, nous

n’avons pas pu classer de groupes phylogénétiques dans cette guilde.

On peut remarquer que certains groupes phylogénétiques n’ont pas été associés a la méme
guilde dans toutes les études (Tableau 1). Il s’agit des Planctomycetes et des Chloroflexi qui
semblent étre tantot des décomposeurs, tantdt des mineurs. Ces phyla sont difficilement
cultivables, ainsi le peu d’organismes isolés cache une possibilité de diversité de
métabolismes. La majorité des Planctomycétes caractérisés jusqu’a maintenant sont
oligotrophes et spécialisés dans le métabolisme des lipides (Fuerst, 1995; Buckley et al., 2006).
Cependant, il existe des preuves d’une diversité métaboliques chez les Planctomycetes. Par
exemple, lls ont été retrouvés dans des habitats avec des statuts trophiques différents (milieux
oligotrophes, eutrophes, pollués,...). lls sont généralement hétérotrophes mais certains
présentent la capacité d’oxyder 'ammonium en anaérobie, '’Anammox (Fuerst, 1995; Buckley
et al., 2006). De plus, il a été démontré que I'historique des sols a un effet significatif sur la
composition des Planctomycetes (Buckley et al., 2006). Les Chloroflexi, quant a eux, ont
d’abord été isolés des habitats extrémes. Dans les sols, ils ont été identifiés comme des
oligotrophes spécialisés dans la décomposition de polymeéres végétaux (Yabe et al., 2010; Hug
et al., 2013; Barton et al., 2014; King and King, 2014) la grande diversité phylogénétique de ce
groupe suggére une grande diversité de métabolismes. Ainsi les sols de savane peu/non

perturbés de la premiere étude et les sols agricoles et continuellement perturbés de la
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deuxieme étude ont pu sélectionner différentes populations fonctionnelles de

Planctomycetes et Chloroflexi.

Il. Les déterminants proximaux

Les déterminants proximaux du PE modulent I'équilibre entre PE stoechiométrique et PE
par « nutrient mining » via leurs effets sur la communauté microbienne et son activité. Dans
la littérature, ces déterminants sont principalement les teneurs en nutriments, et plus
spécifiguement l'azote biodisponible, et la quantité de MOS (Fontaine et al., 2004;

Blagodatskaya and Kuzyakov, 2008; Dijkstra et al., 2013; Chen et al., 2014). Le tableau 2

regroupe les déterminants du PE que nous avons identifiés dans nos trois études.

Tableau 2 : Déterminants proximaux des deux processus de génération du PE dans chacune des 3 études

ETUDE

EXPERIENCE SUR
LES DETERMINANTS
CLIMATIQUES

EXPERIENCE SUR
LES TYPES DE SOLS
ET LES QUALITES DE
MOF

EXPERIENCE SUR
LES DETERMINANTS
AGRICOLES

DETERMINANTS
PROXIMAUX DU PE
STOECHIOMETRIQUE

guantité de MOS
peu évoluée ;
biomasse
microbienne ; pH

Type de sol ; MOF
riche en composés
de faible poids
moléculaire ;
Disponibilité en
azote et phosphore

disponibilité en
azote ; pH ; quantité
de MOS peu évoluée

DETERMINANTS
PROXIMAUX DU PE
VIA « NUTRIENT

guantité de MOS
évoluée ; pH

Type de sol ; MOF
riche en composés a
poids moléculaire

N.D.

MINING » élevé ; disponibilité

en phosphore

Dans ces études, nous avons confronté les déterminants du PE définis dans la
littérature aux effets de la carence en nutriments N et P observés dans des Ferralsols non
cultivés et cultivés soumis a des climats tropicaux d’altitude. Dans les sols non cultivés du
centre de Madagascar, le PE, gu’il soit stoechiométrique ou par « nutrient mining », ne
semblait pas corrélé a la disponibilité en nutriments N ou P (chapitre Il). Ceci pourrait
s’expliquer par un fort turnover des nutriments dans ces sols non anthropisés et donc
guasiment « a I’équilibre ». Par contre dans les sols agricoles, la teneur en azote restait un
facteur déterminant du PE issu de chaque mécanisme et dans le sens décrit dans la littérature.
En effet, le PE stoechiométriques était favorisé par la disponibilité en NH4* (chapitre Ill) et en

NOs™ (Chapitre 1V), tandis que le PE par « nutrient mining » était favorisé par la carence en N
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minéral (NHs* + NOs") (chapitre Ill). Malgré la forte carence en phosphore biodisponible des
sols ferrallitiques, le phosphore limitait le PE stoechiométriques de fagcon moins forte que
I'azote (chapitre Il et IV). Par contre, la deuxieme étude, sur les 3 sols agricoles ayants des
teneurs en C, N et P tres différentes, a permis de mettre en évidence que si la carence en N
favorise le PE par « nutrient mining », la disponibilité en P limite son amplitude. Nous
expliquons cette observation par le co(t énergétique de la synthése d’enzymes spécialisées
pour le catabolisme de la MOS évoluée, et donc le besoin cellulaire en P pour des cofacteurs

enzymatiques de type NADPH ou ATP (Bradford et al., 2008).

Nous avons également observé que la qualité de la MOS (chapitre II, Ill et IV) et de la MOF
apportée (chapitre ll) déterminait le processus de génération du PE. Dans la premiéere étude
(chapitre 1l), la MOS des sols de savanes présentait, le long des gradients climatiques, des
teneurs et des C:N différents, reflétant son état d’évolution. La MOS a C:N élevée est
généralement une MO peu évoluée, riche en carbone labile. La MOS a faible C:N est une MO
évoluée enrichie en azote par rapport au carbone a cause de la perte de son carbone par la
respiration hétérotrophe. L'incubation de ces sols, en utilisant de la paille de blé marquée, a
permis d’observer que la qualité, et pas seulement la quantité, de la MOS était un déterminant
des processus de génération de PE. Un PE précoce était positivement corrélé a la quantité de
MOS et a son C:N, qui favorisaient une biomasse microbienne plus élevée et plus enrichie en
décomposeurs. Nous en avons déduit qu’il s’agissait bien d’un PE stoechiométriques malgré
I’absence de corrélation avec la teneur en azote minéral du sol. Les mémes corrélations ont
été trouvées sur le réseau de parcelles paysannes de notre 3™ étude (Chapitre V). Dans la
premiere étude, un PE tardif était négativement corrélé a la quantité de MOS, son C:N et la
biomasse microbienne, mais positivement corrélé a la guilde des mineurs. Nous en avons donc
déduit qu’il avait été généré par « nutrient mining ». Durant notre deuxieme étude, ce rble
important de la qualité de la ressource en matiére organique a été confirmé dans 3 sols
agricoles (chapitre Ill). Dans cette étude, la qualité de la MOS avait été appréhendée par la
méthode de fractionnement granulométrique. Les fractions les plus grossieres correspondent
aux débris végétaux, tandis que les fractions les plus fines correspondent aux complexes
argilo-humiques. Nous avons pu confirmer que le PE stoechiométriques était favorisé par une
teneur importante en fractions grossieres et donc en MO jeune, tandis que le PE par « nutrient

mining » était plutot favorisé par une forte teneur en fraction fine. Cette méme étude nous a
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permis d’appréhender le réle de la qualité du substrat générateur sur I'équilibre entre PE
stoechiométriques et « nutrient mining ». En effet, le PE stoechiométrique, semblait plutot
déclenché par les composés a poids moléculaire élevés dont les résidus de riz étaient
majoritairement composés. A I'inverse le carbone soluble comme le glucose ou comme la part

soluble du blé (plus importante que celle du riz) générait plutét un PE par « nutrient mining ».

Dans cette méme étude, nous avons pu observer qu’il existait une interaction entre I'effet
de la qualité de la MOF, celui de la MOS et celui de la teneur en nutriments N et P, sur le type
de PE généré et son intensité. Nous en avons déduit que la qualité de la MOS déterminait la
taille des guildes fonctionnelles de microorganismes tandis que la nature de la MOF
activeraient prioritairement soit les décomposeurs soit les mineurs et déterminerait le
processus de génération du PE. La teneur en nutriments du sol déterminerait I'amplitude de

chacun des processus en fonction de ses besoins.

1. Les déterminants distaux

Dans la littérature, les déterminants distaux du PE ont principalement été étudiés dans les
milieux tempérés (Kuzyakov et al., 2000; Blagodatskaya et al., 2011; Chen et al., 2014;
Cardinael et al., 2015). Parmi ces déterminants distaux, la littérature a montré que le climat
pouvait indirectement influencer la minéralisation et le PE en dirigeant la communauté
microbienne du sol et son activité (Ghee et al., 2013; Blagodatskaya et al., 2016). Les pratiques
agricoles, comme le labour, I'apport de compost ou les différentes cultures, et I'historique
d’utilisation des terres ont des répercussions sur I’état physico-chimique des sols et sur leurs
communautés microbiennes (Pascault et al., 2010; Lienhard, Terrat, Mathieu, et al., 2013;
Lienhard, Terrat, Prévost-Bouré, et al., 2013). Dans ce travail de thése nous nous sommes
attelés a identifier les effets du climat et des pratiques agricoles dans des Ferralsols
malgaches, en étudiant les répercussions de la température, de la pluviométrie et des
pratiques agricoles sur la quantité et la qualité de la MQS, la disponibilité en nutriments et Ia

biomasse microbienne.

Le tableau 3 regroupe les déterminants distaux du PE identifié dans nos différentes études.
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Tableau 3 : Déterminants distaux des deux processus de génération du Pe dans chacunes des 3 études

EXPERIENCE SUR LE)S(I')I'EYFI{'—‘I::]I():E :gfs EXPERIENCE SUR
ETUDE LES DETERMINANTS ET LES QUALITES DE LES DETERMINANTS
CLIMATIQUES AGRICOLES
MOF
DETERMINANTS faible température ; apport de compost ;
DISTAUX DU PE faible pIuviométrie' ND non labour ’
STOECHIOMETRIQUE
DETERMINANTS
DIST?;’ST?IJEZFI_VIA forte température ND N.D.
MINING »
lll.1. Le climat

Dans notre premiére étude (chapitre Il), la distribution des sols de savane sur trois gradients
climatiques nous a permis de dissocier les effets de la température et de la pluviométrie
annuelle sur les minéralisations des MO et le PE. La minéralisation basale de la MOS était
négativement corrélée a la température. Si on transpose nos observations dans un contexte
de réchauffement climatique, cette relation négative confirme ainsi I'adaptation thermique
de la réponse de I'activité de la communauté microbienne observée dans la littérature (Luo et
al., 2001; Razavi et al., 2016). La température était positivement corrélée a I’état d’évolution
de la MOS et a entrainé la réduction du pool de MOS de haute qualité. De plus, la température
était négativement corrélée a la biomasse microbienne et a la taille des guildes des
opportunistes et des décomposeurs. Enfin le PE stcechiométrique et celui généré par
« nutrient mining » étaient tous les deux respectivement corrélés négativement et
positivement a la température annuelle. Nous en avons déduit que dans les climats tropicaux
d’altitude, ou il fait moins chaud, la décomposition de la MOS devrait ralentie tandis que les
apports de la production primaire augmenteraient. La MOS peu évoluée s’accumulerait dans
les sols entretenant ainsi la guilde des décomposeurs. Les décomposeurs étant plus
compétitifs que les mineurs pour I'acceés a la MOF apportée, cette MOF va plutot générer un
PE de type stoechiométrique. A l'inverse, dans les climats plus chauds, en bas des Hauts
plateaux, la décomposition plus rapide de la MO associée a une production primaire plus faible
entrainerait I'épuisement rapide de la MOS a fort C:N. Cette MOS peu évoluée

n’entretiendrait plus cette guilde des décomposeurs. Les populations de décomposeurs
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devant se reconstituer a chaque nouvel apport de MOF, laisseraient ainsi aux mineurs un acces

plus facile a la MOF apportée.

Cette étude a également montré que la pluviométrie annuelle était négativement corrélée
aux premieres étapes de la minéralisation du résidu de blé apporté pour générer le PE. Nous
avons attribué ca a la teneur en phosphate moins disponible dans les sols recevant plus d’eau
et donc plus altérés, et au pH moins acide qui aurait pu influencer I'activité des enzymes
extracellulaires. Nous avons retrouvé ces mémes facteurs limitant la minéralisation de notre
paille de blé dans les études suivantes (P disponible : chapitre Il ; pH : chapitre V). Dans cette
premiére étude, nous en avons déduit que la pluviométrie annuelle pouvait donc
indirectement controler le déclenchement du PE stocechiométrique par son effet sur le début
de la minéralisation d’un résidu frais. Toutefois, il se peut que cet effet ne soit lié qu’a la nature
du résidu apporté. En effet, dans la deuxiéme étude (chapitre lll), nous avons fait varier la
qualité du substrat générateur (glucose, paille de blé, paille de riz). Or la minéralisation du
résidu de paille de riz n’était pas reliée a la disponibilité en phosphore comme I’'était celle du
résidu de blé. Peut-étre que la pluviométrie annuelle n’aurait pas eu d’effet sur Ia

minéralisation de ce résidu.

[11.2. Les usages et pratiques agricoles

Dans notre derniére étude (chapitre V), nous avons comparé les pratiques traditionnelles
des agriculteurs et les pratiques agroécologiques que I'ONG AgriSud tente de diffuser dans la
région ltasy des Hautes Terres au travers tout d’abord de la conversion de parcelles de cultures
vivrieres en parcelles d’agroforesterie et de zones de Bozaka (savane) en parcelles reforestées.
Dans cette région agricole, la gestion de la fertilité des sols est traditionnellement axée autour
de la gestion des différentes matieres organiques produites au sein des exploitations,
principalement résidus de culture et fumiers. Dans ce domaine, les pratiques agroécologiques
enseignées par Agrisud sont basées sur le compostage des résidus organiques de la ferme
plutdt que leur apport direct. Certaines ONG préconisent également le labour minimum pour
réduire I'érosion des sols des tanety (petites collines) et augmenter le stockage de matiére
organique. Mais Agrisud conseille plutot a ses cultivateurs la mise en place de structures anti-
érosion comme des talus ou des haies végétales. Les parcelles non labourées, que nous avons
échantillonnées, correspondaient donc a des parcelles mises en jachére, et non a des parcelles

en agriculture de conservation. Nous avons montré dans les deux premiéres études (chapitre
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Il et lll) que le PE stoechiométrique est bien une stimulation de la minéralisation d’une matiere
organique jeune sous I'effet d’un apport de MO encore plus frais. Ce processus devrait donc
bien contribuer a accélérer la voie de I'humification dans les sols et donc a long terme
I’augmentation du stock de MO stabilisée et riche en nutriments. L'objectif de cette derniére
étude était donc de voir I'effet des pratiques agroécologiques conseillées par Agrisud sur le PE

stoechiométrique et ses acteurs microbiens.

Nous avons tout d’abord observé que la présence des arbres dans les bozaka et les
cultures n’avait qu’un faible impact sur la minéralisation basale de la MOS et sur le PE
stcechiométrique, et tendait a les réduire (Chapitre 1V, Fig.1). Il faut tout d’abord souligner
que les arbres des parcelles échantillonnées étaient trés jeunes. Il serait donc intéressant de
voir si cette tendance se confirme dans des plantations plus agées. Si c’était le cas, cela
signifierait que 'agroforesterie permet d’augmenter le stockage du carbone dans la biomasse

ligneuse mais ne favorise pas I"humification.

Nous avons ensuite observé que toutes les activités de minéralisation étaient fortement
corrélées a la biomasse bactérienne mais les principaux acteurs composant les guildes
fonctionnelles étaient principalement fongiques. Dans ces sols agricoles, la majorité des
minéralisateurs seraient bactériens mais les populations fongiques auraient des réles clés
dans la décomposition des différentes MO. lls pourraient donc étre les principaux leviers a

influencer pour contréler le PE stoechiométrique.

Apreés avoir restreint notre jeu de données aux parcelles cultivées (excluant la foresterie et
le bozaka), nous n’avons pratiqguement pas trouvé de pratique agricole controlant directement
les activités de minéralisation. De maniéere générale (Chapitre 1V, Fig. 3), la minéralisation de
la MOS (PE compris) était plutot reliée a la biomasse microbienne (principalement composée
de bactéries) et a une communauté fongique spécialiste (les décomposeurs de MOS). Ces
microorganismes et leurs activités étaient favorisés par des sols argileux, humides, riches en
matiere organique et en azote minéral. Par contre une partie de la minéralisation du substrat
générateur, en l'occurrence le méme résidu de blé que dans les précédentes études, était
reliée a une communauté fongique spécialiste, différente et plus diversifiée (les
décomposeurs de MOF), et plutot défavorisée par ces mémes conditions ainsi que par des pH
moins acides. Ces résultats rejoignent en partie ceux de la premiere étude sur sol de savane.

En revanche, une autre part de la minéralisation du blé était également reliée positivement
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aux argiles et au contenu du sol en MO. Nous avons suspecté que cette part pouvait étre le
résultat d’une phase de recharge énergétique des populations de mineurs en vue d’un futur
priming par « nutrient mining ». Nous avons donc comparé |'effet des pratiques
agroécologiques par rapport aux pratigues conventionnelles sur les conditions

environnementales favorisant le PE.

Le labour était négativement corrélé a I'abondance relative des décomposeurs de MOS
et influencait ainsi négativement la minéralisation de la MOS et le PE. Ainsi, méme si ce n’est
pas une pratique conseillée par notre ONG partenaire, I'extension du non-labour dans la
région permettrait de favoriser une communauté microbienne spécialisée dans la
décomposition des débris végétaux. Nous avons confirmé que I'apport de fumier, principal
fertilisant utilisé par les agriculteurs malgaches, n’avait pas d’effet significatif sur le PE
stoechiométrique et ainsi sur I’humification de la MO. A l'inverse, en augmentant le pH, il
réduisait la minéralisation de la MOF par les communautés fongiques spécialisées. Il pourrait
donc méme avoir indirectement un effet négatif via la réduction du pool enzymatique libéré
apres l'arrivée d’un substrat frais. Par contre, I'apport de compost, principale pratique
encouragée par 'ONG AgriSud, entrainait un apport d’azote biodisponible, améliorait
I"humidité des sols et augmentait I'apport de POM, et la CEC du sol. Méme si nous n’avons pas
vu d’effet direct sur les paramétres microbiens, tout laisse a penser que cette pratique
favoriserait la stabilisation de la MO. Cependant, le compost étant le produit d'une
minéralisation microbienne et contenant ainsi une communauté microbienne capable de
minéraliser une MOS évoluée, I'apport de compost pourrait également entrainer un PE via
« nutrient mining ». En effet, 'apport de compost peut entrainer un changement de la
composition phylogénétique de la communauté microbienne en faveur de mineurs (Fuerst,
1995). Toutefois, cette communauté, développée en phase de maturation du compost,
arriverait également avec une MOE générée pendant le compostage. Cette MOE provenant
du compost qui pourrait se substituer a la MOE du sol et donc réduire I'impact du « nutrient
mining » sur le déstockage du carbone ancien. Il serait donc important d’étudier plus
profondément I'effet de I'apport de compost sur les deux mécanismes générateurs de PE et
sur la séquestration finale du C. L'apport de compost serait bénéfique pour le maintien, sur

le long terme, des stocks de carbone dans les sols.
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Dans la région d’ltasy, les cultures pluviales les plus nombreuses installées sur les
tanety sont les tubercules (patates douces, taro, manioc). Les rotations sont couramment
appliquées, malgré tout certaines pratiques traditionnelles perdurent. Les cultivateurs
choisissent des parcelles assez fertiles et cultivent les tubercules en monocultures pendant la
saison et la contre-saison, jusqu’a ce que la parcelle ne produise plus. Nous avons donc pu
observer un effet direct de cette culture sur la teneur en C du sol et un effet sur le PE
stcechiométrique. Lorsque nous avons différencié les cultures intensives de tubercules des
rotations incluant des tubercules, nous avons vu que cet effet était uniquement lié a la culture
intensive. L’introduction de rotation limitait donc l'effet de cette culture sur
I’'appauvrissement du sol. Nous avons pu également observer que la culture de céréales (riz,
mais, riz pluvial) avait un effet complémentaire de celle des légumineuses (haricots verts,
voanjobory, arachide, haricot, petit pois) sur les déterminants biotiques et abiotiques du sol.
La culture de céréales en contre-saison permettait d’apporter de la POM a la parcelle,
favorisait les communautés d’opportunistes mais réduisait la biomasse microbienne totale et
les décomposeurs de MOS ainsi que le PE stoechiométriques. A l'inverse, la culture de
légumineuses semble apporter du NH4*, et favoriser la biomasse microbienne. Bien que cet
effet ne soit pas significatif dans notre étude, il est bien connu des agronomes. L’association
de ces deux cultures, fortement plébiscitée pendant la période culturale pour des raisons de
facilitation entre plantes ou de complémentarité de niche vis a vis des nutriments, pourrait

avoir également un effet bénéfique sur la séquestration du carbone méme apreés la récolte.

IV. Quelles sorties appliquées pour ce travail ?

Ce travail de compréhension des processus de minéralisation des MO, pourrait étre
poursuivi par I'élaboration d’indicateurs biologiques de I'équilibre entre séquestration et
déstockage du carbone du sol. L'effet bénéfique d’une pratique agricole sur la séquestration
de la MO évoluée nécessite plusieurs années avant d’étre visualisée directement sur la base
du contenu en C du sol. Nous espérions que chacun des processus de génération du PE
(stoechiométrique vs « nutrient mining ») pourrait servir d’indicateur de la prédisposition du
sol a séquestrer ou a déstocker. Malheureusement, nous n’avons pas vu d’effet direct des
pratiques sur les minéralisations et le PE. Il est vrai que nous étions en milieu paysan, et non
sur un essai agronomique. Chaque cultivateur applique ses pratiques avec sa propre

sensibilité. Par exemple, certains cultivateurs préparent le compost en suivant strictement la
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recette de 'ONG Agrisud (feuilles de bananiers, fumiers, paille et feuilles vertes) tandis que
d’autres ne compostent que les feuilles vertes. Il est donc plus difficile de mettre en évidence

des corrélations marquées sur seulement une quarantaine de parcelles.

De fait, mesurer I'abondance des différents acteurs microbiens présents dans les sols et
impliqués dans les différents PE permettrait de savoir qui des décomposeurs ou des mineurs
ont été favorisés par les conditions du sol et I’historique d’usage des terres et de climat. Dans
un premier temps, il faudrait développer, en bioinformatique, des amorces spécifiques des
groupes phylogénétiques fongiques impliqués dans les 2 mécanismes de PE. Il faudrait ensuite
les faire synthétiser et les tester sur souches pures. Une fois au point, les amorces
permettraient de quantifier les genes de ces groupes, par PCR quantitative, pour calculer un
ratio décomposeurs/mineurs permettant de caractériser I’équilibre entre PE stocechiométrique
et PE via « nutrient mining ». Du c6té bactérien, les Firmicutes, les Actinobactéries, les 6-
Protéobactéries et les Acidobacteria 1 et 2 composaient la guilde des décomposeurs
bactériens impliqués dans le PE stoechiométrique. Pour ces phyla les amorces ont été publiées
et pourraient étre déja utilisées. L'identification des phyla composant la guilde des mineurs
impliquée dans le PE via « nutrient mining » s’est démontrée plus complexe dans nos études.
En effet, la composition de cette guilde présentait des phyla impliquées dans différentes
guildes en fonction des études (tableau 1). De plus, nous n’avons pas étudié le PE par
« nutrient mining » dans notre étude sur parcelles agricoles, et nous n’avons donc pas identifié
les populations de mineurs dans les sols cultivés. Ainsi, dans un premier temps, il serait
possible de développer un lot d’amorces ciblant les mineurs dans les sols non cultivés et un
lot d’amorces ciblant les mineurs dans les sols agricoles mais qui nécessiterait une nouvelle
étude. L’exploitation d’un tel indicateur est réalisable a Madagascar car nous avons mis en
place durant cette thése le matériel nécessaire a I'extraction d’ADN du sol et la PCR
guantitative au sein d’un laboratoire de biologie moléculaire. Tout ce matériel technique est
disponible, soit sur la plateforme interinstitutionnelle du Fofifa soit au Laboratoire des
Radiolsotopes. Il serait également intéressant d’élargir les études des mécanismes de
génération du PE dans les autres régions malgaches (ou dans d’autres régions tropicales) afin
de pouvoir généraliser 'utilisation d’un tel indicateur a I’échelle du pays. Ainsi, cet indicateur,
combiné avec les dosages des teneurs en nutriments (azote et phosphore) permettrait ainsi

de prédire quel mécanisme de génération du PE serait déclenché par I'apport de résidus de
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culture. Cela permettrait également de savoir quelles pratiques agricoles il faudrait réaliser
pour influencer la composition de la communauté conformément aux résultats de Lienhard et
al. (2014). Ainsi, nous pourrions diriger le turnover de la MOS vers un PE stoechiométrique
pour augmenter les stocks de MOE ou vers un PE via « nutrient mining » pour libérer des

nutriments dans la solution du sol.

En termes de pratiques agricoles, les résultats de ce travail permettent déja de prodiguer
des conseils aux acteurs de terrains. Tout d’abord, ils permettent de conforter I’'ONG Agrisud
dans sa détermination a faire adopter le compostage des fumiers de bovin a ses agriculteurs,
plutdt que I'apport direct a la parcelle. Notre derniére étude a clairement montré que I'apport
du compost présentait méme a long terme de nombreux effets bénéfiques pour 'activité
microbienne, tels que des apports a la fois de matiéres organiques particulaires (POM),
d’azote (NH4*) et une persistance de I'"humidité du sol d’une saison culturale sur I'autre.
D’autre part, nous pouvons aussi proposer de limiter le labour pour permettre de moins
perturber I'établissement des communautés microbiennes responsables de la décomposition
des MO jeunes. Associer les [égumineuses et les céréales dans une méme culture en saison et
en contre-saison pourrait apporter au sol a la fois du C (résidus des pailles) ainsi que de I'azote
nécessaire a I'intégration de ce carbone dans la biomasse microbienne plutét qu’a sa perte
par respiration. Sur toutes les parcelles échantillonnées seules deux présentaient ce type
d’association, et en rotation avec des tubercules. Enfin, continuer I'effort d’intégration de la
culture de tubercules dans des rotations et non en intensif, permettrait de limiter le
déstockage de la MO lié a la faible fertilisation et a la forte perturbation du sol au moment de

la récolte.

Un derniére pratique, suggérée par notre premiere étude (chapitre Il) mériterait d’étre
expérimentée au champ. En effet, nous avions fait I'hypothése que des apports répétés de
MOF permettrait de maintenir une communauté de décomposeurs et donc de limiter I'acces
des mineurs a la nouvelle MOF. Des apports répétés permettraient donc de favoriser le PE
stoechiométriques par rapport au « nutrient mining ». Au lieu de laisser les résidus de la
culture précédente a la parcelle, Il faudrait donc essayer de les exporter et en rapporter
régulierement au cours de la saison de culture. Si ce sont des résidus ligno-cellulosiques, il
faudrait les associer a des apports en résidus verts. Bien slr, cette derniere proposition ne

tient pas compte des contraintes sociales, liées a I'augmentation du travail de I’agriculteur.
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Ces contraintes pourront étre questionnées plus tard s’il s’avere que la périodicité des apports
améliore nettement le turnover des communautés microbiennes et donc I’évolution des MO

en vue de leur stabilisation a long termes dans le sol.
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Annexe 1 : Chapitre Il en photographies

(A) Echantillonnage de sol sur la RN34.

(B) Savane sur la RN4

(C) Incubation des échantillons de sol pour le suivi de I'émission de CO;
(D) Mesure de I’émission de CO, au microCPG

(E) Extraction de phosphate a I'aide de résines échangeuses d’anions

(F) Dosage spectrophotométrique du phosphore au bleu de molybdéene




Annexes

Annexe 2 : Dataset 1 du chapitre |l

Sample longitude latitude altitude MAP MAT BD clay silt sand Kaolinite Gibbsite soil humidity pH CEC ox Al ox Fe totC tot N tot P soil C:N
DD DD m mmyear’  °Cyear’  gom® % % % mg.kg" mg.kg? % cmokt kg®  mggtsoil  mgg’soil  mggtsoil  mggsoil  mgg? soil
RN34_1 46.187997  -19.58712 915 1504 219 1.52 29.04 4.42 66.54 408.54 37.86 5.53 4,72 3.92 157 0.91 15.1 1.00 0.2734 15.03
RN34_2 46.082402  -19.59882 1031 1492 219 13 39.46 491 55.63 329.92 32.75 11.59 5.83 4.22 2.39 2.35 28.05 1.94 0.4491 14.44
RN34_3 45978408  -19.63912 813 1465 22.7 1.22 47.18 7.05 45.77 372.6 34.33 9.42 6.18 3.04 1.93 171 11.47 0.93 0.23 12.32
RN34_6 45787117  -19.648419 680 1430 234 1.23 52.93 7.48 39.59 279.81 38.32 12.99 5.53 1.48 14 1.96 18.07 1.16 0.2539 15.57
RN34_7 45533531  -19.596122 373 1359 255 15 44.93 3.21 51.86 496.59 24.09 9.48 6.04 6.45 0.82 0.43 8.25 0.71 0.179 11.67
RN34_8 46.337189  -19.577919 945 1508 218 1.42 4221 8.48 49.31 388.12 48.92 9.84 5.45 117 1.56 0.62 15.55 117 0.3251 13.28
RN34_9 46.483831  -19.62205 1038 1512 209 1.42 61.62 0.98 37.39 394.53 52.17 9.44 5.39 34 1.94 1.98 16.14 1.26 0.5197 12.76
RN34_10 46.617275  -19.721217 1128 1504 20.1 1.19 417 12.13 46.16 353.9 143.44 12.61 5.55 2.85 218 131 18.8 1.26 0.39 14.92
RN34_13 46.763767  -19.807017 1298 1479 18.6 1.13 55.48 5.64 38.88 225.11 98.85 19.9 5.29 215 3.96 1.78 24.68 17 0.619 14.48
RN4_36 46.911856  -16.970067 64 1668 26.8 1.52 16.00 11.84 72.15 408.85 26.33 5.01 6.31 8.29 1.02 1.29 3.74 0.32 0.2991 11.85
RN4_37 "46.806661  -17.116664 214 1694 26.7 1.32 38.36 15.62 46.02 260.2 28.52 5.14 6.44 3.45 0.61 224 7.66 0.48 0.24 16.06
RN4_40 "46.930556  -17.359758 394 1759 25.7 1.34 56.92 2.67 40.41 422.31 35.13 8.29 5.86 3.44 0.91 1.59 13.52 0.89 0.3577 15.24
RN4_41 "46.987253  "17.486558 639 1776 240 1.35 47.37 3.13 495 392.47 31.58 7.33 5.61 2.52 1.64 212 17.41 129 0.319 13.52
RN4_42 "46.954956  ~17.622056 655 1817 240 1.15 46.05 3.64 50.31 423.63 32.76 8.7 5.75 3.07 2.46 129 23.87 1.72 041 13.87
RN4_46 47104347 "17.90865 1477 1500 18.5 1.18 39.99 6.35 53.66 343.57 304.85 10.15 55 1.05 5.12 6.94 23.92 1.07 0.724 22.42
RN4_47 47152844 "18.033647 1558 1468 18.1 1.13 47.55 3.32 49.13 406.99 119.64 10.79 5.37 1.75 6.71 151 36.58 2.08 0.34 17.58
RN4_50 47215542 "18.131644 1556 1435 17.7 1.19 54.33 2.62 43.05 306.6 216.93 14.91 5.58 213 2.04 2.01 39.39 227 0.4752 17.36
RN4_51 47142747 "18.265542 1295 1466 19.1 1.36 38.41 3.07 58.52 211.53 302.71 7.38 5.36 3.09 3.23 0.53 22.59 1.08 0.36 20.88
RN4_54 47137547 "18.395742 1308 1450 19.1 1.31 43.09 4.04 52.87 325.43 212.74 7.92 5.22 2.19 1.43 1.05 25.63 143 0.3743 17.94
RN4_55 47199544 "18.541639 1421 1402 18.3 1.22 42.22 5.23 52.55 193.22 285.91 9.5 5.17 3.59 1.43 3.19 36.82 1.86 0.647 19.79
RN4_56 47293339  "18.668636 1308 1363 189 1.32 40.67 8.32 51.02 281.91 306.76 6.5 5.16 0.8 1.73 14 18.13 1.09 0.4561 16.67
RN4_57 47393133  "18.778133 1295 1327 18.8 121 41.78 242 55.8 263.35 332.66 9.13 5.62 1.24 1.68 1.26 28.08 1.6 0.4794 17.56
RN7_75 "45.477339  "22.537167 802 783 22.0 1.53 18.64 23.69 57.66 184.59 28.55 3.53 5.62 3.2 0.88 0.91 14.7 0.85 0.29 17.24
RN7_76 "45.670431  ~22.498169 955 790 21.2 1.46 21.84 5.93 72.23 407.84 26.91 4.74 5.27 0.99 1.18 0.42 15.85 0.85 0.2604 18.58
RN7_77 "45.854019  ~22.429669 1031 798 20.7 15 26.25 7.31 66.43 288.87 32.74 4.79 4,75 2.26 0.62 0.72 134 0.74 0.23 17.88
RN7_80 46.027111  ~22.400969 1123 819 20.2 1.2 27.78 4.38 67.84 387.82 7177 4.36 4.86 3.04 0.58 0.5 19.95 1.16 0.5897 17.22
RN7_81 "46.291797  ~22.298769 747 779 21.7 1.37 33.71 3.65 62.64 288.35 31.09 5.29 4.98 4.99 0.89 0.36 25.39 1.22 0.3281 20.75
RN7_82 46585981  -21.961678 774 926 211 1.49 32.34 6.7 60.96 295.59 32.42 4.84 5.75 3.98 157 0.63 18.00 1.08 0.5847 16.75
RN7_83 "26.738272  ~21.931878 1014 990 19.6 1.22 46.97 10.45 42.58 411.58 26.28 11.07 5.94 2.76 1.96 1.34 16.41 12 0.44 13.86
RN7_86 "46.851567  -21.814078 984 1049 19.9 1.43 39.13 8.7 52.16 287.86 30.84 11.99 5.46 271 151 0.84 16.27 1.03 0.3281 15.85
RN7_87 "246.952061  ~21.774081 1098 1106 18.9 1.44 42.67 12.37 44.96 501.19 28.61 9.99 5.86 3.74 1.05 121 14.48 1.08 0.3092 13.47
RN7_88 47019431 "21.583611 1174 1171 18.6 1.26 56.4 3.48 40.12 496.73 131.99 10.99 493 2.52 1.56 1.43 24.58 1.36 0.345 18.03
RN7_89 47123839 "21.44545 1135 1271 18.6 1.26 58.31 3.71 37.98 441.25 162.67 17.13 477 2.33 1.52 2.03 22.92 1.41 1.3371 16.29
RN7_90 "47.17455 ".21.358586 1140 1327 18.6 1.13 46.66 4.65 48.69 336.44 155.44 131 5.53 243 3.88 1.73 26.73 151 04 17.67
RN7_93 47244544 "21.150792 1238 1368 17.9 11 60.95 3.68 35.37 379.65 224.72 17.06 4.95 21 215 2.28 41.61 2.26 15117 18.38
RN7_94 "47.18235 ".21.037592 1246 1333 17.8 1.29 45.67 4.03 50.3 452.65 166.48 14.07 5.89 213 1.97 0.78 22.82 131 0.2639 17.48
RN7_95 "47.13705 ".20.893894 1443 1345 16.9 112 65.17 5.19 29.64 359.48 94.18 19.17 5.98 6.27 1.28 2.02 43.82 2.65 0.4822 16.55
RN7_96 "47.209847  "20.6003 1534 1418 16.4 13 46.01 3.68 50.31 367.31 255.95 9.45 5.73 2.41 212 0.77 35.42 1.84 0.2832 19.28
RN7_97 47231631 ~20.4612 1343 1491 17.4 1.00 55.94 6.43 37.63 231.02 309.01 23.82 5.69 2.65 1.76 39 36.21 212 0.85 16.97
RN7_100 "47.12595 ".20.322406 1399 1441 17.4 1.28 58.73 4.5 36.77 443.59 176.17 16.96 6.29 3.17 2.33 1.08 27.84 1.62 0.3808 17.24
minimum 45477 ©  -22.537 64 779 16 1.003 16.000 0.983 29.639 184.587 24.088 3.531 4.72 0.8 0.58 0.362 3.739 0.316 0.179 11.669
maximum 47393 7 -16.97 1558 1817 27 1.532 65.169 23.694 72.23 501.194 332.663 23.817 6.44 8.29 6.708 6.938 43.823 2.649 1.512 22.422
median 46.953 " -10.648 1098 1430 20 1.294 44.934 4.646 495 363.399 61.969 9.477 5.55 2.75 1.644 1.337 22.587 1.26 0.36 16.711
°°§:,}§'§2$°f 1% 9% 35% 21% 13% 10% 27% 68% 21% 24% 88% 45% 8% 50% 62% 73% 2% 37% 60% 15%

raw data and

main statistic
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Sample Nmin avP MBP MMB DNA16S DNA18S FB OTU_B Evenness_B OTU_F Evenness_F
mg.kg* soil mg.kg™ soil mg.kg” soil  ng ADN.g™ soil copies.g™ soil copies.g™ soil number of sequences number of sequences
RN34_1 17.03 121 1.35 7696.00 2.28E+09 1.25E+08 0.06 630 0.8402 538 0.6546
RN34_2 7.51 0.46 2.83 19954.55 5.22E+09 5.51E+08 0.11 582 0.8045 448 0.6479
RN34_3 15.39 0.21 154 22480.39 7.21E+09 5.48E+08 0.07 552 0.82 578 0.68
RN34_6 6.18 0.49 4.26 33345.33 8.60E+09 4.16E+08 0.05 521 0.8080 519 0.6849
RN34_7 4.83 0.27 5.55 ND ND ND ND ND ND 373 0.5964
RN34_8 5.73 0.42 31 11392.00 2.70E+09 3.61E+08 0.13 510 0.8285 620 0.6841
RN34 9 7.65 0.71 2.88 40139.43 1.15E+10 9.56E+08 0.08 648 0.8509 619 0.7195
RN34_10 5.35 0.37 2.36 23053.24 5.64E+09 3.78E+08 0.07 610 0.85 465 0.68
RN34_13 17.66 0.53 2.77 18656.54 7.04E+09 3.37E+08 0.05 587 0.8321 540 0.7008
RN4_36 4.74 0.33 0.47 1912.66 7.15E+08 5.40E+07 0.08 635 0.8338 475 0.6579
RN4_37 5.32 0.41 1.46 7161.24 3.20E+09 2.17E+08 0.08 612 " 0.84 303 0.54
RN4_40 6.18 0.1 117 12955.65 4.24E+09 2.24E+08 0.05 433 " 0.7935 414 0.6231
RN4_41 6.49 0.5 2.9 10046.88 3.08E+09 1.97E+08 0.06 457 " 0.7936 557 0.7235
RN4_42 6.23 0.45 2.62 12403.77 3.74E+09 2.24E+08 0.06 535 " 0.81 530 0.69
RN4_46 5.56 0.08 0.91 12654.35 2.73E+09 1.92E+08 0.07 382 " 0.7858 301 0.6475
RN4_47 5.97 0.87 5.09 32785.6 7.53E+09 3.61E+08 0.05 442 " 0.78 416 0.66
RN4_50 6.02 0.59 5.66 23390.04 6.21E+09 1.90E+08 0.03 467 " 0.7872 376 0.7213
RN4_51 5.45 0.68 4.37 17857.41 3.05E+09 2.98E+08 0.10 548 " 0.81 514 0.68
RN4_54 5.35 0.99 6.91 20780.12 3.93E+09 8.42E+08 0.21 544 " 0.8124 350 0.6452
RN4_55 6.12 0.84 6.62 38498.63 4.00E+09 3.95E+08 0.10 525 " 0.7980 525 0.6684
RN4_56 6.27 0.53 1.92 10747.21 3.34E+09 2.86E+08 0.09 574 " 0.8116 592 0.6705
RN4_57 5.85 1.33 8.76 28801.01 6.79E+09 6.52E+08 0.10 570 " 0.8079 538 0.6762
RN7_75 6.28 2.8 3.63 16034.13 4.96E+09 3.12E+08 0.06 697 " 0.8441 308 0.5924
RN7_76 6.78 12 2.93 12127.73 3.09E+09 7.64E+07 0.02 533 " 0.7763 357 0.7270
RN7_77 5.6 1.00 1.68 7480.9 2.08E+09 1.56E+08 0.07 555 " 0.81 291 0.66
RN7_80 5.23 1.45 7.72 24878.39 3.94E+09 2.83E+08 0.07 511 " 0.7986 485 0.7289
RN7_81 4.84 3.53 3.02 17037.91 4.98E+09 1.78E+08 0.04 544 " 0.7945 374 0.7207
RN7_82 17.68 2.72 2.7 14920.33 4.52E+09 2.11E+08 0.05 583 " 0.8195 342 0.6110
RN7_83 4.99 0.93 3.03 14951.95 4.39E+09 2.41E+08 0.06 591 " 0.81 446 0.67
RN7_86 7.11 0.88 2.79 12578.21 3.63E+09 2.37TE+08 0.07 665 " 0.8401 ND ND
RN7_87 6.51 0.54 2.05 9155.48 2.62E+09 2.13E+08 0.08 608 " 0.8203 485 0.6587
RN7_88 5.82 0.72 4.53 19877.21 7.83E+09 5.14E+08 0.07 562 " 0.8141 352 0.5828
RN7_89 9.55 0.31 5.25 18086.04 4.57E+09 2.92E+08 0.06 431 " 0.7735 581 0.6890
RN7_90 8.67 0.49 2.87 25563.38 6.08E+09 2.74E+08 0.05 522 " 0.83 463 0.68
RN7_93 6.98 1.13 10.19 48531.36 1.27E+10 5.11E+08 0.04 445 " 0.7702 353 0.6935
RN7_94 7.83 0.68 491 15855.31 4.55E+09 2.92E+08 0.06 587 " 0.8219 502 0.6950
RN7_95 8.97 143 20.98 63218.32 1.12E+10 3.71E+08 0.03 515 " 0.7939 296 0.6821
RN7_96 6.46 1.52 12.7 23672.64 2.56E+09 2.97E+08 0.12 454 " 0.7800 392 0.5805
RN7_97 5.87 0.53 8.75 49457.26 1.27E+10 7.53E+08 0.07 520 " 0.78 522 0.70
RN7_100 6.98 0.94 12.16 50678.24 2.28E+10 1.10E+09 0.05 611 " 0.8138 408 0.7339
minimum 4.745 0.076 0.468 1912.658 7.153E+08 5.404E+07 0.025 382 7 0.770 291 0.544
maximum 17.677 3.529 20.985 63218.322 2.283E+10 1.104E+09 0.215 697 i’ 0.851 620 0.734
median 6.206 0.675 3.022 17971.726 4.518E+09 2.924E+08 0.065 548 0.812 463 0.680
Coefficient of 46% 83% 85% 64% 71% 64% 47% 13% 3% 2% %

variation
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Sample Proteobacteria Planctomycetes Acidobacteria Unknown_B Actinobacteria Chloroflexi Alphaproteobacteria Acidobacteria_Gpl Gammaproteobacteria Deltaproteobacteria
number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences
RN34_1 498 499 303 568 486 398 329 268 63 50
RN34_2 632 457 523 435 364 391 361 340 35 162
RN34_3 443 439 406 793 337 390 241 262 25 120
RN34_6 565 469 609 522 324 334 243 447 38 195
RN34_7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
RN34_8 510 506 433 427 255 363 295 181 61 104
RN34_9 453 613 379 651 255 355 253 227 42 96
RN34_10 539 533 427 589 344 342 285 269 48 117
RN34_13 628 483 430 612 355 268 312 353 98 108
RN4_36 423 247 204 686 748 408 214 118 27 70
RN4_37 341 276 309 721 685 452 169 185 24 76
RN4_40 233 400 247 771 311 927 150 118 12 58
RN4_41 360 370 300 773 378 717 226 168 14 100
RN4_42 302 423 254 753 429 690 190 98 15 69
RN4_46 609 459 613 494 243 493 247 352 236 92
RN4_47 705 412 733 335 380 261 336 533 232 76
RN4_50 900 448 642 321 352 121 429 545 258 123
RN4_51 637 564 383 444 437 286 374 235 114 90
RN4_54 624 767 408 329 496 251 386 186 84 79
RN4_55 765 625 549 287 370 275 404 355 166 106
RN4_56 596 523 402 462 497 257 385 180 86 68
RN4_57 828 584 433 297 470 167 495 244 113 109
RN7_75 521 549 349 478 729 163 269 208 33 116
RN7_76 609 337 248 435 987 142 388 185 79 78
RN7_77 439 384 278 593 612 498 254 204 59 63
RN7_80 873 372 370 347 646 200 486 327 121 108
RN7_81 761 163 219 562 792 147 260 160 79 174
RN7_82 395 288 396 578 591 489 178 331 31 107
RN7_83 661 386 337 521 641 215 315 219 78 127
RN7_86 669 457 351 570 475 159 294 301 73 97
RN7_87 399 591 312 600 530 379 234 139 35 41
RN7_88 576 568 496 429 349 404 317 301 144 39
RN7_89 925 428 755 237 371 84 480 635 260 108
RN7_90 570 529 489 561 308 387 268 367 171 85
RN7_93 941 319 910 229 224 112 396 619 277 136
RN7_94 655 439 473 630 444 147 349 401 126 81
RN7_95 1039 515 563 282 347 57 515 443 144 211
RN7_96 917 420 666 268 349 236 474 585 256 87
RN7_97 804 573 757 283 259 67 423 374 141 111
RN7_100 771 475 667 443 244 149 380 519 168 139
minimum 233 163 204 229 224 57 150 98 12 39
maximum 1039 767 910 793 987 927 515 635 277 211
median 609 457 408 494 378 275 315 269 79 100
Coefficient of 31% 250 38% 33% 39% 60% 30% 47% 76% 37%

variation
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Sample Acidobacteria_Gp2 Betaproteobacteria Burkholderiaceae Comamonadaceae Onxalobacteraceae Crenarchaeota Bacteroidetes Acidobacteria_Gp4 Firmicutes Verrucomicrobia
number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences
RN34_1 13 30 6 2 5 68 19 2 93 3
RN34_2 108 58 5 3 8 13 55 42 25 11
RN34_3 41 42 3 7 14 64 28 70 29 3
RN34_6 75 71 4 7 15 18 37 49 21 13
RN34_7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
RN34_8 183 34 7 0 2 110 11 31 31 3
RN34_9 64 43 2 4 13 126 29 50 37 6
RN34_10 7 68 9 6 10 61 37 43 38 8
RN34_13 48 88 43 11 12 36 40 13 52 4
RN4_36 3 98 2 5 37 5 95 64 29 41
RN4_37 4 62 1 3 25 14 61 98 12 43
RN4_40 81 8 0 2 1 25 5 39 8 2
RN4_41 45 16 1 1 6 21 12 69 17 0
RN4_42 68 20 1 2 3 28 17 68 30 3
RN4_46 226 17 3 1 2 19 16 16 7 5
RN4_47 181 44 25 2 4 88 10 4 25 19
RN4_50 78 68 18 6 13 90 23 5 25 39
RN4_51 102 38 8 1 11 14 39 18 44 10
RN4_54 163 43 21 6 3 14 12 24 18 5
RN4_55 163 61 43 1 0 9 30 7 30 12
RN4_56 168 44 7 11 4 139 30 20 32 2
RN4_57 131 44 20 5 3 15 64 8 37 6
RN7_75 12 81 12 4 21 13 53 83 49 18
RN7_76 22 47 3 0 23 10 27 24 17 125
RN7_77 38 53 17 1 15 31 22 22 29 38
RN7_80 17 139 58 7 38 2 23 10 38 79
RN7_81 4 229 3 8 166 13 65 34 27 187
RN7_82 6 68 1 6 37 20 69 34 39 72
RN7_83 20 121 7 9 26 29 58 64 20 48
RN7_86 23 186 50 16 68 25 104 6 67 35
RN7_87 45 63 18 2 9 10 32 88 32 6
RN7_88 149 61 46 0 5 62 18 25 27 6
RN7_89 98 50 24 3 4 67 28 0 54 7
RN7_90 99 36 22 4 2 59 18 2 31 8
RN7_93 264 109 84 2 10 159 10 4 34 28
RN7_94 56 85 45 4 2 33 39 0 64 23
RN7_95 97 147 21 3 5 0 13 6 14 115
RN7_96 66 70 39 2 13 4 22 5 24 52
RN7_97 329 70 26 2 3 122 29 9 11 12
RN7_100 110 62 14 4 7 39 87 6 37 33
minimum 3 8 0 0 0 0 5 0 7 0
maximum 329 229 84 16 166 159 104 98 93 187
median 75 61 18 4 17 25 29 22 30 12
c"\j’aﬁr'gzg; of 86% 66% 105% 83% 170% 97% 69% 93% 53% 136%




Annexes

Sample Unclassified_Proteobacteria Armatimonadetes Gemmatimonadetes Acidobacteria_Gp6 Acidobacteria_Gp7 Acidobacteria_Gp13 Acidobacteria_Gp5 Unclassified_Acidobacteria Acidobacteria_Gp3
number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences

RN34_1 26 13 7 10 2 4 1 1 2
RN34_2 16 16 21 5 9 12 1 3 1
RN34_3 15 27 18 11 5 10 1 1 4
RN34_6 18 32 25 6 13 12 2 3 2
RN34_7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
RN34_8 16 13 9 11 6 11 9 1 0
RN34_9 19 30 22 11 11 3 9 2 2
RN34_10 22 26 20 13 13 5 5 1 1
RN34_13 22 18 36 2 12 0 0 2 0
RN4_36 14 35 1 3 7 2 2 2 0
RN4_37 10 22 8 5 10 2 1 2 1
RN4_40 5 18 18 1 3 4 0 0 0
RN4_41 4 19 11 6 6 3 0 0 3
RN4_42 8 21 15 8 6 5 0 0 2
RN4_46 17 5 2 11 0 2 1 5 0
RN4_47 16 5 2 0 3 3 2 1
RN4_50 22 5 4 3 4 2 2 3 0
RN4_51 21 6 6 15 2 1 7 1 1
RN4_54 32 16 12 14 2 5 8 0 6
RN4_55 28 6 4 12 3 3 2 1 2
RN4_56 13 20 13 19 3 4 3 2 1
RN4_57 67 9 5 34 3 1 8 3 0
RN7_75 22 17 9 15 19 3 3 0 2
RN7_76 17 23 9 1 16 0 0 0 0
RN7_77 9 18 7 3 8 1 1 1 0
RN7_80 19 8 7 4 6 3 2 0 1
RN7_81 19 21 4 0 16 0 0 0 1
RN7_82 11 20 10 4 19 0 2 0 0
RN7_83 19 27 24 6 23 1 1 1 1
RN7_86 19 23 30 4 10 4 0 1 1
RN7_87 26 25 33 13 20 0 5 1 1
RN7_88 15 15 12 8 1 4 3 4 1
RN7_89 27 4 2 9 0 6 3 2 1
RN7_90 9 12 12 8 3 3 2 2 1
RN7_93 23 4 1 11 0 1 3 5 1
RN7_94 14 13 13 3 7 3 0 0 2
RN7_95 22 6 4 4 6 0 3 3 0
RN7_96 30 2 1 3 2 0 5 0 0
RN7_97 59 11 7 17 9 5 7 5 1
RN7_100 22 10 6 4 9 7 6 4 1
minimum 4 2 1 0 0 0 0 0 0
maximum 67 35 36 34 23 12 9 5 6

median 19 16 9 6 6 3 2 1 1

Coeflicient of 59% 55% 79% 79% 81% 94% 95% 93% 104%

variation
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Sample Ascomycota Basidiomycota Unknown_F Environmental_F Unclassified_F Chytridiomycota Glomeromycota Blastocladiomycota Cryptomycota Neocallimastigomycota
number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences number of sequences

RN34_1 859 1564 116 193 95 107 57 4 2 3
RN34_2 1074 1333 227 171 67 56 60 10 2 0
RN34_3 931 1263 144 266 128 142 115 6 5 2
RN34_6 1267 989 208 169 105 144 108 8 2 0
RN34_7 976 1452 78 152 132 122 83 2 3 0
RN34_8 1089 1242 135 206 114 129 71 11 3 0
RN34_9 1092 1066 227 216 105 132 152 3 6 1
RN34_10 1360 905 254 155 121 91 102 8 4 0
RN34_13 1218 1030 94 273 99 204 74 3 5 0
RN4_36 1201 1128 63 218 118 135 128 4 4 1
RN4_37 1521 1091 78 102 45 48 103 8 3 0
RN4_40 1592 751 187 149 83 72 149 14 3 0
RN4_41 1154 1017 293 205 139 89 86 14 2 1
RN4_42 1146 1154 160 228 110 107 79 12 3 1
RN4_46 1603 495 517 52 199 47 83 2 2 0
RN4_47 1222 1114 281 136 93 78 66 8 2 0
RN4_50 1640 704 335 86 90 80 62 2 1 0
RN4_51 1138 1183 173 219 120 104 53 5 5 0
RN4_54 1141 1141 417 80 89 62 69 0 1 0
RN4_55 1137 1180 209 192 146 84 43 4 3 2
RN4_56 922 1352 90 260 157 136 75 5 3 0
RN4_57 1148 1208 138 194 95 99 105 6 7 0
RN7_75 1259 1076 421 64 36 51 91 1 1 0
RN7_76 1274 816 498 132 55 100 98 5 1 0
RN7_77 1069 620 150 98 59 52 81 2 1 0
RN7_80 1354 818 392 136 70 82 134 11 3 0
RN7_81 1438 575 434 150 45 180 140 35 3 0
RN7_82 1758 623 191 152 95 74 99 7 1 0
RN7_83 1166 1106 248 138 80 165 91 3 3 0
RN7_86 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
RN7_87 1377 959 299 164 80 82 33 4 2 0
RN7_88 1976 495 158 115 88 39 120 8 1 0
RN7_89 1216 1154 88 219 103 143 70 3 4 0
RN7_90 1237 1084 164 193 156 94 63 2 6 1
RN7_93 1660 839 178 79 79 64 72 29 0 0
RN7_94 1476 1007 67 203 72 90 82 0 2 1
RN7_95 1430 1260 62 60 74 52 39 18 0 5
RN7_96 1804 663 187 121 51 76 81 16 1 0
RN7_97 1210 1104 202 196 133 94 54 5 1 0
RN7_100 1570 741 244 116 103 105 108 8 5 0
minimum 859 495 62 52 36 39 33 0 0 0
maximum 1976 1564 517 273 199 204 152 35 7 5

median 1222 1076 187 155 95 91 82 5 3 0

Coefficient of 20% 26% 57% 36% 35% 40% 34% 96% 63% 226%

variation

Vi
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Sample d7_BR d7_SM d7_PE d42_BR d42_sSMm d42_PE
wC. g’1 soil. hg C. g’1 soil. hg C. g'1 soil. hg C. g’1 soil. hg C. g’1 soil. hg C. g’1 soil. h

RN34_1 03963 = 2392 ~ 02828 @ 01987 ~ 04191  0.1061

RN342 03155 11838 = 0345 03533 03711 = 0.0581 All explanatory variables (physicochemical and microbial) were measured before
RN34_3 0.25 112 0.25 0.18 0.4 017

RN34 6 " 039 " 14518 " 02837 " 03301 02576  -0.0465 . .

RN34 7 " 01654 " 09159 01778 " 00869 03811  0.1886 incubation

RN34.8 " 02051 " 17043 " 03033 ° 02156 ~ 0.3606 0.075

RN34_9 0.3781 1.9227 0.2723 0.3052 0.4673 0.1139

RN34_10 0.37 14 0.34 0.28 0.32 0.04 All C mineralization rates were measured after 7 and 42 days of incubation (d7 and
RN34_13 0.5204 2.2513 0.276 0.3408 02418 -0.0278

RN4 36 01876 12323 01488 0014 04358 01221 d42)

RN4_37 0.27 1.12 0.22 0.21 0.47 0.15

RN4_40 0.2493 1.1017 : 02017 " 01473 " 0.6848 0.3828

RN4_41 0.3161 1.2812 0.2155 0.2026 0.6287 0.3251 ; ok . ; . . [T, .
RNa2 T om 7 os 02 o A oo Abrevations list: DD: Decimal degree; MAP: Mean annual precipitation; MAT:
RN4_46 ~ 03736 =~ 14798 ° 03137 0.2559 0.3182 0.1074 . . .

RN447 7 068 134 024 0.42 0.49 0.16 Mean annual temperature; BD: Bulk Density; CEC: Cation exchange capacity; ox Al:
RN4 50 07095 " 16984 ° 03288 04453 ° 0.3389  0.0635

RN4 5L 06 127 026 035 047 = 014 gmorphous aliuminium extracted by oxalate; ox Fe: amorphous iron extracted by
RN4_54 0.5179 1.1591 0.3331 0.49 0.5296 0.1297

RN4_55 0.5599 1.4046 0.4376 0.4966 0.4095 0.0826 . . . . .
RN4 56~ 02643 ° 20854 ° 0345 02727 " o4s37 ° o1  Oxalate; tot: total; C:N: Carbon-to-Nitrogen ratio; min: mineral; av: available; MBP:

RN4_57 0.6602 1.9592 0.4516 0.9664 0.5133 -0.1485

RN7.75 05755 23076 02566 = 04949 = 05443 00778  mjcrobial biomass phosphorus; MMB: microbial molecular biomass; F:B: Fungi-to-
RN7_76 0.3733 2.5549 0.2954 0.3942 0.5362 0.0852
RN7_77 " 031 " 18 " o027 " o031 " 07 " o018

RN7_80 " 07754 7 22664 7 03319 " 07563 05251  0.0021 BaCterla ratIO,' _B: Bacterla; _F: Fungl; BR: basal resplratlon; SM: StraW mlnerallzatlon;
RN7_81 0.4396 2.1024 0.2638 0.4143 0.55 0.1167

RN782 " 03314 © 17828 " 01502 02666 ~ 05247 ~ 01305 PE: Priming Effect; ND: not determined.
RN7_83 0.39 18 0.27 0.33 05 0.11
RN7_86 " 02563 " 25504 7 02749 ° 02883 05651 = 0.1263
RN7 87 ~ 03393 " 16665 ~ 02447 02662 04458  0.1076
RN7_88 " 0471 " 14732 7 02792 " 03595 7 0432 7 01216
RN7_89 " 04973 " 20788 7 03594 " 04225 " 04431 " 0.1149
RN7.90 ~ 043 " 227 " 034 " 032 " o041 " o014
RN7_93 " 09546 " 15944 " 02445 " 07823 03454  -0.0397
RN7 94 " 05892 " 2134 " 01688 04684 04267  0.0421
RN7_95 " 10424 " 16017 7 03205 ° 08436 03907  0.0544
RN7_96 " 07959 " 14455 " 03599 ° 06015 04908  0.1358
RN7_97 " o079 " 105 " o038 " o064 " 03 " 006
RN7 100 ~ 06796 ~ 14329 03006 ' 05832 =~ 03531  -0.0012
minimum 0165 0916 0149 ' 0087 = 0242 -0.149
maximum 1042 " 2559 " 0452 " 0966 =~ 0705  0.383
median " 039%6 " 1504 " 0276 " 0331 " 0446 " 0114
Coefficient of 44% 28% 25% 529% 23% 89%
variation

Vil
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Annexe 3 : Dataset 2 du chapitre |

Variables altitude MAP clay sand Kaolinite __Gibbsite _soil humidity __pH. CEC! ox Al ox Fe tot C tot N soil C:N Nmin avp. MBP MVB DNA16S ___DNALSS
altitude 0136 0388 0285 -0.085 0.697 0.495 0318 -0.442 0.477 0214 0.755 0.686 0511 0015 0.000 0537 0517 0332 0.352
MAP 0136 1 0347 0.365 0135 0221 042 0079 0261 0357 0.009 0117 0349 0016 0635 -0.058 0041 0079 0185
MAT -0.955 0307 20398 032 -0.663 -0.552 029 0349 0364 -0.13 0738 0659 -0514 0013 -0.16 -0.593 -0539 20379
8D -0.487 0214 -0.602 0588 -0.456 -0.061 0.268 -0.445 -0.462 -0.669 -0.694 0199 01 0212 -0.447 -0.608 045
clay 0388 0.347 1 0.9 0234 0.101 0192 0212 0288 0524 0631 -0.069 0.048 0251 0469 0648 0655
silt 0381 002 0363 0087 -0.281 0412 02 0238 0036 0517 -0.487 0332 -0.092 0216 . 0.267
sand -0.285 -0.96 1 -0.166 0232 0.145 0154 -0319 0405 0528 0174 0023 0333 0405 -0.589 -0.62
Kaolinite -0.086 002 0112 -0.107 0089 0093 -0.049 -0.209 0211 -0.119 -0.056 -0.156 0033 -0.144 0.056
Gibbsite 0.698 0135 0234 -0.166 0382 -0.166 20385 0311 0382 0573 0409 0229 -0.099 0379 0356 0.187
soil humidity 0.496 0221 0.764 1 0116 -0.109 0286 037 0.608 0,698 0.113 -0.265 0506 0663 0646
pH 0319 042 0101 0116 1 0348 -0.004 0.1 0171 -0.079 -0.046 -0.255 0069 0051 0182
CcEC -0.482 0079 -0.192 -0.109 1 0315 0132 0132 -0.093 0.085 0226 0.104 0042 0,018
ox Al 0.478 0.261 0.212 0.286 -0.004 -0.315 1 0.376 0357 0.339 0.111 -0.223 -0.048 0.139 0.142 0.067
ox Fe 0214 0357 0288 037 01 0132 0376 1 0255 0214 -0.088 0417 0221 0126 0104
totC 0755 0.009 0524 0.608 0171 0132 0255 1 0.947 -0.089 0211 0729 0454 0302
totN 0.686 0117 0.631 0.698 0079 -0.093 0339 0214 0947 1 0.005 0103 0742 0505 0361
totP 0298 0023 0395 0502 0346 0.125 0.108 0.406 0.445 0423 0079 -0.018 0392 0287 0171
soil N 0512 -0.069 0014 0.296 0237 0216 0.499 0215 0253 0379 0.188 0023 -0.045
Nmin 0015 -0.016 0048 0113 -0.046 0085 0111 -0.088 -0.089 0.005 1 0144 -0.037 0051 -0.049
avp 0.000 -0.635 0255 0226 0223 -0.417 0211 0103 0.144 1 0122 0042 0075
mBP 0537 -0.058 0.069 0104 -0.048 -0.01 0738 0714 01 0272 0797 0552 0.407
MMB 0517 0041 0051 0042 0139 0221 0729 0742 -0.037 0122 1 0822 0653
DNA16S 0333 0079 0.182 -0.018 0142 0.126 0454 0.505 0.051 0822 1 0.769
DNA18S 0352 0185 0.12 0.126 0067 0.104 0302 0361 -0.049 0653 0769 1
B 0112 0207 -0.04 0117 -0.055 -0.082 -0.098 0235 0.16 -0.28 0338
oTu_B 0306 -0.097 0241 0377 -0419 -0.452 0355 0213 0216 -0.136 007 0199
Evenness_B 0376 017 0224 0253 -0.142 -0.267 -0.585 0477 0.269 -0.408 -0.287 0,095 0098
X -0.036 032 -0.066 0135 0007 -0.105 0227 -0.073 0178 0242 -0.067 0043 0162
Evenness_F 0.244 -0.164 -0.204 0102 0038 -0.083 0.165 0235 003 0126 0302 034 0174
Proteobacteria 0.705 -0.244 -0.261 0093 0120 0099 0779 0.689 -0.120 0.766 0633 0380 0239
Planctomycetes 0510 0234 -0.133 0.287 0142 0165 025 0295 0034 0205 0306 0172 055
Acidobacteria 0.644 0.147 -0.107 0.313 0.433 0.744 0.703 -0.0149 0.553 0.670 0.553 0.411
Unknown_8 om 0267 0.236 -0.109 0739 063 0218 -0.666 -0.541 0.259 0274
Actinobacteria 0438 -0.558 -0.043 0.246 -0.459 -0.452 -0.532 -0.095 -0.282 -0.508 -0.485 -0.508
Chioroflexi -0.565 0.409 0176 0088 0077 0523 -0.456 0.052 0572 052 0383 -0.289
Alphaproteobacteria 0716 0233 -0303 0176 -0.04 0656 0.599 -0.111 0159 0728 0516 0253 0275
Acidobacteria_Gp1 0.601 003 0132 02 0219 069 0639 0.142 0042 0572 0587 0.483 0236
Gammaproteobacteria 0731 -0.094 [ 0293 0207 0319 0738 | o059 -0.122 0043 0509 0.441 0284 " 0106
Deltaproteobacteria 0.121 -0.101 0.146 0172 012 oa1s " o462 0.014 03 0498 0593 0.459 0249
Acidobacteria_Gp2 [ 0541 0254 [ 0178 0394 055 0576 | 0521 027 -0.269 0311 0.492 0368 0449
Betaproteobacteria " 0004 -0.528 0029 -0.067 0.435 0229 0227 | 0178 -0.095 0.656 035 0262 0154 " -0.086
Burkholderiaceae [ 0498 0177 0222 [ 0174 X 0.007 0559 o4z -0.013 0061 0.476 0415 0242 0.164
Comamonadaceae T 002 -0.160 -0.062 0074 0.030 0035 0178 0119 | -0.057 0251 0178 -0.094 -0.026 0069~ 0056
Oxalobacteraceae " 0303 -0.469 0351 [ 0117 0362 -0.260 -0.284 0125 | 0216 -0.080 0.679 0127 -0.152 0102 | 0235
Crenarchaeota " 0254 0.169 0389 0278 0353 0.198 0129 0195 | 0259 0.062 0213 -0.041 0261 0 " 0302
Bacteroidetes [ 0329 0139 0235 [ 0.458 0.447 -0.191 -0.187 0286 | -0.304 0.028 0275 -0.09 -0.091
Acidobacteria_Gp4 0715 0207 0012 0505 0283 -0.307 -0.043 -0.652 0519 -0.114 0211 -0492 -0.427
Firmicutes 0.079 0077 0.9 0364 0033 0.008 0379 0113 0081 0546 0121 0117 -0.148
Verrucomicrobia -0.082 -0.631 0311 -0.043 0.342 -03 -0.308 0.116 0.014 -0.086 0.777 0.282 0.101
Unclassified_Proteobacteria 0.437 -0.053 -0.113 -0.081 0.137 -0.042 0.14 0.412 0.375 -0.062 0.129 0.436 0.417
Armatimonadetes -0.698 0003 0138 0316 0275 0348 0219 0742 0611 0,048 -0.098 -0.564 2037
Gemmatimonadetes -0.164 0048 0285 0128 0176 0.089 -0.022 -0.094 035 -0.152 0.267 -0.285 037 -0.165
Acidobacteria_Gp6 0241 0162 -0.08 007 -0.097 0311 0018 0.184 0082 0075 -0.105 -0.181 0061 0138
Acidobacteria_Gp7 0329 -0.441 0073 -0.004 029 0196 -0.296 0265 036 -0.265 0.095 0321 022 0141
Acidobacteria_Gp13 -0.144 0353 0191 0143 0123 -0.149 003 0085 0158 -0.029 001 0433 0152 0058
Acidobacteria_GpS 035 013 0223 0177 -0.007 -0.143 0033 -0.086 0177 0184 -0.247 -0.047 0329 0366
Unclassified_Acidobacteria 0345 0.164 -0.466 0598 0025 011 0311 0.622 043 0416 0169 0121 -0.259 0294 0511
Acidobacteria_Gp3 -0.064 0209 -0.062 0078 0071 0074 -0.067 0031 0076 -0.038 0131 004 012 0077 0043
Ascomycota 0117 0254 0158 014 0.029 001 0091 029 0175 039 0129 025 0302 0.16
Basidiomycota 0077 0034 0074 0.105 0122 0023 0075 0077 0076 -0.463 0215 0317 -0.009 0037
Unknown_F 0155 0281 -0.206 0242 0139 0192 0093 -0.012 0403 0317 0247 -0.096 0043
Environmental_F -0.191 0.26 0.065 0.022 0.007 0.029 -0.197 0.347 -0.216 -0.488 035 -0.246 039 -0.244
Undlassified_F 0.189 041 0.106 0111 001 -0.198 0429 059 -0.002 0012 0015 0.049 0473 0221 0033
Chytridiomycota -0.148 0057 001 0025 -0.043 0022 0014 0239 0264 0174 034 0.266 0087 0255 0122
Glomeromycota -0.513 0113 0138 0094 0132 0279 -0.198 0478 -0.493 -0.164 011 0172 -0.267 -0.147
Blastocladiomycota 0133 0136 0.09 -0.094 0237 0174 -0.15 029 0.259 0.162 -0.148 0534 0317 0247
Cryptomycota -0.102 0029 0022 0176 0.008 0172 0079 0293 -0.244 0237 0.092 0215 0242 0033
Neocallimastigomycota 0011 0119 -0.104 0095 0.495 0124 0057 0175 024 017 0319 005 0389 033
d7_BR 0.658 0444 034 -0.147 -0.043 0154 0057 0843 0775 0.445 008 0277 0882 0.766
d7_5m 0.160 0229 029 -0513 0225 007 0312 -0.068 -0.105 0151 0303 0364 0057 0129
d7_PE 0613 0.168 0125 0302 0336 0016 0255 0481 0431 0337 0179 -0.026 039 0403
da2_BR 0575 0295 02 0157 0113 -0.041 -0.004 0715 0685 0428 -0.169 0359 0839 0.706
d42_SM 033 . 0356 0431 -0.146 0.065 0331 0417 032 0381 0055 -0.208 0204 0178 0399
d42_PE 0415 0277 0072 0.09 0.105 0164 -0.029 0023 0335 0311 0173 -0.052 0175 -0.443

Vil
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Variables F:B 0TU_B Evenness_B OTU_F Evenness_F bacteria Planctomycetes Acidobacteria Unknown_B Actinobacteria Chloroflexi _Gpl teria Deltap teria Acidobacteria_Gp2 teria

altitude 0.111 -0.306 -0.375 -0.035 0.243 0.705 0.510 0.644 -0.710 -0.434 -0.564 0.600 0.121 0.540 0.004
MAP 0.207 -0.097 0.17 0.32 -0.164 -0.245 0.234 0.147 0.267 -0.558 0.409 -0.03 -0.101 0.254 -0.528
MAT -0.027 0.216 0335 0.104 -0.748 -0.457 -0.654 0.724 0.358 0.675 -0.631 -0.142 -0.485 -0.153
BD 0174 0411 0.387 0.002 -0.505 -0.221 -0.629 0.38 0.515 0324 -0.498 -0.377 -0.556 -0.12
clay -0.139 -0.283 -0.194 0.11 0.316 0.36 0.593 -0.216 -0.759 0.497 0.328 0.432 -0.054
silt 0.033 0.401 0.401 -0.102 20312 -0.193 -0.272 0.304 0.343 -0.334 -0.094 0216 0.094
sand 0.139  0.182 0.087 -0.087 -0.232 -0.327 -0.562 0.139 0.708 -0.431 -0.323 -0.397 0.029
Kaolinite -0.141  -0.012 0.001 0.003 -0.122 -0.101 -0.027 0.179 -0.009 0.001 -0.302 -0.181 -0.093
Gibbsite 0.265 -0.308 -0.324 0.032 0.554 0.474 0.569 -0.618 -0.39 0.398 -0.024 0.683 -0.148
soil humidity -0.225 -0.192 -0.235 0.088 0.517 0.301 0.719 -0.388 -0.635 0.622 0.42 0.526 0.106
pH -0.04 0.241 0.224 -0.066 -0.261 -0.133 -0.108 0.384 -0.043 -0.132 0.146 -0.178 -0.067
CEC -0.117 0.377 0.253 -0.135 -0.093 -0.287 -0.313 0.246 -0.2 0.172 -0.394 0.435
ox Al -0.099 032 -0.142 0.007 0.121 0.142 0.423 -0.409 0355 -0.044 0372 -0.271
ox Fe -0.055 -0.419 -0.267 -0.105 0.099 0.165 0.434 -0.459 0.219 0.12 0.55 -0.229
tot C -0.082 -0.452 -0.585 -0.227 0.779 0.25 0.745 -0.452 0.69 0.415 0.576 0.227
tot N -0.098 -0.477 -0.073 0.689 0.295 0.704 -0.532 0.639 0.462 0.521 0.178
tot P -0.135 0. -0.457 0.039 0.502 -0.01 0.638 -0.336 0.537 0.21 0.118
soil C:N -0.006 -0.435 -0.5 -0.509 0.484 0.016 0.326 0.047 0.34 0.054 0.164
Nmin -0.235 0.213 0.269 0.178 -0.120 -0.034 -0.015 -0.095 0.142 0.014 -0.095
avP -0.155 0.102 -0.149 -0.338 0.236 -0.373 -0.155 0.446 0.042 0.3 0.656
MBP -0.005 -0.216 -0.408 -0.242 0.766 0.205 0.553 -0.282 0.572 0.498 0.35
MMB -0.16 -0.136 -0.287 -0.067 0.634 0.306 0.670 -0.508 0.587 0.593 0.262
DNA16S -0.28 0.07 -0.095 -0.043 0.381 0.172 0.554 -0.485 0.483 0.459 0.154
DNA18S 0.338 0.199 0.098 0.162 0.239 0.55 0.412 -0.508 0.236 0.249 -0.086
F:B 1 0.086 0.193 0.157 -0.066 0.552 -0.063 -0.1 -0.242 -0.236 -0.282
0oTU_B 0.086 1 0.809 0.201 -0334 0.117 -0.490 0334 -0.435 -0.105 0.147
Evenness_B 0.193 0.809 1 0.299 -0.556 0.21 -0.514 0.045 -0.479 -0.213 -0.107
OTU_F 0.157 0.201 0.299 1 0.388 -0.119 0.309 -0.051 -0.263 -0.151 -0.072 -0.27
Evenness_F -0.294 -0.028 -0.131 0.388 1 0.304 0.02 0.090 -0.037 0.082 0.378 0.216
Proteobacteria -0.066 -0.333 -0.555 -0.118 0.303 1 0.089 0.685 -0.180 0.735 0.505 0.482
Planctomycetes 0.552 0.117 0.21 0.309 0.02 0.089 1 0.190 -0.495 0.013 -0.149 -0.423
Acidobacteria -0.062 -0.489 -0.514 -0.050 0.090 0.685 0.189 1 -0.643 0.905 0.342 -0.004
Unknown_B -0.175 0.367 0.565 0.161 -0.082 -0.866 -0.297 -0.697 0.179 -0.644 -0.283 -0.215
Actinobacteria -0.1 0.334 0.045 -0.263 -0.037 -0.180 -0.495 -0.644 1 -0.476 -0.176 0.366
Chloroflexi 0.056 -0.059 0.255 0.026 -0.356 -0.827 -0.126 -0.493 -0.067 -0.552 -0.429 -0.535
Alphaproteobacteria 0.126 -0.209 -0.45 0.029 0.268 0.901 0.321 0.538 -0.11 0.564 0.292 0.245
Acidobacteria_Gp1 -0.242 -0.435 -0.479 -0.151 0.082 0.735 0.013 0.905 -0.476 1 0.389 0.135
Gammaproteobacteria -0.122 -0.589 -0.601 -0.241 0.071 0.783 0.081 0.810 -0.36 0.828 0.115 0.107
Deltaproteobacteria -0.236 -0.105 -0.213 -0.072 0.378 0.505 -0.149 0342 -0.176 0.389 1 0.553
Acidobacteria_Gp2 " 0235 -0.442 -0.42 " 0,029 0.025 0.374 0.453 0.695 -0.604 0.347 0.052 -0.22
Betaproteobacteria " 0282 " 0147 -0.107 T 027 0.216 0.482 -0.423 -0.005 0.366 0.135 0.553 1
Burkholderiaceae -0.237 -0.319 " -0.090 0.070 0.5% 0.111 0.549 -0.2411 0.561 0.005 0.293
Comamonadaceae 0.301 0.259 " 0181 0.192 0.098 -0.090 -0.130 0.161 -0.034 0.320 0.424
Oxalobacteraceae 0.134 -0.028 -0.213 0.130 0.065 -0.588 -0.341 0.540 -0.212 0.311 0.751
Crenarchaeota -0.08 -0.019 [ 0.325 0.208 0.123 0.162 0.447 -0.455 0.255 -0.079 -0.163
Bacteroidetes 0.6 0.339 -0.027 -0.016 -0.049 -0.343 -0.225 0.393 -0.119 0.216 0.354
Acidobacteria_Gp4 0.065 0.357 0.39 " 0084 -0.239 -0.690 -0.228 -0.566 0.283 -0.631 -0.114 -0.073
Firmicutes 0.397 0.401 " 0422 0.178 0.039 0.087 -0.060 -0.008 0.144 -0.191 -0.007
Verrucomicrobia 0.012 -0.27 " 0491 0.171 0.331 -0.58 -0.192 0.629 -0.005 0.412 0.769
Unclassified_Proteobacteri " 0244 0.042 -0.186 " 0164 0.103 0.530 0.44 0.360 -0.135 0.225 0.143 0.091
Armatimonadetes " 0056 ~ 0.6 0.572 " 0197 0.003 -0.677 -0.182 -0.634 0.384 -0.636 -0.052 0.041
Gemmatimonadetes " 0.006 0.418 0.479 0331 0.055 -0.445 0.261 -0.307 -0.079 -0.331 -0.015 -0.096
Acidobacteria_Gp6 " 0411 0.116 0.117 0.408 0.01 0.084 0.599 0.105 -0.251 -0.133 -0.116 -0.312
Acidobacteria_Gp7 " .0.256 " 0515 0.301 -0.054 0.137 -0.272 -0.269 -0.420 0.474 -0.334 0.223 0.387
Acidobacteria_Gp13 " 0.266 0.016 0.139 [ 0.416 0.066 -0.157 0.219 0.186 -0.411 0.049 0.252 -0.307
Acidobacteria_Gp5 " 056 0.146 0.177 0.26 0.045 0.217 0.622 0.261 -0.35 0.063 -0.012 -0.168
Unclassified_Acidobacteria " 0215 " 0162 -0.229 -0.171 0.018 0.386 0.156 0.668 -0.485 0.471 0.268 -0.002
Acidobacteria_Gp3 [ 0.123 0.158 " 0234 0.088 -0.188 0.418 -0.083 -0.109 -0.152 -0.047 -0.174
Ascomycota -0.288 -0.279 " .0.63 -0.355 0.210 -0.26 0.306 -0.097 0.378 0.028 0.233
Basidiomycota 0.309 0.291 0.609 0.091 -0.050 0.347 -0.077 -0.087 -0.153 0.039 -0.217
Unknown_F -0.314 [ -0.33 0.28 0.065 -0.038 -0.075 0.241 -0.08 0.064 0.101
Environmental_F 0.327 0.369 0.879 0.248 -0.275 0.109 -0.225 -0.055 -0.282 -0.164 -0.223
Unclassified_F -0.198 0.085 0.398 0.17 -0.113 0.369 0.191 -0.472 -0.037 -0.102 -0.469
Chytridiomycota 0.262 0.238 0.602 0.46 -0.002 -0.151 -0.180 0.137 -0.132 0.225 0.274
Glomeromycota 0.16 0.213 -0.008 0.015 -0.298 -0.4 -0.373 0.23 -0.29 -0.005 0.172
Blastocladiomycota -0.275 -0.36 -0.228 0.069 0.242 -0.496 0.091 0.021 0.081 0.439 0.551
Cryptomycota 0337 0.487 0.575 0.239 -0.152 0.18 -0.206 -0.123 -0.2 -0.04 -0.17
Neocallimastigomycota " 0138 0.15 0.044 0.083 0.101 0.145 -0.068 -0.102 0.021 0.238 0.126
d7_BR -0.322 -0.495 -0.231 0.218 0.848 0.165 0.656 -0.295 0.693 0.393 0.388
d7_Sm 0.151 0.089 " o1 0.365 0.217 -0.111 -0.157 0352 0.083 -0.041 0.259
d7_PE -0.163 -0.235 0.146 0.131 0.601 0.543 0.404 -0.254 0.298 0.238 -0.024
d42_BR -0.195 -0.454 -0.181 0.235 0.824 0.19 0.514 -0.129 0.52 0.421 0.
d42_SM -0.074 -0.128 -0.192 -0.156 -0.338 -0.261 -0.560 0.487 -0.456 -0.393 -0.0tA
d42_PE -0.236 -0.05 -0.052 -0.268 -0.600 -0.187 -0.416 0.067 -0.423 -0.446 -0.372
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Variables Bur i Cy eae Oxalobacteraceae Crenarchaeota Bact i Acidobacteria_Gp4 Firmicutes Verrucomicrobia Unclassified_Pr teria r i i Acidobacteria_Gp6 Acil ia_Gp7 Aci ia_Gpl3

altitude -0.303 0.253 0714 0.078 -0.082 0.436 0.240 0328
MAP -0.469 0.169 0207 -0.077 -0.631 -0.053 0.162 -0.441
MAT 0220 -0.238 0717 -0.147 -0.468 0.196
BD 0234 -0.228 0305 0261 0326 0272
clay 0331 0402 -0.178 0.136 0.146 -0.204
silt 0.059 -0.134 0593 -0.168 -0.142 0.481
sand 0351 0389 0012 0.196 -0.113 0073
Kaolinite -0.142 0.048 0.159 0132 -0.304 0.016
Gibbsite -0.305 0.245 06 -0.019 0584 -0.535
soil humidity 0325 0356 0376 -0.01 0378 -0.094
pH -0.118 -0.278 0505 0364 -0.081 0.29
CEC 0362 -0.353 0.283 0.033 -0.137 0.196
ox Al -0.260 0.198 -0.307 0.008 -0.042 -0.296
ox Fe -0.285 0.129 -0.043 -0.379 0.14 -0.265
tot € -0.125 0.195 -0.652 -0.113 0412 036
tot N -0.217 0.259 -0.519 -0.081 0375 -0.265
tot P -0.120 0.439 0377 0.079 0.294 -0.263
soil C:N 0.196 -0.142 -06 -0.119 0.198 032
Nmin -0.081 0.062 -0.114 0546 -0.062 0.095
avp 0.680 -0.213 -0.211 0121 0.129 0321
MBP -0.128 -0.041 -0.492 -0.117 0.436 -0.22
MMB -0.152 0.261 -0.427 -0.148 0417 -0.141
DNA16S -0.102 035 -0.265 -0.052 0.264 0.003
DNA18S -0.235 0.302 -0.158 -0.055 0.442 -0.11
F:B -0.212 -0.094 0.065 -0.069 0.244 -0.256
oTU_B 0.135 -0.08 0357 0397 0.042 0515
Evenness_B -0.029 -0.019 039 0401 -0.186 0301
OTU_F -0.214 0325 0.084 0422 0.164 -0.054
Evenness_F 0.130 0.208 -0.239 0178 0.103 0.137
Proteobacteria 0.065 0.122 -0.690 0.038 0529 -0.271
Planctomycetes -0.589 0.162 -0.228 0.087 0.44 -0.269
Acidobacteria -0341 0.447 -0.566 -0.060 0359 -0.420
Unknown_B 0132 -0.188 0.698 0.025 -0.592 0337
Actinobacteria 0.540 -0.455 0283 -0.008 -0.135 0.474
Chloroflexi -0.158 -0.204 0524 -0.188 -0.561 -0.035
Alphaproteobacteria -0.169 0.093 -0.699 0.155 0.611 034
Acidobacteria_Gp1 -0.213 0.255 -0.631 0.144 0225
Gammaproteobacteria [ -0.159 [ 028 [ [ -0.728 " o007 7 [ 0.298 [ [ -0.52 [
Deltaproteobacteria [ 0.312 T 0079 [ [ -0.114 o011 [ 0.143 [ [ [ 0.223 [
Acidobacteria_Gp2 [ -0.399 [ 0.548 [ [ 043 " 0265 [ 0.435 [ [ -0.493 [
Betaproteobacteria [ 0.751 " 0163 [ [ -0.073 " 0007 [ 0.091 [ [ [ 0387 [
Burkholderiaceae [ [ -0.152 " 0220 [ 0523 " o010 T [ 0.257 [ [ [ 0335 [
Comamonadaceae [ [ 0339 " 0037 [ .070 " o016 [ 0.029 [ [ [ 0331 f
Oxalobacteraceae [ [ 1 T 025 [ 0.159 " 0043 T [ -0.096 [ [ [ 0.408 [
Crenarchaeota [ [ 1 [ -0.231 " o1se [ 0.092 [ [ -0.261 [
Bacteroidetes [ [ T 0316 [ 0.247 "o T [ 0.126 [ [ 0.485 [
Acidobacteria_Gp4 [ T 023 1 T3 T [ 0354 [ [ 0.508 [
Firmicutes [ " o0ase [ -0.327 1 r [ 0.082 [ [ [ -0.085 [
Verrucomicrobia [ [ T .03% [ -0.067 " 0176 f -0.072 [ [ [ 0.409 [
Unclassified_Proteobacteria [ [ 0.092 [ -0.354 " o082 1 [ [ [ -0.091 [
Armatimonadetes [ [ T 0107 [ [ 0.764 " 0098 [ -0314 [ [ 0.64 [
Gemmatimonadetes [ [ -0.05 [ 0.477 " 0056 [ -0.156 [ [ [ 0.557 [
Acidobacteria_Gp6 [ [ T 0276 [ -0.076 " o009 [ 0.673 [ [ 025 [
Acidobacteria_Gp7 [ [ T 0261 f [ 0.508 " 0085 [ -0.091 [ [ 1 [
Acidobacteria_Gp13 [ [ 0.195 [ 0.146 " 0005 [ -0.089 [ [ [ -0.144
Acidobacteria_GpS [ [ [ 0.309 [ -0.157 " o008 [ 0.554 [ [ [ 014 [
Unclassified_Acidobacteria ~ [ [ 0413 [ [ -0.263 " 018 [ 0331 [ [ [ -0.258 !
Acidobacteria_Gp3 [ [ T o031 [ 0.183 " o067 [ 0.009 [ [ [ -0.142 [
Ascomycota [ T 0134 [ 0131 " 0263 [ -0.095 [ [ [ 0.004 [
Basidiomycota [ [ " 0169 [ 0.083 "o [ 0.193 [ [ [ -0.149 [
Unknown_F [ [ T 0202 [ -0.007 " o039 7 [ 0.008 [ [ 0.191 [
Environmental_F [ [ [ 0.187 [ 0.164 " o042 [ 0.015 [ [ 0.043 [
Unclassified_F [ [ T o [ -0.083 " 0054 [ 0.012 [ [ [ 032 [
Chytridiomycota [ [ [ 0.128 [ 0.111 " 0305 [ 0.043 [ [ [ 0.355 [
Glomeromycota [ [ " 0076 [ 0.284 " o031 7 [ -0.227 [ [ [ 0.177 [
Blastocladiomycota [ [ [ 0.027 [ 0.023 " 019 [ -0.094 [ 0122 -0.249 [ [ 0.007 [
Cryptomycota [ [ [ 0.014 I [ 0.097 " 0258 [ 0.149 [ 0.199 [ 0.222 [ -0.015 [
Neocallimastigomycota [ T a1 [ -0.101 " 0.209 [ -0.027 [ -0.061 [ -0.131 [ -0.146 [
d7_BR [ [ [ 0.121 [ -0.652 " 0023 [ 0.498 [ -0.712 [ -0.402 [ -0.298 [
d7_sm [ [ " o084 [ -0.421 " 0529 [ 0.029 [ -0.067 [ 0.034 [ [ 0.184 [
d7_PE [ [ [ 0.093 [ -0.473 " 006 [ 0.661 [ -0.446 [ -0.163 [ [ -0.266 [
d42_BR [ [ [ 0.01 [ -0.584 " 0023 [ 0.663 [ -0.591 [ [ [ 0.2 [
da2_sm [ [ [ -0.289 [ 0.173 " 0148 [ -0.262 [ 0.085 [ -0.185 [ [ 0.017 [
d42_PE [ [ " -010s I [ 0.389 T o -0.102 [ -0.595 [ 0.171 [ -0.004 [ [ -0.109 [
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Variables Acidobacteria_Gp5 Unclassified_Acidobacteria Acidobacteria_Gp3 A idi ota Unknown_F i tal_Jnclassified_|hytridiomycotilomeromycot Ji cCr i i d7_BR d7_sm d7_PE d42_BR d42_sMm d42_PE

altitude 0.355 0344 -0.063 0.116 -0.077 0.154 -0.190 0.188 -0.147 -0513 0.132 -0.101 0.011 0.658 0.160 0.613 0.574 0331 0414
MAP 013 0.164 0.209 -0.142 0.408 -0347 0.26 041 -0.057 -0.091 -0.089 0229 0175 -0.125 -0.617 -0.101 -0.279 0.276 0277
MAT -0.351 0384 0.075 -0.224 0.138 -0.11 0234 -0.089 0.127 0.494 0.104 0.136 -0.026 -0.718 -0.279 -0.534 -0.64 0311 0.465
8D -0.022 -0.038 -0.143 -0.034 -0.002 0.091 -0.261 0.037 0.237 -0.107 -0.044 -0.021 -0.578 0.219 -0.401 -0.494 0.496 0.297
clay 0236 0.095 0.258 0.001 -0.22 -0.058 0.106 0.01 -0.113 0.136 0.029 0.119 0.444 -0.229 0.168 0.295 -0356 0.072
silt -0.096 -0.133 -0.073 0.107 -0.153 -0.011 -0.006 0.048 -0.056 -0.185 -0.03 -0.078 -0.427 -0.151 0.179 -0383 -0.166 -0.043
sand -0.223 -0.062 -0.254 -0.034 0.281 0.065 -0.111 -0.025 0.138 -0.09 -0.022 -0.104 -0346 0.29 -0.125 02 0.431 0.09
Kaolinite 0.075 0.013 0225 0.129 0.049 -0.115 -0.182 -0.114 0.199 0.033 -0.137 0.06 -0.106 0.066 0384 -0.166 0.158 0252
Gibbsite 0.431 -0.001 0.113 -0.007 0.023 -0.068 0.431 -0.186 035 -0.154 0.094 -0.13 0505 -0.066 0.605 051 -0.268 0348
soil humidity 0177 -0.078 0.158 0.074 0.232 -0.009 0.156 0.094 0375 0.017 0.021 0113 0.562 -0.09 0292 0.409 -0.665 039
pH -0.007 0.071 0.14 0.105 -0.206 0.022 0.01 -0.043 0.094 -0.094 0.176 0.095 -0.147 -0.513 -0.302 -0.157 -0.146 0.105
CEC -0.143 -0.074 0.029 0122 -0.242 0.007 -0.198 0.022 0132 0237 0.008 0.495 -0.043 0.225 0.33 -0.113 0.065 0.164
ox Al 0.033 -0.067 -0.01 0.023 0.139 0.029 0.429 0.014 -0.279 0.174 0172 -0.124 0.154 -0.07 0.016 -0.041 0331 0.029
ox Fe -0.086 0.622 -0.031 0.091 -0.075 0.192 -0.197 0594 -0.239 -0.198 -0.15 -0.079 0.057 0.057 0312 0255 -0.004 -0.417 -0.023
tot 0177 043 -0.076 0.296 -0.077 0.093 0347 -0.002 -0.264 -0.478 0.29 -0.293 0175 0.843 -0.068 0.481 0.715 0335
tot N 0.184 0416 -0.038 0.175 0.076 -0.012 0.216 -0.012 -0.174 -0.493 0.259 -0.244 024 0.775 -0.105 0431 0.645 -0.311
tot P 0.092 0.475 -0.109 0.149 -0.037 -0.041 0,073 0.179 -0.001 -0.195 0.191 -0.085 0.1 0.434 0.077 0.248 0404 -0.286
soil C:N 0.007 0.169 -0.131 0398 -0.463 0.403 -0.488 0.015 -0.344 -0.164 0.162 -0.237 -0.17 0.445 0.151 0337 0.428 0.173
Nmin -0.247 -0.121 0.04 -0.129 0215 0.317 0.356 0.049 0.266 -0.11 -0.148 0.092 0319 -0.08 0303 -0.179 -0.169 -0.208 -0.052
avp -0.047 -0.259 -0.12 025 0317 0.247 -0.246 -0.473 0.087 0.172 0534 -0.215 0.05 0.277 0.364 -0.026 0359 0.294 0.175
MBP 0329 0.294 -0.077 0.302 -0.009 -0.096 -03% 0.221 -0.255 -0.267 0317 -0.242 0389 0.882 -0.057 03% 0.839 -0.178 0394
MMB 0.366 0511 0.043 0.037 -0.043 -0.244 0.033 -0.122 -0.147 0.247 -0.033 033 0.766 -0.129 0403 0.706 -0.399 -0.443
DNA16S 0308 0585 0.031 -0.093 -0.058 -0.155 0.018 0.023 0.089 0.176 0.126 0.071 0.508 0.161 0.466 -0.395
DNA18S 0.638 0.398 0391 0.105 -0.005 -0.013 0.086 -0.031 0.108 -0.064 0271 -0.057 0316 0354 0.407 035
F:B 056 -0.215 0.498 0274 0.034 0.039 0.074 -0.169 -0.157 -0.244 0.053 -0.16 -0.116 0282 0.007 0.034
oTuU_B 0.146 -0.162 0.123 0309 0.314 0327 -0.198 0262 0.16 0.275 0337 0.138 032 -0.163 -0.195 -0.074 0.236
Evenness_B 0177 -0.229 0.158 0291 0363 0.369 0.085 0238 0.213 036 0.487 015 -0.495 -0.235 -0.454 -0.128 -0.05
OTU_F 0.26 0171 0.234 0.609 033 0.879 0398 0.602 -0.008 0.228 0575 0.044 -0.231 0.146 -0.181 -0.192 -0.052
Evenness_F 0.045 0.018 0.088 0.091 0.28 0.248 0.17 0.46 0.015 0.069 0239 0.083 0.218 0131 0.235 -0.156 -0.268
Proteobacteria 0217 0.386 -0.187 0210 -0.050 0.064 0.275 -0.113 -0.001 -0.297 0.241 -0.151 0.101 0.847 0.600 0.823 0337 -0.600
Planctomycetes 0.622 0.156 0418 -0.26 0347 -0.038 0.109 0.369 -0.151 04 -0.496 0.18 0.145 0.165 0543 0.19 -0.261 -0.187
Acidobacteria 0261 0.667 -0.083 0306 -0.077 -0.075 0.225 0.190 -0.180 0373 0.091 -0.205 -0.068 0.656 0.404 0513 -0.560 -0415
Unknown_B -0.422 -0.409 0.142 -0.174 0.009 -0.14 037 0.079 022 0.422 -0.086 0.28 0.035 -0.748 -0.676 -0.76 0.248 0542
Actinobacteria -035 -0.485 -0.109 -0.097 -0.087 0.241 -0.055 -0.472 0.137 023 0.021 -0.123 -0.102 -0.295 -0.254 -0.129 0.487 0.067
Chloroflexi -0.308 -0.308 0.054 -0.028 -0.092 -0.051 0.134 0.199 -0.194 0.274 -0.03 0.055 -0.062 -0.67 -0.472 -0.686 0415 0.734
Alphaproteobacteria 0333 0.24 -0.07 -0.002 0.167 0.016 -0.159 -0.129 -0.083 -0366 0.013 -0.103 0.162 0.775 0.694 0.818 -0.553
Acidobacteria_Gpl 0.063 0.471 -0.152 0378 -0.153 -0.08 -0.282 -0.037 -0.132 -0.29 0.081 -0.2 0.021 0.693 0.298 052 -0.423
Gammaproteobacteria [ 0.135 [ 0.477 [ 0216 " 03% " 0257 " 0122 7 038 " 0098 " -0203 " -0339 " o069 | -0185 0071 0706 " 0409 " os47 T " 0319
Deltaproteobacteria [ -0.012 [ 0.268 [ -0.047 " o008 0.039 " o064 ~ 0164  -0102 " 0225  -0005 " 0430 " -004 " 0238 7 o33 " 0238 7 o4 " -0.446
Acidobacteria_Gp2 [ 0.439 [ 0.643 [ 0.062 " o049 T 0.055 " 0053 0143 o045 " 0275 7 0313 " 0027 | -0164 | 0136 | o4u " o0a4m " o038 " 0215
Betaproteobacteria [ -0.168 f -0.002 f 0.174 " 0233 7 0217 " 0101 ~ 0223 7 0469 " 0274 " 0172 7 oss1 | -017 | o126 | o038 " 0024 7 o401 7 " .03n
Burkholderiaceae [ 0.053 f 0.248 f -0.038 T3 T 0a77 " 0109 " -0169 0150 0184 " -0206 ~ 0185 0222 " -0039 ~ oesa " 0233 " o6 " -0.430
Comamonadaceae [ -0.128 f -0.094 f 0.118 "1z T 0.107 " 0051 " 0268 0004 o596 0253 ~ 0039 0207 " -0113 " -0073 " 0020 " o016 " 0304
Oxalobacteraceae [ -0.243 f -0.262 f -0.089 " o018 7 03n " 0320 " 0075 " 0322 " o030 " o043 " ose4 0000  -0137 ~ -0085 " 0196 0018 7 0218  -0.010
Crenarchaeota [ 0.309 i 0413 f 0.031 " 0134 T 0.169 " 0202 " o187 " 0272 " o018 " 0076 ~ 0027 | o014 0115 " o121 " 0093 " o001 | 0289 " -0105
Bacteroidetes [ -0.001 i 0.05 [ -0.212 " o041 7 0025 " 0139 " o146 " 0155 " 0321 " 0306 ~ -0042 0366  -0169 ~ -0192 " 016 | 0023 7 0093 " 033
Acidobacteria_Gp4 r -0.157 [ -0.263 [ 0.183 " o131 7 oo0s3 " 0007 o164  -0083 " o111 " o284 " 0023 0097  -0101 0652 " w0473 " 0588 7 0173 0389
Firmicutes [ 0.008 [ -0.186 0.067 " 0263 0332 " 0379 0426  -0054 ~ 0305  -0131 ~ 019 | 0258 0209 0023 " 006 | -0023 0148 | 0271
Verrucomicrobia [ -0.272 -0.217 -0.296 " 028 ! 0375 " .0546  0.088 0.234 053 | 0201 | 013 0238 " 0094 | o278 0237 | -0102
Unclassified_Proteobacteria_ 0.554 0331 0.009 " 0095 0.193 " 0.008 0015 7 0012 0083 -0.227 0094 " 0149  -0027 0498 " o661 | 0663 0262 0595
Armatimonadetes [ -0.17 f -0.274 f 0.179 o025 T 0.089 " 004a 7 032 " 0049 " 0404 " 0477  -0122 | 0199 | -0061  -0712 " 0446 " 0591 7 0085 0171
Gemmatimonadetes [ -0.083 [ -0.164 f 0.169 T o2 [ 0.147 " 0061 | 0319 w0017 " o037 " o006 | -0249 | 0222 | -0131  -0402 " 0163 | 033  -0185 | -0.004
Acidobacteria_Gp6 [ 0.603 [ 0.252 [ 0.197 T o037 T 0.401 " 0133 ~ o026 0429 " 0017 " -0200 7 -0226 | o038 " 0046 " 0069 " 0533 " 0205 7 -0137 | -03m
Acidobacteria_Gp7 [ -0.14 f -0.258 [ -0.142 " 0004 7 -0149 " 0191 ~ 0043 " 036 " o035 " 0177 7 o007 | -0015 | -0146 | -0208 " 026 02 7 0017 | -0109
Acidobacteria_Gp13 f 0.126 f 0.136 [ 0351 " 0329 T 0.353 " 013 0275 0219 " 0106 0058  -0106 0146 | -0.066 | -0289 " 0131 7 0238 7 -036 | -00m
Acidobacteria_Gp5 1 [ 0.185 [ 0.128 " 008 0.182 " 003 o016 0133 " -0048  -0104 " -0136 | 0275 | 0127 | o272 | " 038 " o031 7 0165 | -0317
Unclassified_Acidobacteria 0.185 1 [ -0.247 " 0213 7 0081 " 0074 0282 0282 " -0186  -0163  -0006  -0072 | -0042 7 o033 " 0283 7 0333 7 -0574 | -0464
Acidobacteria_Gp3 [ 0.128 I -0.247 1 [ 3 [ 0.34 " 0128 o015 " oas1 " o018 7 -0056  -0161 | 0028 | 0124 | -0107 " 0001 7 -0104 7 o006 | 0182
Ascomycota [ -0.086 [ 0.213 [ -0.381 1 T .0784 " 0162 0603  -0274 " 0434 " 0200 " 0314 | 033 " 0224 7 o03: " 0175 7 0221 7 0054 | -0035
Basidiomycota [ 0.182 i -0.081 [ 034 " 0784 1 " 0473 " o551 " 0193 o028  -039%6 ~ -0244 0207 0443 ~ -0087 " 0173 " 0056 | 0179 " -0.072
Unknown_F r -0.034 [ -0.074 [ 0.128 " o012 | 0473 1 " 0453 " o001 " 0133 " o016 | o1 " 0217 " 030 " o017 " 0139 " 0057 " o018 7 o003
Environmental_F [ 0.016 [ -0.282 0.15 " 0603 0551 " 0453 1 7 o3 " oee4 0037 | -0227 " 0603 0015 0393 " 0059 | -034 01 | 0073
Unclassified_F [ 0.133 [ 0.282 0.151 " 0274 0.193 " om 0338 1 " o099 " 0184 " 03% " 033 " o074 02 " 0199 | 0253 033 " 0089
Chytridiomycota [ -0.048 -0.186 0.018 " 043 0.268 " 0133 0664 0099 1 022 0019 o505  -0.081 0232 " 0053 | -0.209 0202 " 016
Glomeromycota [ -0.104 -0.163 -0.056 " 0209 -0.39 I E 0037  -0188 | o022 1 0221 " 0317 | -02s8 0318 " 0302 7 -0167 0303 0118
Blastocladiomycota [ -0.136 [ -0.006 [ -0.161 T 0314 7 0244 " 0101 7 0227 7 03 " 0019 " 0221 1 " 0234 " o062 0285 " 0117 7 0265 7 0123 | 0042
Cryptomycota [ 0.275 [ 0.072 [ 0.028 " .03 T 0.297 " 0217 " o603 0333 " os0s " 0317 | -0234 1 " 01 7 0252 " 0165  -0105 | -0102 | -0.142
Neocallimastigomycota -0.127 [ -0.042 [ 0.124 T 0224 T 0.443 " 0329 7 0015 " 0074 " 0081 " -0258 7 0062 | -01 1 " 02 T " 002 7 o115 7 -0003 7 0047
d7_BR [ 0.272 f 0363 f -0.107 T oz 7 0087 " 0017 7 033 7 02 7 0232 7 -0318 | o028 | 0252 " 0224 1 7 " o038 7 o882 | 0257  Yss2
d7_sM [ -0.15 [ -0.161 [ -0.263 T 014 7 0033 " 0072 7 0114 " 0164 " 033 " 0027 7 -00903 7 o011 7 0047 7 0068 1 " 0149 " 0167 7 0057 | “Mi3s9
d7_PE [ 0.398 [ 0.283 [ -0.001 T o0ars T 0.173 " 0139 ~ 0059 0199 " 0053 " -0302  -0117 | o01es " o002 | o038 7 0149 1 " o548 0262  -0.469
d42_BR [ 0.331 [ 0.333 [ -0.104 " 0221 7 -0056 " 0057 7 w0346 " 0253 " 0200 7 -0167 7 0265  -0105 " 0115 o882 0167 ~ 0548 1 " 0118 " -0634
d42_sMm [ -0.165 [ -0.574 [ 0.06 " w0054 7 0179 " 0128 7 01 " 0339 " 0202 " 0303 " 0123  -0102 " -0093 " -0257 " o057 " -0262 " -0118 1 " 0.604

d42_PE -0.317 -0.464 0.182 -0.035 -0.072 0.034 0073 " 0.089 016 | o118 0042 " 0142 " o047 -0.482 -0.359 -0.469 0634 0.604 1
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Soil microbial diversity drives the priming effect
along climate gradients: a case study in Madagascar
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Nicolas Chemidlin®, Mélanie Leligvre®, Samuel Dequiedt®, Volaniaina H Ramaroson®,
Claire Marsden®, Thierry Becquer®, Jean Trap®®, Eric Blanchart>® and Laetitia Bernard®>®
Laboratoire des Radio-Isotopes, Antananarivo, Madagascar; *INRA, UMR1347 Agroécologie, Dijon, France;
*INRA, Plateforme GenoSol, UMR1347 Agroécologie, Dijon, France; *Supagro, UMR 210 Eco&Sols,
Montpellier Cedex 1, France; *IRD, UMR 210 Eco&Sols, Montpellier Cedex 1, France and *IRD, UMR 210
Eco&8Sols, Laboratoire des Radio-Isolopes, Antananarivo, Madagascar

The priming effect in soil is proposed to be generated by two distinct mechanisms: ‘stoichiometric
decomposition’ andfor ‘nutrient mining’ theories. Each mechanism has its own dynamics, involves its
own microbial actors, and targets different soil organic matter (SOM) pools. The present study aims to
evaluate how climatic parameters drive the intensity of each priming effect generation mechanism via
the modification of soil microbial and physicochemical properties. Soils were sampled in the center of
Madagascar, along climatic gradients designed to distinguish temperature from rainfall effects.
Abiotic and biotic soil descriptors were characterized including bacterial and fungal phylogenetic
composition. Potential organic matter mineralization and PE were assessed 7 and 42 days after the
beginning of incubation with "*C-enriched wheat straw. Both priming mechanisms were mainly driven
by the mean annual temperature but in opposite directions. The priming effect generated by
stoichiometric decomposition was fostered under colder climates, because of soil enrichment in less
developed organic matter, as well as in fast-growing populations. Conversely, the priming effect
generated by nutrient mining was enhanced under warmer climates, probably because of the lack of
competition between slow-growing populations mining SOM and fast-growing populations for the
energy-rich residue entering the soil. Our study leads to hypotheses about the consequences of
climate change on both PE generation mechanisms and associated consequences on soil carbon
sequestration.

The ISME Journal advance online publication, 17 October 2017; doi:10.1038/ismej.2017.178

Introduction

Priming effect is an increase in soil organic matter
mineralization by microorganisms following fresh

decomposition theory’ and ‘nutrient mining theory’
for each mechanism respectively. These authors
showed that the first process is favored by high
nitrogen concentration while the second takes place in

organic matter (FOM) input (Bingeman et al, 1953;
Kuzyakov et al., 2000). After more than two decades of
increasing research effort, PE-generating mechanisms,
determinants and actors still need to be elucidated
(Fontaine et al., 2003; Bernard et al., 2007, 2009, 2012;
Pascault et al., 2013; Chen et al, 2014). Based on a
literature review, Fontaine ef al. (2003) proposed that
PE can be generated by two different mechanisms: (1)
indirectly via collateral damage exerted on soil organic
matter [SOM) by extracellular enzymes released by
FOM feeders, and (2) directly via the co-metabolism of
energy-rich FOM catabolites by SOM feeders who
mine SOM for nutrients. Recently Chen et al. (2014),
used  the denomination of ‘stoichiometric
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case of nitrogen depletion. Therefore, when fresh
carbon inputs are not accompanied by nutrient inputs,
PE should first be generated by stoichiometric decom-
position, followed by nutrient mining after exhaustion
of available nutrients in the soil solution. Other
authors have shown that during PE generation, early
PE corresponded to the mineralization of young, labile
SOM by fastgrowing microbes whereas late PE
targeted old SOM and involved slow-growing popula-
tions (Blagodatskaya et al., 2014; Derrien et al., 2014).
As a consequence, PE generated by stoichiometric
decomposition should result from the activity of
faster-growing microbes than PE generated by nutrient
mining (Fontaine et al., 2003; Chen et al., 2014). Using
the coupling of isotopic and molecular approaches, a
small number of studies have identified phylogenetic
groups involved in the mineralization of wheat
residues and potentially involved in the different PE
processes at different decomposition stages (Bernard
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Priming effect and climate gradients
K Razanamalala ef of

et al., 2007; Pascault et al., 2013). However, except for
the soil nitrogen status, so far no other determinant of
PE-generating processes is known.

The PE has been suspected to increase SOM
mineralization in the context of global warming via
the potential increase in labile carbon (C) inputs by

lants to the soil in response to CO: elevation
Heimann and Reichstein, 2008). However, it is not
known whether temperature elevation (or rainfall
variation) will be able to drive PE through the
selection of different microbial guilds and/or the
modification of the metabolism of the populations.
This question is crucial for soil carbon sequestration,
because if PE generated by nutrient mining leads to
stable SOM depletion, PE generated by stoichio-
metric decomposition can be considered as a
stimulation of the decomposition of young SOM
and therefore a stimulation of the humification route.

The objective of this study was to determine how
climatic parameters drive the capacity of microbial
communities to mineralize organic matters and
generate PE, through one or another previously
described mechanism, in Ferralsols across the centre
of Madagascar. The rapid climate changes likely to
occur in the tropics (Neelin et al., 2006), and the
necessity for soils to sequester carbon and recycle
nutrients from SOM for plant growth justify the need
to deepen the understanding of the drivers and
microbes involved in the generation of PE in the
tropics. Madagascar is a highly relevant region to
study these aspects due to the existence of crossed

gradients of temperature and rainfall on the same
soils (Ferralsols which account for 750 million ha of
world-wide tropical areas and which are strongly
nutrient-depleted) and with the same vegetation type
(natural savannas locally called ‘Bozaka’). Climatic
gradients are useful to project the long-term response
of microbial communities and C turnover under a
situation of increasing temperature or rainfall, that
are particularly difficult to set up in developing
countries. Soil samples were collected under natural
herbaceous savannas along several gradients allow-
ing to separate the effects of mean annual tempera-
ture (MAT) and mean annual precipitation (MAP).
Soils were first characterized on the basis of the most
important biotic and abiotic descriptors: microbial
biomass, diversity and composition, soil texture,
mineralogy, pH, water content, cationic exchange
capacity, bulk density, total C, N, P contents, and
available N and P contents. They were further
incubated for 42 days to assess their capacity to
mineralize wheat straw and SOM and to generate PE
through both previously described mechanisms.

Materials and methods

Experimental site and soil sampling

This study was carried out in the central part of
Madagascar. Hillsides are dominated by Ferralsols
according to the FAO classification and are subjected
to a hot rainy season from November to April and a
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Figure 1 Map of the study region with isohyets. (a: average annual temperature; b: average I precipi )and | of the 40

sampling sites. Climatic data were obtained from the WORLDCLIM database (Hijmans et al., 2005).
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cold dry season from May to October (Figure 1). In
May 2014, soil samples from 41 plots were collected
under similar vegetation (natural herbaceous savan-
nas dominated by the grass Aristida sp., Poaceae).
Plots were located along three national roads
(Figure 1—RN4, RN34 and RN7), allowing effects of
MAT and MAP to be distinguished.

The mean annual temperature and precipitation of
the three climatic gradients ranged from 18.6 to
25.5°C and from 1359 to 1508 mm for RN34, from
17.7 to 26.8°C and from 1327 to 1817 mm for RN4,
and from 16.4 to 22°C and from 779 to 1491 mm for
RN7?. The mean annual temperature and rainfall data
were extracted from the WORLDCLIM database
(Hijmans et al., 2005), obtained from 1950 to 2000,
on the basis of the geographic coordinates of each
sampling point. Unfortunately, no data were avail-
able at this scale for the following 14 years. Climate
studies in Madagascar indicate that between 1961
and 2005, in the Highlands of Madagascar, MAT
increased by 0.02°C per year while MAP slightly
decreased; this tendency is expected to increase
during the next decades (Randriamarolaza, Meteo
Madagascar, unpublished). In each plot, six soil
cores, 0-10 cm depth and 1m apart, were sampled
using a metallic eylinder. One core was used to
measure soil bulk density and other physicochem-
ical parameters. The remaining 5 soil cores were
pooled, sieved at 2 mm, and coarse plant debris were
removed. Composite samples were maintained at
4°C for no =1 week, prior to further fresh soil
incubations and analyses.

Soil characterization

Different soil parameters, that is, amorphous alumi-
num and iron oxide contents and soil pH-H,O in the
0-10 cm horizon were collected from the Madagas-
car soil database. All the other parameters were
measured after our sampling in May 2014. Soil bulk
density and water content were calculated by
weighing fresh and oven-dried bulk soeil cores.
Particle size distribution was determined by the
Robinson pipette method (Pansu and Gautheyrou,
2007). The effective cation exchange capacity (CEC)
was determined by suspending soil in cobaltihex-
amine chloride solution (100mgl=*; 1:10 ratio) at
soil pH and measured by flame spectrophotometry
(Ciesielski et al., 1997). Total carbon (C) and nitrogen
(N) contents were evaluated by dry combustion in a
CHN  analyzer [(PerkinElmer Inc.,, Waltham,
MA, USA).

Soil mineral contents (that is, kaolinite and
gibbsite) were estimated by near infrared reflectance
spectroscopy (NIRS), using the model developed by
Ramaroson et al. (2017).

The nitrate and ammonium (NO; and NH,)
contents, obtained after KCl extraction, were deter-
mined by colorimetry according to the Berthelot
reaction (NH;) and the Griess reaction (NO,)
(Mulvaney, 1986) using an automated continuous
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flow analyser San** (Skalar analytique, France). The
total P content was determined using perchloric acid
attack (Jackson, 1958). The available phosphorus (av
P) content and microbial biomass P (MBP) were
measured using anion exchange resin after a
fumigation-extraction method (Kouno et al, 1995)
adapted from Amer et al. (1955).

Molecular analyses of soil bacterial and fungal
communities
After field sampling, 50g subsamples were main-
tained at 4 °C, transported to France (Genosol plat-
form, Dijon) and lyophilized for further molecular
analyses. Microbial DNA was extracted from 2 g of
lyophilized soil subsamples using the procedure
described in (Plassart et al., 2012). Quantilication of
DNA extracted from soil was used to estimate the
‘microbial molecular biomass’ (MMB) in each sam-
ple, as it corresponds to the amount of DNA
extracted from 1g of soil (Marstorp el al., 2000;
Widmer et al., 2006; Dequiedt ef al., 2011). Quanti-
tative real-time PCR was performed on extracted
DNA to quantify 16 S and 18 5 rDNA gene sequences
(Lienhard et al., 2012; Plassart et al., 2012), which
led to the estimation of the fungal to bacterial ratio
(F:B). For microbial diversity and composition
analyses, banks of 16 5 and 18 S ribosomal sequences
were pre; d prior to pyrosequencing analyses as
dﬂscﬁt\eﬂ-‘: MFE'I.I'UI'I et ]::.;I. (;I;lll], ;‘_u\,:gmsequ}nrmciug
was carried out on a GS FLX Titanium (Roche 454
Sequencing System). Biocomputering analysis of the
sequences was performed using the GnS-PIPE (Terrat
et al., 2012), as described in detail in Tardy et al
(2015). In order to compare the data sets efficiently
and avoid biased community comparisons, the
sample reads were reduced by random selection
closed to the lowest data sets (3000 reads for 16 S-
and 18 S-TRNA gene sequences respectively for each
soil sample). The retained high-quality reads were
used for taxonomy-based analysis using similarity
approaches and dedicated reference databases from
SILVA. Richness and diversity indices (number of
OTUs, Evenness index) were determined at a
dissimilarity threshold of 5%.

DNA sequences were deposited in the European
Nucleotide Archive, under the study accession
number PRJEB19651.

Soil microcosm sef-up and priming effect assessment

To assess the potential capacity of microbial com-
munities to mineralize soil and fresh organic matter
at a similar temperature of 27°C (that is, regular
incubation temperature for tropical soil—Bernard
et al., 2012), fresh composite wirs:imples were used
to fill 2 series of 150-ml plasma flasks with 10g of
equivalent dry soil. The soil water content was
adjusted to 70% of the saturation threshold using
sterile deionized water. Both series were pre-
incubated for 7 days in the dark. Then, one of the
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microcosm series was amended with 7% **C- labeled
wheat straw powder (0.004 g straw per gram of dry
weight soil) characterized by a C:N:P ratio of 108:4:1;
the second series was not amended.

The microcosms of both series were then incu-
bated (open, that is, unsealed) for 42 days. The soil
water content was controlled throughout the incuba-
tion and adjusted with sterile deionized water when
needed to prevent variation in soil moisture. Mea-
surements of CO, emissions (total CO, and “*C-C0,)
were performed on the 7th and 42nd day of the
incubation, to correspond to ‘early” and ‘late” steps of
FOM mineralization and PE. Prior to gas sampling,
the microcosms were flushed with air to renew the
atmosphere and were hermetically sealed for 3 days
before measurements were conducted.

Total CO: and *C-C0; measurements
The total atmospheric CO, concentration was mea-
sured in all microcosms using a micro-CPG (CP-
-4900, Varian, Middelburg, The Netherlands). A 5-ml
volume of the gaseous phase, of the straw-amended
microcosms only, was sampled in Exatainer evac-
pated tubes (LABCO limited, UK) for further deter-
mination of carbon isotopic abundances using IRMS
as described in Bernard et al. (2012).

PE was calculated as follows: PE =total measured

derived CO. (calculated from the “CO0, atomic
percentage, SM for straw mineralization}—total CO,
measured in the non-amended microcosm (BR for
basal respiration).

Statistics

Pearson correlations between all variables were
calculated using XLSTAT software (Addinsoft, Paris,
France). Significance of correlations was tested by
the Bartlett test. All variables correlating to at least
one of the carbon mineralization activities (BR; SM;
PE), positively or negatively, at 7 or 42 days, and at a
signification threshold of 1%, were retained to build
up a principal component analysis (PCA).

Results

Raw data obtained on each sampling plot from the
analysis of all physicochemical and microbial para-
meters are presented in Supplementary Data set 1,
with the principal descriptive statistics. The com-
plete Pearson correlation matrix generated from
Supplementary Data set 1 is presented in Supple-
mentary Data set 2, while the PCA built on variables
significantly (P-values<0.01) correlated to basal
respiration, straw mineralization or PE is shown in

CO, of the straw-amended microcosm—straw-  Figure 2.
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Figure 2 Biplot representation of the Principal Component Analysis (PCA) performed on the 40 biotic and abiotic variables measured on
the 40 soils sampled. The correlation circle of variables was superimposed to the PCA plot. Triangles represent sampling plots; dashed
gray lines represent soil ahiotic variables: dashed black lines represent climatic variables; plain black circles represent hiotic variahles.
Plain black lines represent carbon mineralization activities. Acido, Acidobacteria; avP, available phosphorus; _B, Bacteria; tot, total; BD,
bulk density: BR. basal respiration: MAP, mean annual precipitation; MAT, mean annual temperature; MBP, microbial biomass
phosphorus; MMB, microbial molecular biomass: SM, straw mineralization.
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Soil physicochemical properties

Soils were sampled at 60 to 1600 m a.sl. and were
mainly sandy clay loam or clay textured soils. Mean
metal oxide contents s were 1.3mgg~" soil for
aluminum and 1.6mgg~* soil for iron. Mean soil
carbon content was about 2% with a C:N ratio of 16,
mean mineral nitrogen content was 6mgkg=" soil
and mean available phosphorus was 0.6 mgkg=".
Mean bulk density was 1.3 gcm™?, mean pH 5.5 and
mean CEC 2.7cmolkg=' of soil. Correlations
between soil, site and climate variables are described
in Supplementary Data set 2. Higher altitudes were
characterized by higher clay content, especially of
gibbsite type, higher soil C and N contents and a
higher C:N ratio. By contrast, bulk density, pH and
CEC were lower at these altitudes compared to lower
altitudes—and warmer climates, as altitude was
strongly negatively correlated to mean annual tem-
perature (MAT). Some variables were correlated to
mean annual precipitations (MAP), either positively,
that is, clay content, pH and iron oxides, or
negatively: sand content, soil C:N and available P.
The first axis of the PCA (Figure 2) represented more
than 38% of the total variance and was driven by the
MAT, while the second axis accounted for only 14%
of the total variance and was mainly driven by
the MAP.

Abundance and diversity of bacterial and fungal
communities

The microbial communities from savanna Malagasy
Ferralsols showed an F:B ratio ranging from 0.02 to
0.21 (Supplementary Data set 1). The main bacterial
phyla (>10% of total sequences each) were Proteo-
bacteria, Planctomycetes, Acidobacteria, Actinobac-
teria and Chloroflexi and major fungal phyla were
Ascomycota  and  Basidiomycota.  Unknown
sequences represented 16 and 6% of total bacterial
and fungal sequences, respectively. MAT was posi-
tively correlated to bacterial evenness, Unknown
bacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Acidobacteria-
GP4 and Armatimonadetes (Figure 2, Supplementary
Data set 2). Oppositely, microbial molecular biomass
(MMB—that is, DNA extraction yield), microbial
biomass phosphorus (MBP—giving also an idea of
the physiological status as P enters in DNA and RNA
molecules), the bacterial density assessed by the
number of 16 S ribosomal genes (DNA 16 S), Planc-
tomycetes, all Proteobacteria subgroups and Acid-
obacteria GP-1,-2,-6, were negatively correlated to
MAT. MAP was positively correlated only to
Chloroflexi and negatively to Actinobacteria.

C mineralization

Considering all sampling sites and the whole
incubation  period, basal respiration ranged
between 0.087 and 1.042 pg C-CO, per g soil per h.
Straw  mineralization ranged between 0.242
and 2.634pg CLCO, per g soil per h. The PE

Priming effect and climate gradients
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ranged between —15 and 130% of basal respiration
(Figure 3—Supplementary Data set 1).

Basal respiration did not change over time and was
strongly and negatively linked to MAT (Table 1).
Straw mineralization was strongly and negatively
linked to MAP at 7 days and slightly positively
correlated to MAT at 42 days. PE switched from being
strongly and negatively correlated to MAT at 7 days, to
being positively correlated to MAT at 42 days.

Basal respiration at both incubation dates was
positively correlated to soil clay and gibbsite
contents, C, N and P content and C:N ratio (Table 2
— Supplementary Data set 2). Straw mineralization at
7 days was positively related to soil available P
content and negatively related to pH and iron oxide
content. A positive correlation was visible with
mineral N but was not significant even at a P-value
<0.05 (Supplementary Data set 2). At 42 days, straw
mineralization was positively driven by bulk density
and sand percentage and negatively by initial soil
humidity, iron oxide and C and N contents. PE at
7 days was positively correlated to soil Gibbsite
enrichment, as well as to soil C and N content and C:
N ratio, while the opposite was observed at 42 days
with less significant relationships. Soil microbial
parameters correlated to one or more C mineraliza-
tion activities were MMB, MBP, bacterial density
[DNA 16S), bacterial evenness (Evenness_B) and
many bacterial Phyla or subphyla. Acidobacteria and
Proteobacteria showed no strong relationship with
respiration parameters at the phylum level, whereas
certain lower phylogenetic levels did. Basal respira-
tion was positively correlated to microbial and more
precisely bacterial biomass, initial relative gene
abundance of all Protecbacteria, and Subdivisions 1
and 2 of Acidobacteria (Gpl, Gp2). Straw miner-
alization was positively correlated to Firmicutes and
Actinobacteria at 7 days and to Actinobacteria and
Chloroflexi at 42 days. PE at 7 days was positively
correlated to the same parameters as basal respira-
tion and also to Planctomycetes and Acidobacteria-
GP6. All these correlations were negative at 42 days
and PE was then positively correlated to Unknown
bacteria, Chloroflexi and Acidobacteria-GP4 only. In
contrast to bacterial meters, no fungal parameter
was strongly correlated to any C mineralization
activity.

Discussion

Stoichiometric decomposition vs nuifrient mining

Early PE intensity (7 days) was strongly and
positively linked to basal respiration. Both also
depended on microbial biomass, soil enrichment in
organic matter and its quality informed by the soil
C:N ratio. According to the literature, soil basal
respiration is mainly related to the decomposition of
a high-quality SOM pool (high C:N ratio; Murphy
et al., 2015). Our results suggest that PE generated at
7 days is a stimulation of this high-quality SOM

The ISME Journal

XVI



Annexes

Priming effect and climate gradients
K Razanamelala ef

pg C-C0;. g* soil. bt

pg C-C0;. g* soil. it

pg C-CO,. g* soil. ht

u7d 42d

15

10

05

o0

35

25

15

05

07
05
0.5
04
0.3
0.2
o1
a
0.1
0.2

RM34_2

RN34_3

RN34_&

RN34_T

RN34_8

RN34_9

RN34,10
RN34 13
RNA_36
RN 37
RMA_40
RMA_41
RMA_42
RNA_46
RN a7
RNT_90

N 56
RNA 5T
RNT_BO
RNT 81
RNT 82
RNT 83
RNT_86
RNT_B7
RNT B8
RNT 89
RNT 93
RNT_94
RNT_95
RNT_96
RNT_97

RNT_100

W b
P T T
[
= = =
B oo

ENA 51
LEET
M 55

=]
[
=
=
=

FMN34_1

[

Sampling points

Figure 3 Cumulative histogram plot of (a) basal respiration, (b) straw mineralization and (c) PE at 7 and 42 days of incubation of the

41 sampled soils.

Table 1 Partial comrelation matrix hetween climatic variables, and C mineralization activities registered at both incubation times (7 and

42 days)

Variahles 7d_BR 7d_SM 7d_PE 42d_BR 42d_SM 42d_PE
MAP —0.142 — 0646 —0.071 —0.200 — 0308 0.274
MAT —0.704 —-0.242 —0.537 —0.625 0.322 0.458
t7_BR 1 0.084 0.371 0.883 —0.242 -0.483
t7_SM 0.064 1 0.126 0.182 0.093 -0.357
t7_PE 0371 0.126 1 0.538 —0.269 -0.465
t42_BR 0.883 0.182 0.538 1 —0.104 -0.635
t42_SM -D.242 0.093 -0.269 —0.104 1 0.591
t42_PE -0.483 -0.357 —0.465 - 0.635 0.591 1

Abbreviations: BR, basal respiration: d, days: MAP, mean annual temperature; MAT, mean annual rainfall; PE, priming effect; SM, straw

mineralization. Bold correlation coefficients represent P-values < 0.01, and underlined correlation coefficients represent P-values < 0.05.
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Table 2 Partial correlation matrix between the biotic and abiotic variables, retained to build the PCA (Figure 2), and C mineralization

activities registered at both incubation timas (7 and 42 days)

Variables 7d_BR 7d_SM 7d_PE 42d_BR 42d_SM 42d_PE
BD -0.527 0277 —0.404 —0.444 0.513 0272
Sand —-0.334 0.309 -0.133 —0.188 0441 0.085
Clay 0.390 —-0.204 0.182 0.247 —-0.384 —0.054
Gibbsite D487 —-0.101 0.607 0.490 —0.285 —0.337
Soil humidily 0.528 —0.149 0.300 0.377 —0.675 —-0.372
pH —0.143 —0.487 —0.304 —-0.153 —0.138 0.103
ox Fe 0.050 —0.325 0.260 —0.01z — D426 —-0.019
Tat C D.821 —-0.101 0.486 0.694 —0.339 -0.326
Tot N 0.750 —0.142 0.436 0.620 —0.397 —0.300
Tot P D.423 0.049 0.254 0.302 —0.300 —0.280
Soil C:N D447 0.158 0.332 0.430 0062 -0175
avP 0.281 0.425 —0.055 0.359 0.329 -0175
MBP D.876 — 0.066 0.396 0.831 —0.182 —-0.391
MME 0.757 —0.143 0.406 0.695 — 0405 —D.438
DMA1Gs 0.504 —0.12z2 0.163 0.461 — 0406 —0.393
Evenness_B —D.456 0.150 —0.246 —0.412 —D.080 —0.059
P'lElIll:Inl:nyl::Ellﬂs 0.173 —0.075 0.527 0.198 —0.236 —0.190
Unknown_B —0.747 —0.142 —0.673 —0.758 0.243 D.542
Actinobacteria —0.264 0.394 —-0.263 —-0.102 0.505 0.055
Chloroflexi —-0.672 —-0.399 —-0.457 —0.688 0.385 0.732
ﬂ.lpha-pm‘taahacteﬂu 0.762 0.245 0.696 0804 —-0.203 —-0.547
ﬁcid.oha.cleﬂu_ﬂpl 0.678 0.052 0.304 0.506 —0.465 -0.415
Gummu-pmleoba.claria 0685 0.105 0.415 0.526 -0.314 —0.309
Dﬂhu—pmlﬂnhal:lﬂriﬂ 0.396 —0.025 0.232 0.424 —0.378 —D.447
Burkholderiaceas D.685 0.174 0.230 0.618 —-0.217 —-D.431
ﬁnidﬂh&cleriu_ﬂpz 0.301 —0.330 0.446 0.347 —0.389 —D0.205
ﬁnidﬂh&cleriu_ﬂp& —D.594 —0.309 —0.471 —-0.527 0.z210 0.356
Firmicutes 0.036 0.549 —0.072 —0.008 —0.116 —-0.273
Unclassified_Protechacteria D.498 0.034 0.657 0.662 —0.255 —D.595
Armatimonadetas —D.708 —0.059 —0.447 —0.587 0.0a8 0aA70
ﬁnidﬂh&cleriu_ﬂpﬁ 0.080 — 0022 0.511 0.304 —0.108 —0.346
Unclassified_Acidobacteria 0.343 —0.198 0.291 0.312 —0.586 —D.449

Abbreviations: av, available; B, bacteria; BR, basal respiration; BD, bulk density; d, days; DNA 16 S, number of 16 5 genes; Gibbsite, predicted by
NIRS; MBF, microbial hiomass phosphorus; MMB, molecular microbial biomass; ox Fe, iron oxide measured Halﬂle extraction; SA, straw

mineralization; Tat. total. Bold correlation coefficients represant P-values < 0.01, and underlined correlation coa

mineralization probably due to the extra release of
enzymes by wheat straw decomposers (Fontaine
et al., 2003). In a study by Chen et al. (2014), mineral
N positively drove the intensity of this process
(*Stoichiometry theory’). In the present study, neither
mineral N nor available P drove early PE. Available P
and to a lesser extent mineral N positively drove the
mineralization of wheat straw which induced PE, but
PE intensity was not correlated to straw mineraliza-
tion intensity. PE correlated strongly to soil gibbsite
content. Oxide and hydroxide surfaces (mainly
gibhbsite in our soils) have been shown to sorb large
amounts of dissolved organic matter (DOM), mainly
through ligand exchange (Calvet et al., 2007). There-
fore, in those Ferralsols, stoichiometric PE could
have been limited by the low availability of organic
nutrients associated to the mineral phase. During
alkalinisation of soil solution following SM
[Breemen ef al., 1983), the neutralization of positive
charges in variable-charge soils (Becquer et al., 2001)
could decrease the sorption of DOM (Hunt et al,
2007), as well as those of organic and inorganic
phosphate (Pavinato ef al., 2010).

Late PE intensity (42 days) was inversely corre-
lated to that generated at the earliest step, to basal

ients represent P-values <0.05.

respiration and to some soil parameters (SOM
content, C:N and microbial biomass). Late PE
appeared to be specific to a more stabilized SOM,
and its intensity was positively linked to wheat straw
mineralization. This suggests that late PE was
generated by slow-growing microbes which co-
metabolized wheat straw and SOM, probably mining
for nutrients (Fontaine et al., 2003; Blagodatskaya
et al., 2014; Chen et al., 2014).

Microbial actors of C mineralization processes

The F:B ratio measured in this study was low
compared to other biomes (Fierer et al, 2009),
indicating that the functioning of carbon-depleted
Ferralsols under grass savannas is mainly driven by
the bacterial- rather than by the fungal-energy
channel of the soil food web [Wardle, 2005). Fungi
tend to be better represented and more diverse in
forested soils (Johnson and Wedin, 1997; Imberger
and Chiu, 2001; Fierer et al., 2009).

The present study highlighted the specificity of
various bacterial phylogenetic groups for the decom-
position and mineralization of different types of
organic matter. Wheat straw, the most easily-
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available form of organic matter entering the soil,
appeared to be first mineralized by Firmicutes and
Actinobacteria. Our results are in line with other
studies that used a DNA-SIP direct approach
(Bernard et al., 2012; Pascault et al., 2013). The
Firmicutes are among the fastest-growing bacteria
with 12 copies of the RNA operon in their genome
(Klappenbach et al., 2000), Eut are also endowed
with strong catabolic capacities like phytate hydro-
lyzation (Jorquera et al., 2008). Actinobacteria are
known to have enzymatic activities able to depoly-
merize FOM, such as cellulolytic activities (de Boer
et al., 2005). The late step of wheat straw miner-
alization still appeared related to the initial relative
density of Actinobacterial genes, while Chloroflexi
could also be involved. Chloroflexi are reported to
have a very slow growth rate (Davis et al., 2011) and
to prevail in nutrient poor soils (Janssen, 2006; Will
el al, 2010; Fierer et al, 2012). Moorhead and
Sinsabaugh (2006) have functionally classified
microorganisms on the basis of the lability wvs
recalcitrance status of their respective growth sub-
strates, with (1) opportunists feeding on small labile
molecules, (2) decomposers breaking down poly-
merized vegetal tissues and (3) miners devoted to the
humified stabilizing SOM. According to this termi-
nology, Firmicutes and Actinobacteria could be
qualified as FOM decomposers, and Chloroflexi as
SOM miners.

Basal respiration was positively correlated to the
initial relative density of all Proteobacteria sub-
groups, Planctomycetes and Acidobacteria GP1, 2
and 6. Among these phylogenetic groups, p- and y-
Proteobacteria are overall known to be fast-growing
copiotrophic organisms feeding on labile organic
substrates, and can be qualified as opportunists
[Kla]:lpenbﬂ::h et al., 2000; Fierer et al., 2007; Eilers
et al., 2010). y-Protecbacteria were besides strongly
linked to the soil gibbsite content, supposedly be
associated to proteins and aminoacids (de Junet
et al, 2013). Other subgroups of Proteobacteria,
Planctomycetes and Acidobacteria GP1, 2 and &
can be qualified as SOM decomposers as they are
linked to the mineralization of high C:N SOM which
characterizes poorly-evolved OM like decaying plant
tissues. Most of them appeared to be responsible for
the early PE. At the opposite, some phylogenetic
groups appeared to be inversely correlated to basal
respiration and therefore specific to a more stabilized
SOM: Armatimonadetes, Acidobacteria-GP4, Chloro-
flexi and all the unknown Bacteria. Chloroflexi,
Acidobacteria-GP4 and the unknown bacteria
appeared to be positively linked to PE intensity at
42 days. Acidobacteria-GP4 sequences are known to
correlate negatively with SOM and N (Foesel et al.,
2014) and their only culturable species was isolated
from a semiarid savanna soil in Namibia (Foesel
et al, 2013). This species is able to grow on
protochatechuate, an aromatic substrate, and on
other complex molecules such as chitin and cellu-
lose. As loroflexi and Acidobacteria-GP4 were
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also positively correlated to the late step of wheat
straw mineralization, they can be considered as
miners which use the energy of FOM to mine
humified SOM for nutrients.

These results are based on correlations between
CO, release and gene relative densities in the
pristine soil before incubation. We are aware that
the addition of wheat straw probably initiated
the growth of several populations, tending to
change the biomass and the structure of the
community during the incubation, which could
have distorted our interpretation of results. How-
ever, we assume that such changes should be
somewhat restricted. This postulate is based on
several considerations. First, the wide majority of
soil microbial populations are SOM miners and
therefore slow-growing populations (Ranjard and
Richaume, 2001). These populations are believed
to contribute only to late decomposition of wheat
straw (Blagodatskaya et al, 2014), when large
increases in biomass are not expected. At this
stage straw-derived energy is thought to be
invested in cell maintenance and production of
extracellular enzymes for SOM mining, rather
than in proliferation. In addition, SOM miners,
also described as K-strategists are characterized
by low copy numbers of the ribosomal operon and
thus do not have the cellular capacity to prolifer-
ate, even given high availability of labile sub-
strates (Klappenbach et al., 2000). At the opposite,
respective biomass of fast-growing microbial
populations, like opportunists or some decom-
posers, should be severely controlled by proto-
zoan grazers and nematodes in case of
proliferation (Ekelund and Renn, 1994; Griffiths,
1994; Bonkowski et al., 2000).

Climatic determinants of C mineralization activities

Climate may drive biomass, structure and composi-
tion of microbial communities indirectly by shap-
ing some key soil properties, with consequences on
C-cycling activities. MAT appeared to have a
stronger impact on soil biotic and abiotic variables
than MAP. MAP negatively controlled the early
step of FOM mineralization mainly by its negative
control on available P, and positive control on pH.
As P is poorly available in Malagasy Ferralsols, it is
not surprising that this nutrient could limit the first
mineralization step of a carbon-rich compound.
The negative curreli'ﬂtinu between available P con-
tent and MAP likely originates from the increasing
P sorption by Fe and Al oxyhydroxides resulting
from higher weathering rates and silica leaching
(Schaefer et al., 2008). Also, the decomposition of
fresh and complex organic matters is carried out by
extracellular enzymes whose activities strongly
depend positively or negatively on pH, especially
in Malagasy Ferralsols (Kedi et al., 2013). And pH
in highly weathered soil tends also to increase to
values close to the zero-point charge of Fe and Al
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oxides (between 6 and 7; Schaefer et al., 2008). At
the last incubation point, wheat straw mineraliza-
tion was mainly controlled by soil texture, with
higher mineralization rates in sandy soils as
usually described in the literature (Saggar et al.,
1996; Freseth and Bleken, 2015).

The negative control of MAT on basal respiration
and early PE appeared to be linked to the amount
and quality of § M. Temperature is known to drive
positively the turnover of organic matter (Davidson
and Janssens, 2006), while negatively affecting grass
productivity in African savannas (Gao et al., 2016).
Therefore, considering that MAT reduces FOM input
while promoting its decomposition rate, the reduc-
tion of the high-quality SOM pool in warmer regions
seems coherent. This was accompanied by the
reduction of the density and physiological status
(MBP) of microbial communities, and by the the
reduction in size of the opportunist and decomposer
guilds. Conversely, late PE, thought to follow the
nutrient mining theory, increased with MAT because
of this high-quality SOM depletion leading to the
predominance of slow-growing miners. With less
competition from opportunists and decomposers,
miners should have more access to FOM energy for
nutrient mining (Fontaine et al, 2003). Basal
respiration and PE (early and late), when expressed
as the ratio of C-CO, to total soil carbon or to
microbial molecular biomass instead of to gram of
soil, did all strongly and positively correlate to MAT
(data not shown). Such a ratio of CO. evolution to
soil C or microbial biomass should be inversely

related to the microbial Carbon Use Efficiency (that
is, CUE: Growth/uptake—Geyer et al., 2016). And
CUE has been shown to decrease with a change of
microbial community composition from r to K
strategist dominance (Blagodatskaya et al, 2014).
Therefore, the positive correlation we observed
between relative SOM mineralization (also PE,
whatever the process implied) and MAT, should be
just linked to the spatial variations of the microbial
community composition.

If we transpose our observations in a context of
global warming, the negative relationship between
MAT and soil basal respiration could fit with the
microbial thermal adaptation response observed in
several warming studies (Luo et al., 2001; Rustad
et al., 2001; Eliasson et al., 2005). Moreover, our
study brings new elements with the suggestion that
PE generated by stoichiometric decomposition
should follow the same trend of attenuation as
basal respiration. Conversely, PE generated by
nutrient mining should increase, because of less
competition between SOM decomposers and SOM
miners for FOM. Therefore, the stabilizing SOM
pool may become more sensitive to C-rich residue
amendment in a context of long-term temperature
elevation.

Conclusion

Our observations have been synthesized in a con-
ceptual scheme (Figure 4), which is an adaptation of
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that presented by Chen et al. (2014). In Malagasy
Ferralsols, the first steps of decomposition of a fresh
plant residue seems to be controlled by edaphic
meters (available P, pH and bulk density),
iving the synthesis, the activity and the diffusion
of extracellular enzymes, and by the population
density of specialized decomposers (Firmicutes and
Actinomycetes). All these biotic and abiotic factors
seem to depend partly on annual preci}:]litﬂtiﬂns and
partly on soil texture, leading to the highest FOM
mineralization in sandy soils submitted to hot and
dry climates. In clayey soil submitted to a colder and
more humid climate, the lower efficiency of FOM
decomposition should foster the accumulation of
high-quality SOM and support a denser community
of microbial opportunists and decomposers. Mean
annual temperature is also the main climatic driver
of PE mechanisms through the selection of specia-
lized populations (high-quality SOM decomposers
under colder climates and co-metabolizer miners
under warmer climates). Therefore, colder sites,
richer in high-quality SOM, promote a PE generated
by the ‘stoichiometry theory’ mechanism while
warmer sites promote a PE generated by the ‘nutrient
mining theory’.
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Annexe 4 : Chapitre Ill en photographies

(A) Matériels de prélevement de sol
(B) Mise en sachet des 3 sols
(C) Sol noir tamisé a 2 mm

(D) Sol rouge tamisé a 2 mm

(E) Sol jaune tamisé a 2 mm
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Annexe 5 : Figures et tableaux supplémentaires pour le chapitre Il
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Figure A1 : regression between phyla and granulometric organic matter fractions over the 3 studied soils.
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Table A6 : Mean values and standard deviations of parameters measured during the incubation kinetics, in the
control and the substrate amended treatment. Each value was calculated on measures obtained from triplicated

flasks.
Treatment Incubation time 7 days 42 days
Soil Black soil Red soil Yellow soil Black soil Red soil Yellow soil

control Variable unit Mean +SD j Mean +SD j Mean +SD | Mean *SD ; Mean *SD j; Mean *SD
available P mg Kg soil ™ 1.267 0.152 0.652 0.095 2.276 0.077 1.169 0.089 0.538 0.124 2.358 0.184
N-NH4 mg Kg soil™ 1.652 0.150 2.320 0.150 1.977 0.066 2.279 0.305 2.768 0.229 2.099 0.259
Basal respiration mg C-CO. ht kg soil™ 0.491 0.016 0.899 0.036 1.061 0.064 0.319 0.034 0.764 0.006 0.725 0.015
Alphaproteobacteria % 17.308 0.374 21.510 0.031 25.914 0.748 14.573 0.254 19.036 1.465 21.039 1.627
Betaproteobacteria 8.323 0.402 3.519 0.398 2.357 0.198 8.310 0.275 3.368 0.308 3.207 0.242
Deltaproteobacteria 3.721 0.030 2.934 0.135 2.037 0.100 3.509 0.153 2.991 0.308 2.305 0.062
Gammaproteobacteria 2.998 0.151 1.558 0.036 1.087 0.012 2.888 0.140 1.806 0.143 1.125 0.072
Actinobacteria 13.437 0.887 18.640 0.5%94 22.255 0.706 11.275 1.243 15.084 0.743 19.350 0.891
Acidobacteria 17.915 0.751 ; 10.744 0316 ; 13.020 0.591 | 21.228 0.100 ; 12.486 0.403 ; 17.692  0.858
Chloroflexi 12.974 1.203 14.865 0.811 13.975 0.712 13.246 0.277 15.909 0.643 15.334 1.506
Verrucomicrobia 3.345 0.235 9.637 0.799 5.299 0.254 3.913 0.691 13.717 0.826 6.969 0.333
Firmicutes 9.306 0.461 7.927 0.567 6.768 0.294 8.583 0.304 6.827 1.020 6.130 0.313
Gemmatimonadetes 4.959 0.161 3.568 0.090 3.072 0.209 5.108 0.243 3.136 0.197 3.381 0.074
Planctomycetes 3.067 0909 ; 2.065 0124 ; 2.886 0344 | 4.453 0523 ; 1974 0157 ; 1690  0.523
Bacteroidetes 1100 0.076 ; 2.046  0.144 ¢ 0514 0075 | 1.410 0.266 ; 2.505  0.118 ; 0.661  0.218
Fusobacteria 0.549 0028 ; 0160 0013 ; 0.181 0.008 | 0398 0.088 ; 0.258 0061 ; 0273  0.019
Cyanobacteria 0.143 0020 ; 0301 0058 j; 0.131 0.003 | 0.18  0.008 ; 0.385  0.106 ; 0.194  0.041
Nitrospirae 0.505 0031 ; 0123 0018 j; 0.155 0.015 | 0.472 0.041 ; 0.192 0018 ; 0327  0.010
Cand. saccharibacteria 0.057 0011 ; 0289 0002 j 0250 0.017 | 0.042 0.004 ; 0.108 0016 ; 0.111  0.017
Chlamydiae 0.156  0.046 ; 0.031  0.006 ; 0.022  0.010 | 0.287 0.052 ; 0.059  0.015 ; 0.013  0.006

Glucose
available P mg Kg soil 0.819 0066 ; 0439 0009 ; 1655 0.196 | 1.087 0.186 ; 0.479  0.099 1.9 0.098
N-NH4 mg Kg soil™ 1.711 0.104 1.229 0.029 1.759 0.094 1.891 0.048 2.387 0.311 2.515 0.055
Substrate mineralization mg C-COz ht kg soil™* 0.107 0.065 0.431 0.11 0.288 0.143 0.061 0.013 0.043 0.044 0.065 0.057
Priming Effect mg C-COz ht kg soil™* 0.343 0.122 0.102 0.049 0.445 0.098 0.084 0.035 0.123 0.054 0.194 0.088
Alphaproteobacteria % 15.564 0.157 19.716 0.933 22.292 0.777 13.36 0.46 18.024 2.138 20.438 2.182
Betaproteobacteria 14.049 0.16 4.791 0.344 6.026 0.064 13.854 0.888 4.377 0.282 4.466 0.259
Deltaproteobacteria 3.712 0.073 2.765 0.116 1.933 0.16 4.167 0.253 3.882 0.045 3.185 0.245
Gammaproteobacteria 2.523 0.13 1.761 0.078 1.118 0.162 2.892 0.153 1.78 0.133 1.102 0.038
Actinobacteria 18.476 0.236 20.023 0.807 23.53 1.647 12.451 0.683 15.796 0.961 19.245 1.278
Acidobacteria 14.52 0.278 10.501 0.233 12.016 0.671 19.277 0.041 13.534 1.727 17.429 1.391
Chloroflexi 9.357 0.05 ; 14.441  1.188 ; 13.879 2041 | 12.46 0.5 15.578  0.832 ; 14.746  2.285
Verrucomicrobia 2421 0023 ; 9.858 0552 ; 5277 038 | 3.153  0.089 ; 10.367 1.823 ; 7.053  1.006
Firmicutes 7.959 0207 ; 6985 0095 ; 6239 0208 | 7.688 0254 ; 7.753  0.893 ; 5307  0.399
Gemmatimonadetes 3.628 0184 ; 3378 0194 ; 2739 0189 | 4.112 0.13 3486  0.234 | 2.822  0.089
Planctomycetes 3.062 0336 ; 2.113 0.05 3262 0.074 | 3364 0264 ; 1901  0.266 2.24 0.264
Bacteroidetes 1.8 0.034 y 2545  0.176 0.74 0.232 | 1.656 0308 § 2395  0.645 ; 0.681  0.066
Fusobacteria 0378 0038 ; 0163 0021 ; 0.167 0.011 | 0441 0076 ; 0209  0.107 ; 0304  0.018
Cyanobacteria 0.35 0.045 § 0387 0008 ; 0232 0021 | 0166 0033 ; 0381  0.028 ; 0231 0.05
Nitrospirae 0309 0072 ; 0082 0009 j 0.128  0.024 0.44 0.012 0.16 0.024 y 0308  0.051
Cand. saccharibacteria 1.59 0.074 0.372 0.021 0.34 0.073 0.104 0.029 0.127 0.018 0.11 0.023
Chlamydiae 0.194 0.019 0.045 0.006 0.022 0.009 0.285 0.011 0.081 0.003 0.074 0.036

Rice

available P mg Kg soil ™ 2.885 0.226 1.343 0.06 4.219 0.127 2.213 0.133 1.013 0.017 3.381 0.196
N-NH4 mg Kg soil™ 2.753 0.123 3.874 0.208 2.486 0.025 5.093 0.11 2.36 0.47 3.526 1.358
Substrate mineralization mg C-COz ht kg soil™ 3.296 0.09 3.819 0.043 3.63 0.116 0.591 0.023 1.285 0.049 0.998 0.084
Priming Effect mg C-COz ht kg soil™ 0.149 0.081 0.4 0.058 0.298 0.083 0.103 0.043 0.265 0.047 0.117 0.029
Alphaproteobacteria % 16.195 0.654 20.786 0.786 24.293 0.483 13.977 1.597 18.425 1.409 22.922 1.092
Betaproteobacteria 15.676 1.325 11.13 0.101 7.292 0.55 10.84 0.24 5.125 0.158 4.022 0.064
Deltaproteobacteria 3.202 0.225 2.278 0.149 1.685 0.072 3.384 0.085 3.729 0.089 2.801 0.425
Gammaproteobacteria 3.157 0.191 2.085 0.108 1.263 0.019 3.938 0.06 2.457 0.035 1.856 0.042
Actinobacteria 14.653 1.071 17.096 0.837 19.272 0.669 12.79 1.615 14.393 0.659 17.863 1.366
Acidobacteria 16.334 1.375 9.892 0.817 13.011 0.465 19.755 0.352 12.942 0.405 17.293 0.947
Chloroflexi 10.095 0.497 12.217 0.24 13.74 0.878 10.547 1.245 14.774 1.037 13.032 1.225
Verrucomicrobia 2.667 0.392 8.904 0.384 5.702 0.443 4.071 0.988 11.148 0.307 7.074 0.526
Firmicutes 7.149 0054 ; 6.823 0898 ; 5852 0313 | 7326 0217 ; 7.176 0.19 5354  0.337
Gemmatimonadetes 3.63 0.413 2.39 0.377 2.468 0.133 5.253 0.495 2.615 0.183 2.612 0.146
Planctomycetes 2.805 0337 j 1576 0234 ; 3.196 0467 | 3.092 0103 ; 2251 0667 ; 2103  0.322
Bacteroidetes 2826 0549 ; 3.587 0314 ; 1.102 0.012 | 2.788  0.017 j 2.695 0412 ; 1.216  0.304
Fusobacteria 0.553 0.107 0.237 0.029 0.249 0.004 0.769 0.047 0.365 0.025 0.671 0.022
Cyanobacteria 0.252 0.045 0.472 0.037 0.152 0.033 0.217 0.026 0.373 0.037 0.161 0.036
Nitrospirae 0.359 0.026 0.089 0.027 0.11 0.002 0.44 0.054 0.212 0.032 0.344 0.072
Cand. saccharibacteria 0.174 0.056 0.344 0.04 0.44 0.061 0.076 0.017 0.222 0.011 0.123 0.038
Chlamydiae 0.163 0.016 0.037 0.012 0.022 0.008 0.218 0.045 0.159 0.041 0.044 0.006

Wheat
available P mg Kg soil 1.976 0.187 0.992 0.113 3.38 0.232 2.008 0.064 0.778 0.062 2.875 0.082
N-NH4 mg Kg soil™ 4.475 0.338 2.532 0.347 4.162 0.117 3.08 0.125 4.222 0.519 3.397 0.424
Substrate mineralization mg C-COz ht kg soil™ 3.439 0.173 3.231 0.105 3.666 0.047 1.006 0.067 1.492 0.037 1.114 0.035
Priming Effect mg C-COz ht kg soil™ 0.11 0.242 0.297 0.037 0.501 0.066 0.133 0.044 0.321 0.028 0.238 0.032
Alphaproteobacteria % 13.638 0.47 15.511 2.019 21.109 0.781 15.048 0.699 17.424 0.674 22.953 1.749
Betaproteobacteria 24.651 5.026 24.431 3.203 14.878 0.82 12.939 0.844 9.281 0.716 5.824 0.728
Deltaproteobacteria 3.104 0.516 2.814 0.304 2.061 0.198 3.573 0.214 4.342 0.03 4.213 0.154
Gammaproteobacteria 2.854 0.17 3.331 0.307 1.671 0.087 3.821 0.304 2.732 0.05 1.931 0.209
Actinobacteria 22.97 6.168 13.481 3.288 21.095 0.491 12.382 0.662 13.702 0.452 20.154 1.392
Acidobacteria 10.028 2.193 9.252 1.347 10.837 0.806 19.425 0.529 12.615 0.497 15.64 1.903
Chloroflexi 6.428 0.407 7.91 0.685 10.38 0.561 10.399 1.384 12.076 0.495 9.967 1.564
Verrucomicrobia 1.441 0423 | 7.707 1.66 4299  0.183 | 3.558 051 § 11.441 0.862 ; 6.013  1.065
Firmicutes 5.677 0.2 5.679 0.571 5.816 0.174 6.462 0.267 7.546 0.589 5.487 0.163
Gemmatimonadetes 2973 0.926 1.898 0.262 2.372 0.041 4.11 0.142 2.403 0.131 2.377 0.187
Planctomycetes 1.977 0.631 1.132 0.414 2.034 0.34 3.409 0.462 1.587 0.399 2.187 0.715
Bacteroidetes 2.68 1.097 5.573 0.821 2.363 0.277 271 0.318 3.026 0.165 1.518 0.269
Fusobacteria 0.425 0.052 0.239 0.052 0.221 0.019 0.722 0.024 0.458 0.062 0.64 0.047
Cyanobacteria 0.41 0.024 0.533 0.038 0.232 0.043 0.274 0.041 0.49 0.05 0.305 0.063
Nitrospirae 0.244 0.071 0.073 0.01 0.123 0.01 0.46 0.086 0.232 0.018 0.315 0.06
Cand. saccharibacteria 0.336 0.111 0.33 0.06 0.374 0.064 0.041 0.01 0.153 0.017 0.102 0.037
Chlamydiae 0.077 0.034 0.032 0.024 0.036 0.016 0.315 0.067 0.09 0.014 0.027 0.018
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Table A2 : Partial Pearson correlation matrix between main bacterial A-phyla and substrate mineralization or
induced PE. A-phyla correspond to the difference between the percentage of phylum affiliated sequences in the
amended treatment vs the control treatment.

Glucose treatment
Substrate

Rice treatment

Substrate

Wheat treatment

Substrate

Mineralization PE mineralization PE mineralization PE
A-Phylum 7 days 42 days 7 days 42 days 7 days 42 days 7 days 42 days 7days 42days | 7days 42 days
A-o-proteobacteria -0.233 -0.335 | -0.599 0.299 0.115 0.049 0.104 -0.231 0.352 -0.543 -0.178 -0.383
A—B—proteobacteria -0.756 0.123 0.554 -0.468 0.068 -0.502 -0.139 -0.114 -0.579 0.498 -0.520 0.227
A-3-proteobacteria -0.350 0.123 0.074 -0.071 -0.267 0.763 0.169 0.538 0.152 0.403 0.661 0.569
A-y-proteobacteria 0.672 -0.037 | -0.446 0.182 0.515 -0.795 0.664 -0.466 | -0.426 -0.047 0.196 0.074
A-actinobacteria -0.648 -0.103 0.098 -0.358 | -0.615 -0.513 -0.557 -0.258 0.052 -0.698 | -0.214 -0.651
A-acidobacteria 0.779 0.075 -0.267 0.147 0.173 0.775 0.360 0.650 0.020 0.592 0.370 0.576
A-chloroflexi 0.646 0.137 -0.007 -0.172 0.178 0.359 0.012 0.279 0.584 0.062 0.478 -0.211
A-verrucomicrobia 0.408 0.350 -0.121 0.200 0.036 -0.671 0.136 -0.664 0.514 -0.575 0.177 -0.402
A-firmicutes 0.346 -0.280 0.218 -0.129 0.621 0.668 0.523 0.588 0.427 0.810 0.722 0.689
A-gemmatimonadetes 0.563 -0.337 | -0.288 0.191 0.080 -0.583 0.381 -0.181 0.299 0.461 0.849 0.417
A-planctomycetes -0.045 -0.197 0.173 0.735 -0.038 0.738 -0.206 0.483 -0.063 0.057 0.348 0.344
A-bacteroidetes -0.293 0.362 -0.164 -0.189 -0.252 -0.818 -0.108 -0.534 | -0.314 -0.677 | -0.199 -0.610

Bold. underlined and italic correlation coefficients represent P-values < respectively to 0.01. 0.05 and 0.1

XXVII




Annexes

Annexe 6 : Chapitre IV en photographie

Photographies de la campagne d’échantillonnage dans la région Itasy
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