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Introduction: microbiologie
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Apercu: Bactéries (1-10 [Um)
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J.B. Nardi (2007) Life in the soil. The University of Chicago Press, Ltd., London.



Apercu: Archaea (1-10 um)

10 ym

J.B. Nardi (2007) Life in the soil. The University of Chicago Press, Ltd., London.



Apercu: Champignons (diameétre: 2-10 um)
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Medical Microbiology, 1990, Murray, et al.




Les actinomycetes sont des bactéries!
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Microellobosporia Streptoverticillium

J.B. Nardi (2007) Life in the soil. The University of Chicago Press, Ltd., London.



Apercu: microalgues du sol (1-30 Um)
I

Dictyosphaerium Oocystis

lzzopm.' :

~ Shewington Pond, Oct. 2000. J. Kinros:
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protozoaires (10-50 Um)

Apercu




Apercu: nématodes (long.=80um-8ml)

5. Jeffery, C. Gardi, A. Jones, L. Montanarella, L. Marmo, L
Miko, K. Ritz, G. Peres, |. Rémbke and W. H. van der Putten
(eds.), 2010, European Atlas of Soil Biodiversity. European

Commission, Publications Office of the European Union,
Luxembourg.
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FIGURE 7.5 Head structures of a range of soil nematodes. (a) Rhabditis (bacterial feeding); (b)
Acrobeles (bacterial feeding); (c) Diplogaster (bacterial feeding, predator); (d) tylenchid (plant feeding,
fungal feeding, predator); (e) Dorylaimus (feeding poorly known, omnivore); (f) Xiphinema (plant
feeding): (g) Trichodorus (plant feeding); (h) Mononchus (predator) (from Yeates and Coleman, 1982).

Soil Microbiology, Ecology and Biochemistry, 3rd edition (2007)
Academis Press, Ed. Eldor A. Paul




Introduction: microbiologie
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Les microorganismes du sol

Phylogénie des microorganismes du sol
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Microbiologie et écologie microbienne
s

Microbiologie Ecologie microbienne
Communavuté
microbienne

Facteurs Autres
abiotiques organismes

ECOSYSTEME

Microorganisme




Les éres de I'écologie microbienne
2

First symposium of  First manual of First scientific journals
microbial ecology  microbial ecology  Appl. Environ. Microbiol.

Brock and o ,
Microbiol. Ecol. omic era
1st ISME .
1 1 1 1 1 B emceeseeesmemae hime
I | | 1] | T T | |
957 1966 1970 1974-76 1980 1990 19%8 nowadays
Integration level of studies in microbial ecology:
Individual level
(monoxenic culture)
POpulatiOﬂlE\l’e| mm AN NN NN -
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Link between genetic and functional diversity ===s=sssssssssssssnsde

Methodological developments:

Development of culture media for isolating microbial arganisms

Y

2-D gel Mass Bio
electrophoresis PCR Spectrometry informatic Genomic
Development of molecular | | | I | -
biology and biochemistry DMA-SIP -

Metagenomic
Development of methodologies to extract, amplify
clone and sequence DNA from microbial communites

¥

Metatranscriptomic

 J

Metaproteomic
P.A. Maron et coll. (2007) Metaproteomics: A New Approach for Development of methodologies to extract, amplify |

and sequence RNA from microbial communities
Studying Functional Microbial Ecology. Microbial Ecology i

Y



Abondance des microorganismes dans le sol

1 gramme de sol contient:
107 bactéries (qq Mg pn)
Plusieurs km d’hyphes




Abondance des microorganismes dans le sol
s

La biomasse microbienne des sols

Occupation du sol Concentration
moyenne en ADN
microbien
(Mg/g de sol
Prairie 12
Forét 10
Cultures 9
Autres (milieux 8
naturels, parcs
urbains)
Vignes et vergers 6

Texture des sols, teneur en carbone

Quantité d'ADN
(P9/g de sol)
M Plus de 14
M Entre 11 et 14
™ Entre 9 et 11
Entre 6 et 9
Moins de 6

Source : © Inra Dijon, plateforme GenoSol - Gis Sol, 2012.
Traitements : Gis Sol - SOeS, 2012.

organique et en azote, pH, occupation et
usage du sol



Diversité structurelle
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Hypothetical species/sample size relationships for soil organisms and vegetation cover
affecting soil habitats. (Adapted from Bardgett et al. 2005)



Une diversité inexploréelll
S

B Nombre d’espéces décrites Nombre d’espéces estimé
1 |
Vertébrés
Lombrics 0 %
Protozoaires 20 %
Champignons 4,7 %
Bactéries 0,1%

1 000 10 000 100 000 1 000 000 10 000 000



Roles dans I'écosystéme

s 2 The Soil Food Web

Arthropods
ﬁma&o«hs o
Root-feeders

Shredders /_\

Arth ds
N~ Predators.
Nematodes
Fungal-and
bacterial-feeders
. /Hﬁtm
) Predators

2

Amaebian, fagalist .

moebae, es,

metabolites from plants, and ciliates Animals

animals, and microbes.

First trophic level:  Second trophic :  Third trophic level:  Fourth trophic level:  Fifth & higher

Photosynthesizers Decomposing Mutualists  Shredders Higher level predators trophic level:
Pathogens, Parasites Predators Higher level predators
Root-feeders Grazers

Bactéries et champignons, en tant qu’acteurs majeurs de la
décomposition, sont a la base de la chaine trophique des sols.



Diversité fonctionnelle
e

able 3.2. Essential ecosystem services provided by soil biota (modified from Bunning and Jiménez, 2003)

Bacteria, fungi and actinomycetes (primary decomposers). Meso- and macrofauna such as various saprophytic and litter feeding
Decomposition and cycling of organic matter inverteprates (detritivores) including earthworms (e.g. Lumbricus rubellus, Lumbricus terrestris, Eisenia fetida, Allolobophoridella
andrei), ants, (Formicidae sp.), Collembola (Folsomia candida, Protaphorura fiata, Proisotomea minuta) and mites (Acari)

Mostly microorganisms like mycorrhizae, actinomycetes, nitrogen fixing bacteria (Rhizobia sp., Azotobacter sp., Frankia, Klebsiella
Regulation of nutrients availability and uptake cyanobactenia) and bacteria that mineralize nitrogen (Nitrosomonas, Nitrososbira, Nitrosococcus, Mitrosolobus, Streptomyces,
MNocardia. Mitrobacter. Nitrosping, and Nitrococcus ), some soill and litter teeding invertebrates such as ants and earthworms

Bacteria (e.g. Pseudomonas chlororabhis. Pseudomenas fluorescens. Bacillus thuringiensis): funei (e.2. Beauvaria bassiana. Arthrobotrys
Suppression of pests and diseases dactvloides. Irichoderma harzianumy), nematodes (e.g. Steinernema carpocapse), Collembola, earthworms and decomposers as
well as predators (e.g. predatory mites, centipedes or beetles)

Maintenance of soil structure and regulation of seil | Bioturbation by invertebrates such as earthworms (e.g. Lumbricus sp.), ants (Formicidae sp.), termites (macrostructure) and plant
hydrological processes roots, mycorrhizae and some other microorganisms (microstructure)

Mestly microorganisms and plant roots, some (organic) carbon protected in biogenic aggregates made by earthworms, ants or

Gas exchanges and carbon sequestration
termites

Soil detoxification Mostly bacteria (e.g. Pseudomonas sp., Micrococeus sp.) or fungi (Coniochaeta ligniaria)

Plant roots, rhizobia. mycorrhizae. actinomycetes, pathogens, phytoparasitic nematodes, rhizophagous insects, plant growth

Plant growth control . ) ) ) )
promoting rhizosphere microorganisms, biocontrol agents

Pollination of horticultural crops Soil-nesting insects such as solitary bees (Peponapis pruinosa)
5. Jeffery, C. Gardi, A. Jones, L. Montanarella, L. Marmo, L -
Miko, K. Ritz, G. Peres, |. Romblke and W. H. van der Putten LU R
{eds.), 2010, European Atlas of Soil Biodiversity. European o
Commission, Publications Office of the European Union
- : - EUROPEAN COMMISSION

Luxembourg.



n Plan du cours

ntroduction: écologie microbienne & sol
. Le cycle du C
l. Le cycle de N

ll. Interactions microorganismes-plantes



- Plan du cours

Introduction: écologie microbienne & sol
l. Le cycle du C
. Le cycle de N

. Interactions microorganismes-plantes

IV. Dépollution



Le cycle du C: vision globale
o

Le sol:

1 Carrefour de flux

1 Réservoir

S. |effery, C. Gardi, A. Jones, L. Montanarella, L. Marmo, L
Mike, K. Ritz, G. Peres, |. Rombke and W. H. van der Putten
(eds.), 2010, European Atlas of Soil Biodiversity. European
Commission. Publications Office of the European Union.



Cycle du C: zoom sur le sol

|

=
=

4 entrées de C dans les sols:
Litiere de parties aériennes végétales
- Exsudats racinaires
- Litiére de racines

Photosynthése microbienne
l

Keatucky — Lead Missourt lodias  Compaw Porcupine  Weath  Praiie  Big Bloe Pate Prairie Side Onts Fabse Switeh White Vit Renin Perple Sune Cy Buffalo
Bloe Grass  Plast Goldenvod Grass Phane Grass Aster  CordGram  Seem Purple Dropseed Gramusa Beaciet Gram Wild lodigs Rine Stem Weed Prairie Grass Gran
Pou  Amwphs  Soiknw  Sophasrum  Siphww S Aver  Spartma Andropeyon  Coaeflower Spornbolis Boweows  Kukwia Ponicum Bapaisia Prea— Siiplosn Claver  Koelia Liw Buchioe
Profenslh  comencens micowrAT At Lacisisram  sparie ericoides  pectimats perandu Fohmoces enils WA R~ lewcamha oo ’ orisieny
poltata pupurcum
Root Systems of Prairie Plants Conservation Research Institute

Hed Newws 1995
®



Cycle du C: zoom sur le sol

Respiration

Fixation par
microorganismes
autotrophes

Substances

humiques
Organismes du sol



Cycle du C: MO entrant dans le sol
S

MO

soluble Extensin/arabimosidas

Hemicellulose

Cellulose
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Hémicellulose:
Polymére branché de pentoses

(xylose, mannose, galactose,

rhamnose, arabinose)
Galluh::aa microfibril




Cycle du C: décomposition

CO, — RESPIRATION
Polyméres - HUMIFICATION

Biomasse microbienne
ASSIMILATION

9) 1 2 Temps (années)



Cycle du C: décomposition

-
Phase 1:

O MO soluble, faible poids moléculaire, facilement
dégradable

O Croissance de microorganismes variés

O Dégagement de CO,



Cycle du C: décomposition

CO, — RESPIRATION
Polyméres - HUMIFICATION

Biomasse microbienne
ASSIMILATION

9) 1 2 Temps (années)



Cycle du C: décomposition

I
- Phase 2:

0 Dégradation cellulose /hémicellulose

O Excrétion d’enzymes extracellulaires par Fungi cellulolytiques et
bactéries: Bacillus, Cellulomonas, Pseudomonas

| oo @ @

l B-Glucosidase

l Cellobiohydrolase

W Cellobiose

l Endoglucanase



Cycle du C: décomposition

Phase 2:

0 Dégradation cellulose /hémicellulose

O Excrétion d’enzymes extracellulaires par microorganismes
cellulolytiques: Fungi et bactéries

SAM 4?;‘.’,{
=204 ,\w”‘:.' =
Aspergillus (aérobie) Bacillus,
Anaeromyces (anaérobie) Cellulomonas




Cycle du C: décomposition

CO, — RESPIRATION
Polyméres - HUMIFICATION

Biomasse microbienne
ASSIMILATION

9) 1 2 Temps (années)



Cycle du C: décomposition

-~
Phase 3:
0 MO récalcitrante, hé’rérogéne (lignine mais aussi cires, résines)

O Aérobie

O Lente
O Nécessité de sources de C complémentaires

O Champignons et actinomycétes lignolytiques excrétent
des enzymes extracellulaires : polyphénoloxydase et
peroxidase (Basidiomycétes, Ascomycetes)



Cycle du C: décomposition

Composés C assimilé C respiré (CO,)
organiques simpl: Fungi
sucres, protéine

Bactéries

aérobies

Bactéries
anaérobies

Champignons et bacteries



OH

_ S
Polyphénol
oxydase
R R
| |

Composé Quinone Substance

Litieres + exsudats phénolique humique

(

Composés Composés
organiques simple-- aminés

sucres, protéines Composeés
phénoliques

. Polyphénols
Composés 7P
récalcitrants
(lignine, cire, résine)
Quinones

Humus

Champignons et bactéries



Substances humiques: définition
S

Substances humiques ~ composés humiques ~ humus,

regroupent:
~~
O Acides fulviques Noyaux condensés reliés par des
. . et portant des
O Acides humiques _ > portar
groupes fonctionnels & caractere
0 Humines acide (-COOH, -OH)
-’
HC=0
COCH  COOH (HC-OH), ¢
" H—Elim H =0 o 0" o COOH OH cooH  GHZOF
GD—ﬂ g \cr + O HoOG Chz CH CHs
RN e S oS S s aana CIT o
‘”;Q*G HooC CHz CHOH
o FH COOH OH  CH—¢” “COOH
R—CH v oH ]
é=c. {pephds) Model structure of fulvic acid by Buffle

BAodel structure of hambc ackd (Stevenson 15532)




Substances humiques: propriétés

Acides fulviques Acides humiques Humines

Degré de polymérisation

300 000

2 000 Masse moléculaire

45% Teneur en carbone 62%
48% Teneur en oxygéne 30%
1400 « Exchange acidity » 500

Solubilité

D’aprés Stevenson, 1985



Substances humiques: fractionnement

Principe: différences de solubilité

Sol + NaOH
Fraction soluble + HCI, H,SO, Fraction insoluble
Fraction soluble Fraction insoluble
| | |
Acides fulviques Acides humiques Humines




Substances humiques: fractionnement

Principe: différences de solubilité
En détail: protocole International Humic Subst. Society

Soil

Soil

Extract

HA,
fraction

Preparation of humic acid and fulic acid samples (IHSS method)

treat weith O.1H HCI

HCl-extract

01N HaOH
cantrifuge

1

Sail residue

acidify to pH 1.0
- 1

FA
fractian

HA fraction
in O.1M KOH
=dd KCIto 02N K
cantrifuge
.

Solution [t
acidity (pH 1.0)
cantrifuge

rrHA pot

repeat  |in 01N HEI
Ttitnes |t 0.2M HF
|_ cantrifuge
ppt
dialysis
freeze-dry

FA fraction HZ:|-extract
an =AD-8 an =AD-8
hack elute
add HCltopH 10 Rack|elite
HF to 034 |
- and|HF
on #AD-§ &———
back elte

weith 0T MaoH
thraugh AG MP-500

freeze-dry

HA sample

FA sample

Quantification,
caractérisation

A7 | NATURAL
ORGANIC
MATTER

RN = RESEARCH

Standards: Elliott
soil, Suwanee river,
Pahokee peat



Interactions substances humiques - argiles
i

Clay mineral

Van der Vaals

& norsdan Com P lexe
A Bﬂs argilo-
T humique

H (CHg) =7
D_d \\‘ 1 Al £ U-a
. o
T

FIGURE 12.17 Idealized structure of humic acid showing high aliphatic content (adapted from Schulten and Schnitzer,
1993} showing physicochemical interactions with a clay mineral. Organomineral interactions M denotes various cations, such as iron
and calcium.

Soil microbiology, ecology and biochemistry, 2007



Cycle du C: synthése

Substances
humiques

ChCI m pig NONS et bactéries



Cycle du C: intensification




Et si limitation en O, dans le sol?




Cycle du C: déviation du flux

S8
g

Substances
humiques

ChCI m pig NONS et bactéries



Cycle du C: déviation du flux

Pouvoir de réchauffement glol

N20

CH4

CO2

0 100 200

Emissions annuelles de gaz a effet
de serre par secteur

> Centrales
oo 1689
270 21,3%
Transp_bort
14.0% Elimination et
traitement des
3.4% déchets
Production
agricole 12.5% 10.0% Combustion de
' biomasse et
exploitation des
terres

10.3%

Extraction et distribution11.3% o
Residences commerces et autres

des énergies fossiles

20.6% 29.5% 40.0% 62.0%
1.1%
8.4% 4.8% 21 3%?
6.6% 9
19.2% 9.1% 20 6% 5.9%
12 9% ' 18.1% 26.0%
Dioxyde de carbone Methane Oxydes d'azote

{7 2% dutotal) (18% dutotal) (9% du total)



Emissions globales de méthane
I

Tg CH, year !
Sources
Wetlands 86115 HEp 21 9/,
Fossil fuel production/distribution 64-101
Enteric fermentation/animal waste 64-94
Rice production 44-60 ‘ 11 0/0
Biomass burning 3040
Landfills 3049
Termites 20-153

Oceans 810



Cycle du C: Méthanogéneése

““““““““““““““““ Monomeéres  [—
Bactérie

ACIDOGENESE <
Acides gras volatiles,

acides organiques

ACETOGENESE < Bacteries fermentaires

O Bactéries
Archaea homoacétogénes “ Archaea

METHANOGENESE < 2th <
méthanogénes methanogenes

hydrogénotrophes

acétoclastes

\ 4




Cycle du C: Méthanogénése
R

! |

Acides

Lipides Protéines .
nucléiques

Polysaccharides

Acides Acides
gras aminés

Bases
Glucose .
azotees

\] \] \] \Z \] \] 7
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S G WP .



Cycle du C: Méthanogéneése

ACIDOGENESE <

ACETOGENESE <

METHANOGENESE <

“““ Monomeéres  |E—

Bactéries

Acides gras volatiles,

acides organiques

Bactéries
homoacétogénes

fermentaires

Bactéries fermentaires

Archaea
milithanogénes
énotrophes




Cycle du C: Méthanogénése

EUKARYA
BACTERIA Fungl [ Animats
Cellular
Mitochondrion slime molds
% Oomycotes
Plants
Cyanobacteria Amoeba
ARCHAEA
Extreme Ciliates
i p
:“"""“mﬂa ative halophiles
Chloroplast Methanogens Chromista
\ T Euglenozoa

Gram-positive Hyperthermophiles P:;”'“o‘"z:
bacteria \ slime molds

Microspora

Thermotoga

Archaezoa

Universal
ancestor



Cycle du C: Méthanogéneése

Voie hydrogénotrophe: « respiration anaérobie »

0 Methanobacterium, Methanobrevibacter
nCO, + 4H, > CH, + 2 H,0, (AG=-131 kJ/mol)

Accepteur Donneur
d’électrons d’électrons
+
évacuation
d’un
inhibiteur
des étapes
amont




Cycle du C: Méthanogénése
B

-1 Voie hydrogénotrophe: « respiration anaérobie »

o Methanobacterium, Methanobrevibacter
nCO, + 4H, > CH, + 2 H,O, (AG=-131 kJ/mol)

1 Voie acétoclaste: « dismutation »

0 Methanosarcina, Methanosaeta

o CH,COO + H,O = CH, + HCO;", (AG=-36 kJ/mol)

Faible rendement énergétique: absence d’autres

accepteurs d’électrons ( oxygéne, nitrate, fer, sulfate...)




Cycle du C et CH,: pratiques agricoles

1.0E+11

Nbr copies géne mcrA / g de sol

1.0E+10 | ‘/4/‘\‘

A Riziére continuellement submergée
O Alternance submergée/assechée

Vitesse d’émission de CH4 (mmol/j/m2) 1.0E+09 T
s PRESENCE
-4 FL
120 | 1IF+DR L | i I
f\‘\ ‘/L %> "Nbr transcrits gene mcrA/ Nbr
ol A - .« s
: /* Tk 20 | copiesgéne mcrA
>l Pt . TRANSCRIPTION
30 | "\I f
2 - - : 10 E
0 5‘:”; =
0] 90
Temps (jours) 5 K
0 !
50 90 Temps

(jours)



Cycle du C: Méthanisation
-

Le processus naturel de méthanogénése peut étre
intensifié

access hole mixer high-pressure valve

tank wall

,-:1 — - ~
1BIE
=3 32 <
ig %—g

S T 55 o8 demepaNaEE.
o SRS T
ﬁ‘f‘/ AL



Cycle du C: déviation du flux

S8
s o

Substances
humiques

o
F U ng I et bactéries



Méthanotrophie
B

Te CH, year™!
Sources
Wetlands 86—115
Fossil fuel production/distribution 64-101
Enteric fermentation/animal waste 64-94
Rice production 4460
Biomass burning 3040
Landfills 3049
Termites 20153
Oceans 8—10
Sinks
Atmospheric removal 308-560
Soil microbial oxidation 10-30

Atmospheric increase 28-32



Méthanotrophie
B

-1 Bactérie Gram — -1 Archaea « ANME »

O Aérobie stricte O ~ méthanogénes

O CH,: source de C et O Enzyme fonctionnant en
d’énergie sens inverse

O Genres: Methylosinus, CO, +4 HQ« CH, + 2 H,0,
Methylocystis, (AG={=131 ki/mol
Methylomonas, O Syntrophie nécessaire:
Methylobacter bactéries sulfato-

réductrices ou
dénitrifiantes



Cycle du C: synthése

Substances
humiques

ChCI m pig NONS et bactéries
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- Plan du cours

ntroduction: écologie microbienne & sol

. Le cycle du C
ll. Le cycle de N
lll. Interactions micro-macroorganismes

IV. Dépollution



Cycle de 'azote: approche « compartiments »
o

Azote atmosphérique

Assimilation

@ Bactéries

Bactéries dénitrifiantes
fixatrices d'azote Nitrates

nodules de e (NO3")
- . écomp oseurs
legumineuses (bactéries et champngnons
aérobies et anaérobies)

Bacteries
Ammonifi cation Nitrification nitrifiantes

G 9
(NH4%)

Bacteries fixatrices d'azote Bactéries pitrifantes
dans le sol




Cycle de 'azote: approche biochimique

NQO Y e

N




Cycle de 'azote: 2 états
2

ATMOSPHERE

SOL

Matiére organique, organismes



Cycle de l'azote: 2 environnements

Hétérogénéité spatiale et temporelle du sol est nécessaire!



Cycle de 'azote: 2 métabolismes
I




Cycle de l'azote: 5 processus majeurs
B
Dénitrification

Nitrification



Minéralisation: N organique = NH,*
Sl
Dénitrification

Nitrification



Minéralisation: N organique = NH,*
I —
Minéralisation C & N

Matériaux organique m

Microorganismes du sol 8:1 DECOMPOSITION
MO du sol 10:1

Résidus de luzerne 16:1 S

azote

Lisier 20:1

Mais fourrage 60:1

Paille céréales 80:1

Litiere de chéne 200:1

Litiere de pin 300:1

Bois de conifére 625:1

Soil Microbiology, Ecology and Biochemistry, 3rd edition (2007) Academis Press, Ed. Eldor A. Paul



Minéralisation: N organique = NH,*

Formes d’azotes excrétées par les organismes

Organisme Formes d’azote - Chitine o
3
Guanine

oH D=<
N i
Bactérie NH_*, parois cellulaires “Ho D\% 1
MH
o :

H\N/C\C/N
Champignon  NH,¥, chitine des parois cellulaires | T No—H
- M n HS Cx /C\N/
Protozoaires  NH,* | N \
H
Nématodes NH,*, purines Acide urique :
OH ;
Rotiféres NH,* Urée
I : . P N 0
Oribatides Cristaux de guanine HO | fl\ I
: : NT O A
Collemboles  Acide urique H HoN™  "NH;
Oligochaeta NH,*, urée et acide urique Urease, désaminase,

urate oxidase

NH,*
The ecology of soil decomposition (2003). CABI Publishing, Cambridge. 4



Fixation: N, = 2NH,*
B
Dénitrification

Nitrification



Fixation: N, = 2NH,*
-

Exclusivité des bactéries et archaea

N=N

Diazotrophes : groupe fonctionnel tres divers

TABLE 14.2 Examples of Genera of Diazotrophic Bacteria Arranged by Mode of Energy

Generation and the Oxygen Sensitivity of Their Diazotrophy

Energy source Sensitivity of N; fixation to oxygen

Examples (Genera)

Heterotrophic Aerobic diazotrophs

philic diazotrophs
Sol riche en C, forte

décomposition,
disponibilité d’exsudats

zly aerobic diazotrophs

r anaerobic diazotrophs

Aerobic diazotrophs (primarily
filamentous heterocyst-forming

Sol pauvre en C  cyanobacteria)

microaerophilic diazotrophs
(filamentous nonheterocystous
cyanobacteria)

Facultatively aercbic diazotrophs
(purple nonsulfur bacteria)

Obligately anaerobic diazotrophs
(purple sulfur bacteria)

Phototrophic

Azotobacter, Gluconacetobacter

Azospirillum, Herbaspirillum,
Methylococcus

Klebsiella, Paenibacillus,
Enterobacter

Clostridium, Desulfovibrio,
Methanosarcing

Anabaena, Nostoe

Lyngbva, Oscillatoria

Rhodobacter
Soil Microbiology, Ecology and

Biochemistry, 3rd edition (2007)
Academis Press, Ed. Eldor A. Paul

Chromatium




Fixation: N, = 2NH,*
-

Complexe enzymatique: « nitrogénase »

Nitrogenases

Mo-Fe protein
Fe-protein
m Y/ : Electron transport

Regulator

J HD KTYENXUS VywgZMF L A B Q

Geénes nif de Klebsiella pneumoniae



Fixation: N, = 2NH,*
[
Un processus colteux en énergie:

o16 ATP / N,
O Transcription /traduction de >20 génes

N,-N fixed/g
Energy C source
Bactenal species source used (mg)
Anaerobic growth: Clostridium Sucrose 11
pasteurianum
Microaerophilic growth: Malate 26
Azospirillum brasilense
Aerobic growth: Azetobacter Sucrose 7

vinelandii

° ° y ° 7
Fixation n'a lieu qu’en absence Soil Microbiology, Ecology and

’ Biochemistry, 3rd edition (2007)
d CIU1'I‘eS sources de N Academis Press, Ed. Eldor A. Paul



Fixation: N, 2 2NH,*

= Nitrogénase sensible a 'O,

t7 = u’ - \s } , (‘ ,A
Cya?ﬁaccferﬁj protection par hétérocystes (H) g

s

4 f&%—: ~. @

@
@
4

/

O

Autres Cyanobactéries : fixation en
% absence de production d’O,, (nuit)

|

_
i

Azotobacter: active respiration



Fixation : 2 modes

~20 genres de bactéries Plantes: légumineuses, quelques
aérobies (Azotobacter) et céréales et herbes

anaérobies (Clostridium) Bactéries: Rhizobium, Allorhizobium,

~15 genres de cyanobactéries Bradyrhizobium... et actynomycétes
Frankia

(photosynthétiques)



Comment se forment les nodules de Rhizobia?

Etape 0: La plante excréte des flavonoides

Flavonoides

© 0
Protéine

Q active

K O AT
Protéine
— constitutive,
r inactive
)




Comment se forment les nodules de Rhizobia?

Etape a: Les Rhizobia excrétent les facteurs Nod

Flavonoides

© 0
Protéine

Q @ active

K O AT
Protéine
— constitutive,
r R\ inactive
\\\ )
(@) N
-~ S e —— L - -




Comment se forment les nodules de Rhizobia?

Etape a: Les Rhizobia excrétent les facteurs Nod

Flavonoides

X W

© 0
@ Protéine
Q active
K O 1
Protéine
— constitutive,
inactive
Les f N dk\
es rfacteurs No
induisent \\\ Q
courbure + canad ~



Comment se forment les nodules de Rhizobia?

The bacteria penetrate the root Infection thread Growth continues in the

affected regions of the cortex
and pericycle and these two
masses of dividing cells fuse,
forming the nodule.

cortex within the infection thread.
Cells of the root cortex and the
pericycle of the stele begin
dividing, and vesicles containing
the bacteria bud into the cortical
cells from the branching infection
thread. The vesicle membranes
are derived by invagination from
the plasma membranes of the
root cells.

e Rhizobium bacteria =

Infected root hair ——
Roots emit chemical
signals that attract
Rhizabium bacteria.

The bacteria then emit
signals that stimulate
root hairs to elongate,
and to form an infection
thread by an invagina-
tion of the plasma
membrane.

Bacteroids

Dividing cells Dividing cells in
in root cortex pericycle of stele

Developing
root nodule

The nodule continues to grow, and vascular tissue
connecting the nodule to the xylem and phloem of
the stele develops. This vascular tissue supplies
nutrients to the nodule and carries nitrogenous
compounds from the nodule into the stele for
distribution to the rest of the plant.

Copynght & Pearsen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings



Fixation: performances

Bactéries diazotrophes et associations

Bactéries libres <1-10

Exemple de plante associée a des cyanobactéries
Azolla <300

Exemples de légumineuses associées a des Rhizobia

Soja 60-115
Haricots 50-100
Luzerne 130-250

Ex. de non-légumineuses associées aux Frankia
Alder 50-300
50-60

10-60
Soil Microbiology, Ecology and Biochemistry, 3rd
edition (2007) Academis Press, Ed. Eldor A. Paul




Qu’est-ce qui détermine la spécificité
plante-microorganisme?

Flavonoides

X W

(@) 0
@ Protéine
Q active
(@) .
Protéine
— constitutive,
( k inactive
N\
DS \\ ( D
(@) S - -

= e —— L




Qu’est-ce qui détermine la spécificité

plante-microorganisme?
s

1 Les flavonoides:

2
(I
6 0 =3

5 4

Anthocyanins Flavones & Flavonols



Qu’est-ce qui détermine la spécificité
plante-microorganisme?

Les facteurs Nod

R1=
R3=
SO:H (luzerne, haricot)
H (haricot) Meéthylfucose (soja)
AcO (vesce, pois) Arabinose (sesbanla)
NH:CO (sesbanla) H (vesce, pois, luzerne)
R3 0 -R1
CH,
% W N~V NV
o= —c\ o= _c o} —C\
Aclde gras Hy CH; cp-q3 CH3
R2 = Acide gras =
H (luzerne, soja) C16 A2,9 (luzerne)
CH: (haricot, sesbania) C18 A2,4,6,11 (vesce)

C18 A11 (soja, haricot, serbania)



Fixation d’N, et agronomie
-
30 & 300kg d’N/ha/jour
Rotation des cultures/engrais verts

Bioaugmentation:

QOTOBACTEF
-hﬂ B S YIS

Fig. 3.27: Rice fields in Austria having been treated with Azolla bio-fertilizer which has been
found to give the same yields as those treated with chemical nitrogen fertilizers. (SP/FAQ)
S. Jeffery, C. Gardi, A. Jones, L. Montanarella, L. Marmo, L

Miko, K. Ritz, G. Peres, ). Rémbke and W. H. van der Putten

(eds.), 2010, European Atlas of Soil Biodiversity. European

Commission, Publications Office of the European Union,
Luxembourg.




Nitrification
N 1
Dénitrification

Nitrification



Nitrification: NH, "= NO, =2 NO;
-

En absence de fertilisation, nitrate produit in situ
par nitrification

Processus majeur:

O NO,™ = source azotée pour plantes

0 NO;" est plus mobile que NH,*

Aérobie

Autotrophie maijoritaire:

O AOB: bactéries oxydant 'ammonium

0 NOB: bactéries oxydant les nitrites



Nitrification: NH, "= NO, =2 NO;

AOB: gene amoA, Nitrosomonas, Nitrosovibrio,
Nitrosococcus, Nitrosospira

NHEL’— +2H_|_ _+_ 02 + 2{?_ ammonia mono-oxygenase , NHEOH _+_ HZO

NHZOH oxidoreductase

NH,OH + H,0 >»NO3 + 4e™ + SH™

» 2e” générent énergie

NOB: gene nxrA, Nitrospira, Nitrobacter, Nitrospina

nitrite oxidoreductase

NO5 + H,O » NO3 + 2H' + 2¢~




Nitrification: NH, "= NO, =2 NO;

- Régulation: disponibilité de NH,*, O,

-1 Facteurs environnementaux: humidité, pH,

Fixation '\ 0,
NH,*

NO
\No / Nitrification
Minéralisatio ?

Assimilation




Dénitrification
Tea |
Dénitrification

Nitrification



Dénitrification: NO,-2 NO, > NO-> N,O> N,
I

-1 Cinétique de dénitrification:

Nimg flask ')
e & & 8 3

=k
=
1




Dénitrification: NO,-2 NO, > NO-> N,O> N,

4 réactions, 4 enzymes

NO5 NO; NO N,0 N o
/] | A /] | #T solution
N |
N2 N Ny

A Periplasmic

Mar Mar
L S
LNO; }02 Cytoplasm

Bactéries trés diverses, anaérobies facultatives, transmission
horizontale des génes de dénitrification



Dénitrification: exemple de transfert
horizontal de génes

Bacteria Eukarva Archaea

0O
]

W [
N
bacteria

Animalia

O
s
‘ﬁm
Ny

)

Proteobacteria
Euryarchaeota
/]
Crenarchaeota

Cyano

“2
AN
U [_4_'3

-
N

SN

Figure 5.22 A version of the tree of life (based on small subunit rENA
sequences) that incorporates horizontal gene transfer processes in shaping
the genetic composition of the three domains, Eukarya, Archaea, and
Bacteria. (From Doolittle, R.F. 1999. Phylogenetic classification and the
universal tree. Science 284:2124-2129, Reprinted with permission from
AAAS)



Dénitrification: exemple de transfert
horizontal de génes

TRANSFORMATION CONJUGATION TRANSDUCTION

f Protein tube Bacterlop‘ ge
Bacterial plasmids
Bacteria acquire new genetic It is the process of direct transfer of Bacteriophage, viruses that infect
material from the environment DNA from one bacterium to another bacteria pick up genetic material in the

through a protein tube process and pass it on to other bacteria



Dénitrification: régulation

Nitrates comme accepteur d’électrons: absence d'O,

Profil d’O2 dissout
dans un aggrégat
(Sextone et al., 1985)

0 3 6 9 12
Distance (mm)

L’hétérogénéité du sol est nécessaire!



Mimg flask ')

Dénitrification: régulation
-

Nitrates comme accepteur d’électrons: absence d’O,

Hétérotrophes: suffisamment de Cl

NO;

C available (mg flask")

20 30 40 50 Fill]
Hiours

C épuisé: émissions de N,O!!!



Dénitrification: et les Fungi alors?

99 |
CIENTIFIC

EPLIRTS S et @

oren NoO production, a widespread trait in
fungi Other

SUBJECT AREAS: eukaryotes

FUMGAL BOLOGY Koki Moeda'?, Aymé Spor’, Véronique Edel-Hermann®, Cécile Heroud®, Marie-Christine Breuil®,
GEOCHBWISTRY Florian Bizouard®, Sakoe Toyoda®, Machimo Yashida®4#, Chrisfian Steinberg® & Lourent Philippat®

Received "MARD, Hakkaido Agriculural Ressach Canter, Dairy Ressanch Division, | Hisujigooka, Sappons 0628555, Jopan, JINRA,
28 Sq)-bﬂba- 014 LR 1347 Agrodcdogie, | FrueSully, 2 1065 Dijon Cedex, France, “Deportmentof Environ menal Science and Technology, Tok
Insfinie of Tochnology, 4259 Mogotsyta, Midoriky, Yokchama 2268502, |apan, *Departmant of Environmantal Chemisny o
Accepted Enginearing, Tokyo insfitute of Tachnology, 42 59 Mogatsuts, Midoriky, Yokohama 2268502 , |apan, *Earthlie Science Indin
12March 2015 Tokyo Insfite of Tachnology, 212.1 Ockoyoma, Meguroky, Tokyo 1| 52-8550, Jopan.

N2OFungiS 1 8% (N2OFungi + N2OchTerid)

Figure 3| Neighbour-joining phylogenetic treeof nirKami id seqy constr dby Clustal W with 1000 bootstrap ssmplings. Strain names in
bold indicate the sequences obtained in this study. The numbers in parentheses indicate the number of the strains. Bootstrap values grester than 75% are
indicated as black circles.




Assimilation
Too [
Dénitrification

Nitrification



Assimilation

Sources d’azote pour les plantes

\)

N2 W g v/
| i :
j E I
Glycine Arginine g\
T Se; ne A T

Proteins —» Amino acids —» Ammonium —»  Nitrate

! ;

—® Dead organic matter -----------------------------oo-oooooooooooooooo
Heterotrophic nitrification

R.D. Bardgett (2005) The biology of soil = A community and Ecosystem Approach. Oxford University Press



Assimilation: symbiose mycorrhizienne
-

Presque toutes les plantes

Classification des champignons selon la morphologie

TAEBLE 10.1 The Classification of Mycorrhizal Associations Based on Fungal Morphology (Modified from Dalpé, 2003)

Arbuscular Ecto- Ectendo- Arbutoid Ericoid Monotropoid Orchid

Hyphal structures  Arum type  Paris type

Vesicles + + - - - - - -
Arbuscules + - - - - - - -
Coils - + - + + - +
Pegs - — - - - - -
Mantle - + + + - + -
Hartig net - + + + - + -
Fungal partners Glomeromycetes Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes  Ascomycetes Basidiomycetes Basidiomycetes
Ascomycetes, Basidiomycetes
Basidiomycetes
Plant partners Herbaceous plants, Conifer trees, Conifer trees, Ericales, Ericales, Monotropaceae  Orchidaceae
Shrubs, Some shrubs and  Some shrubs and Pyrolaceas Bryophytes

Deciduous trees deciduous trees deciduous trees




Assimilation: symbiose mycorrhizienne
N

-1 Presque toutes les plantes

-1 Classification selon la morphologie

Ectomycorhize . Y, .
v 4 e Endomycorhize
- df oY A a arbuscules
E S : \ .‘.:.‘ - \ WM ,_y“
e e i T A\ v
hes WM et WANRY A
eH:tZrnes B W Ney VLR B

by |
b . Spororocyste

Cylindre central '}ﬁ
Pelotons A _,'_ Arbuscule

g

- 'ﬂ

Endomycorhize
a pelotons

(Ericacées) Plante —— Champignon

© INFOGRAPHIE SYLVIE DESSERT



Assimilation: symbiose mycorhizienne
-

Presque toutes les plantes
Classification selon la morphologie

Mécanisme reconnaissance — infection — colonisation
variable (mycelium ou hyphe ou spore)



Assimilation: symbiose mycorhizienne

Les hyphes préléevent les nutriments
plus efficacement:
- Surface

-,
E

- Distance P

- Mécanisme '™

s —.

| 0
-

L1 S

™ , %, Long distance
M S - transport of P

-
o -
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Soil Microbiology, Ecology and Biochemistry, 3rd edition (2007) Academis Press, Ed. Eldor A. Paul



Mycorhizes

Un axe der
pour réduir
d’enqgrais

bénéficient d'une

du sol en formant des mycorhizes.
également les plantes cultivées, dé

ques culturales peuvent faciliter la
en outre des programmes de recher
grande échelle, une voie qui pourra
port d’engrais de synthése.

sans mycorhize, plantes cultivées y compris,
déclare Silvio Glaminazzi, directeur de recher-
«che émérite du CNRS travaillant a ITnra, et spécialiste
de ce sujet. (ette association entre une plante et un
champignon conceme prés de 95 % des végétaux. »
Partenariat « gagnant-gagnant » apparu au cours

[ est rare de trouver dans la nature une plante

cherche
' "apport

association avec des champignons
Cette symbiose, qui concerne
cuple leur volume d'exploration

du sol et optimise l'absorption d'éléments nutritifs. Certaines prati-

mycorhization. L'Inra développe
che pour inoculer les cultures a
it réduire considérablement l'ap-

de l'évolution, la mycorhization permet notamment
i la plante de compenser son absence de mobilité
par une symbiose entre ses racines et le mycélium
du champignon. Celui-ci lui permet de prolonger le
rayon de prospection des racines et de puiser ainsi
les éléments nutritifs dans un plus grand volume de
sol. Bien gu'elle soit ancienne, la capacité a former
des mycorhizes s'est maintenue au cours du temps
pour les plantes comme pour les champignons, qui
ont conservé a notre époque les systémes de compa-
tibilité qui rendent possible cette association. « Les
mycorhizes participent a la fertilité biologigue des
sols. Méme dans les sols trés pauvres et dégradés, nous
en décelons toujours une petite quantité. Il est rare
de trouver un sol totalement dépourvy de mycorhizes,

| TR,
La mycorhization, symbiose entre les acines dune plante
et l= mycéfium d'un champignon, permet 3 [a plants de
prolonger le rayon de prospection des racines et de puiser
les Eléments nutritifs dans un plus grand volume de sol.

arriére est difficile, explique 5ilvio Gianinazzi. Nos
pratigues agricoles ont molheureusement tendance &
leur étre défovorables. Ainsi, les molécules utilisées
a l'encontre des agents pathogénes des cultures ont
aussi une action néfaste (non désirde) sur lo micro-

il benefig creant ai 1 kide o ra_reco

CLULTIVAR - DCTOERE 20039

lonisé par des espéces indésirables, et notamment
des agents pathogénes... » Les sols nus se montrent
également défaverables, ainsi que les rares espéces
végetales non mycorhizées, la betterave et le colza,
dew cultures qui réduisent le pool de mycorhizes de
la parcelle si elles reviennent trop réguliérement. En
revanche, les couverts intermédiaires révelent une

action positive sur les mycorhizes, et notamment
s legqumineuses.

Des apports d’engrais réduits d’un tiers !
« Le monde vivant d’un sol offre de nombreux bénéfices
& Vogriculture, bien qu'ils ne sofent pas toujours mesu-
rés @ leur juste valeur, souligne le chercheur. Dans le
nouwveau contexte dicté par le Grenelle de Uenvironne-
ment mais aussi dans une recherche de fonctionnement
a long terme de nos systémes agnicoles, nous avons
tout intérét a orenter nos efforts de recherche vers

rendu par la flore et la foune du sol. Nous estimons que
les engrais minéraux pourrmient &tre rédutts d’un tiers &
un gquart selon les types de sols et lo nature des cultures
si lo mycorfization était pleinement valorisée », ajoute

patate douce révélent en outre une augmentation des
teneurs en sucres et en béta-caroténe sur des cultures
mycorhizées, soit une amélioration significative de
leur qualité alimentaire, une application qui pourrait
é&galement concerner d'autres cultures.

« Mous estimons que les engrais mindrawx pouraient &tre ré-
duits d'un thers 3 un quart selon les types de sols et la nature
des cultures si la mycorhization &tait pleinement valorisée »,
confie Silvio Gianinazzi, spécialiste des mycorhizes.

L'Inra de Dijon est a la recherche d'un financement
pour lancer un programme de recherche qui vise a ter-
me  la production massive de spores de champignons
mycorhizegénes, de maniére & pouvoir les formuler
sous une forme adaptée aux grandes cultures : enro-
bage de graines, dispersion par irrigation... « Alors
que la production d'inoculum par multiplication de
mycorhizes au niveau racinaire peut s'avérer rentable
sur des cultures horticoles ou pérennes comme la vigne
ou des vergers, pour les grandes cultures nous devons
trouver un inoculum qui nous permette d'intervenir sur
de grandes surfaces. Or les imvestissements financiers
sont encore limités en ce domaine », regrette le cher-
cheur. DMautres pays comme UInde et la Chine déve-
loppent activement des recherches en ce sens afin
de trouver des alternatives aux intrants de synthése,
trop anéreux pour leur population agricole. « Ces pays
pourraient étre en mesure de nous donner des legons
a Pavenir... », souligne Silvio Gianinazzi. Il existe un
réel potentiel dans cette direction, mais nous sommes
encore loin de pouvoir proposer des applications pro-
tigues en grandes cultures. I revient d lo recherche
de proposer des altematives nouvelles aux agriculteurs
mais Nous SOmmes NoUs Qussi soumis d des schémas
traditionnels de fonctionnement. Le monde du vivant
o bequeoup & nous apporter. Cest une voie d’avenir gui
mériterait qu'on y consacre dovantage de moyens dés @
présent », conclut le chercheur.

C. MILOU

CULTIVAR - DCTOBRE 2003




Assimilation: symbiose mycorhizienne

107

Champignon
mycorhizien




Cycles de C et N sont connectés!
N
Dénitrification

Nitrification



Cycle de N et Environnement

Forme Vecteur
azotée

Nitrate Nitrification Eaux souterraines Pollution de I'eau
Fertilisation potable
Perturbations de la nitrification Eutrophisation

Ammonium Fertilisant Ruissellement Pollution de I'eau
Déchets animaux Atmosphére potable

Eutrophisation

N,O Sous-produit de dénitrification Atmosphére Gaz a effet de serre
(nitrification et anammox) Destruction de I'ozone
NO Sous-produit de dénitrification Atmosphére Ozone

(nitrification et anammox)

N organique Sous-produit de décomposition Ruissellement Eutrophisation
dissout Eaux souterraines



Question 1: QCM

Quel processus de fixation d’azote est favorisé
dans un sol pauvre en matiere organique?

O A: fixation libre

O B: fixation symbiotique



Question 2: vrai ou faux ¢

Les zones rouges de cette parcelle seront propices a
de fortes émissions de N,O.

A) nosZ/narG

B) nosZ/16S rRNA

(4

0.06
0.08
0.10

0.006
0.008
0.010

NO;

N, Sail

/] | A /] | #T solution
N % %

NO, NO MO N

¢ LE : Penplasmic
Mar Mar
b A

S
LNOz;  NO: Cytoplasm

Mapping field-scale spatial patterns of size and activity of the
denitrifier community (Philippot et al., 2009)



Question 2: vrai ou faux ¢

Les zones rouges de cette parcelle seront propices a
de fortes émissions de N,O.

Faux!
A) nosZ/narG
BN 0.06 B) Potential N,O production
== Bl 150
N 0.08 —
. 0.10 ‘ =
=

B) nosZ/16S rRNA

350
==
al= ..
0.006
0.008

0.010
Mapping field-scale spatial patterns of size and activity of the

denitrifier community (Philippot et al., 2009)




Question 3: QCM

Quel peut étre 'impact du non-labour sur la vitesse
de minéralisation de la matiére organique?

O A: accélération

1 2 3 4 &5 & 7 8 9 W M 12

0 B: décélération 400

Soil respiration (g m™)




n Plan du cours

ntroduction: écologie microbienne & sol

. Le cycle du C

l. Le cycle de N

I11. Interactions micro-
macroorganismes



Les PGPR

PGPR
(Plant growth
promoting
rhizobacteria)

Biocontrole

Transfert
nutriments

Production
d’hormones

Interactions
nutritionnelles



PGPR: Production microbienne de
hytohormones

Auxines (IAA), gibberelines, cytokinines OH

N\

N
H

IAA: indole-3-acetic acid

Lateral root

7

Lignin/celulose ratio

AN

Root hair

( Production of

PGPR phytohormones, WC
enzymes and
secondary metabolites %
'J«,oo

Primary root



PGPR: Biocontrole

ISR Exudates

Infection

Elicitors
of ISR

Antibiotics,

specific antagonism

Nature Reviews | Microbiology



PGPR: Biocontrole

Table 4.3: Antagonistic fungi and bacteria included in Annex 1 of Directive 91/414/EEC and authorised at national level for
the biological control of soil-borne diseases in several European countries. (Up to date March 2010)

Microorganism Target

Coniothyrium minitans COMN/M91-08 Sderotinia minor, 5. sclerotiorum

Gliocladium catenulatum |l446 Wide range of fungal soil-borne pathogens
Pseudomonas chlororaphis MA, 342 Seed and soil-borne pathogens of cereals
Pythium oligandrum M| Main socil-borne pathogens and some foliar pathogen
Streptomyces Ké | (formerly 5. griseoviridis Ké1) Wide range of fungal soil-borne pathogens
Trichoderma asperellum ICCOI12 (formerly T. harzianum 1CCO12) Wide range of fungal soil-borne pathogens
T. asperellum T1 | (formerly T. viride T-25) Wide range of fungal soil-borne pathogens
T. asperellum TV (formerly T. viride TV1) Wide range of fungal soil-borne pathogens
T. atroviride T-11 (formerly T. harzianum) Wide range of fungal soil-borne pathogens
T. gamsii ICCO80 (formerly T. viride |CC0O80) Wide range of fungal soil-borne pathogens
T. harzianum T-22 Wide range of fungal soil-borne pathogens




Bactéries pathogénes

Figure 26.26 Agrobacterium. Agrobacterium-caused tumor
on a Kalanchoe sp. plant.

Prescott’s principles of microbiology, McGraw-Hill, 2009



Champignons pathogénes

Figure 12 Early (a)and later (b) stages of lettuce infection with the ascomycete Sclerotinia sclerotiorum that resulted in total loss of the
lettuce crop. (c) Strawberry and (d) tomato fruit showing, at first, lesions and later total rotting following infection of the fruit by the
ascomycete Colletotrichum as the fruits approach maturity. Photos: (a) and (b) courtesy of KV Subbarao, University of California,
Salinas; (c), L Legard; (d), RJ MacGovern, both University of Florida. Reproduced from Agrios GN (2005) Plant Pathology, 5th edn.
Burlington, MA: Elsevier/Academic Press, (a) and (b) p. 271, (c) p. 490, (d) p. 489.

Microbiology: an introduction, G.J. Tortora et al., 10th edition, 2010



Interaction & évolution: endosymbiose
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Interactions micro - macroorganismes
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Interactions micro - macroorganismes

1cm.
Pischeddaq, L, Cuny, P, Esteves, JL, Poggiale, JC and Gilbert, F. Spatial

oxygen heterogeneity in a Hediste diversicolor irrigated burrow.
(2012). Hydrobiologia, vol. 680 (n° 1). pp. 109-124.
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