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RESUME

L’objectif principal de la mission était d'échantillonner de la litiere (feuilles), des racines et du sol
(couche 0-10 cm) dans le cadre du WP3 du projet Intens&Fix, en suivant le méme protocole que
celui mis en place lors de la mission au Congo en mai 2011.

Le WP3 du projet Intens&Fix a pour objectif d’évaluer comment l'introduction des especes
fixatrices d’azote dans les plantations forestieres affecte le fonctionnement biologique du sol, la
décomposition de la matiére organique, la dynamique des nutriments du sol (particulierement
azote et phosphore) et la nutrition des plantes.

Les échantillons prélevés au cours de cette mission permettront d’obtenir des mesures de la
nématofaune, de la disponibilité phosphore inorganique et des activités de phosphatases
fongiques, de la minéralisation de I'azote (ammonification et nitrification), de la biomasse
microbienne, microbiologiques par des approches de biologie moléculaire (diversité, abondance
des bactéries et des champignons).

Cette mission a été réalisée avec Manon Villeneuve (agent IRD, UMR Eco&Sols). Un
échantillonnage sur le terrain a été réalisé pendant 4 jours. Différents prélevements ont été
réalisés (litiere, sol, racines) sur le site d’ltatinga (plantation mixte eucalyptus/acacia). Les
échantillons ont été conservés a 4°C et ramenés sur Montpellier ou ils ont été analysés ou
conditionnés en vue d’analyses ultérieures.

Cette mission a également été I'occasion de visiter 'université de I'ESALQ a Piracicaba et de
rencontrer des microbiologistes (visite d’un laboratoire de biologie moléculaire, organisation
d’'une réunion avec des présentations scientifiques, discussions...). Les différentes
expérimentations en cours sur le site d’ltatinga ont également été visitées en préparation de
projets futurs incluant des aspects microbiologiques (expérimentation transfert d’azote, parcelle
Euxcflux, dispositif contréle précipitation des eaux de pluies). Cette mission a également permis
de participer a un comité de thése sur le projet Eucflux.

DEROULEMENT DE LA MISSION

Mercredi 25 janvier :
Arrivée sur Sao Paulo et bus pour Piracicaba

Jeudi 26 janvier :
Journée sur le site d’ltatinga; Préparation du matériel pour I’échantillonnage; Visite des
dispositifs expérimentaux; échantillonnage de racines pour des observations de mycorhizes

Vendredi 27 janvier :
Discussions et visite du laboratoire de biologie moléculaire au département des sciences du sol
de I'ESALQ sur Piracicaba



Samedi 28 janvier :
Travail sur la présentation de 'UMR et des activités de biologie moléculaire ainsi que de
guelques résultats préliminaires dans le cadre du projet Intens&Fix

Dimanche 29 janvier :

Travail sur la présentation de 'UMR et des activités de biologie moléculaire

Discussion de [I"échantillonnage; préparation pour [I"échantillonnage un traitement
supplémentaire « acacia premiere rotation » sur Itatinga

Lundi 30 janvier :
Echantillonnage bloc 4 ; désinfection nodules bloc 4

Mardi 31 janvier :
Echantillonnage bloc 1 ; désinfection nodules bloc 1

Mercredi 01 février :
Echantillonnage bloc 2 ; désinfection des nodules bloc 2
Repérage des savanes

Jeudi 02 février :

Echantillonnage des savanes

Apres midi sur la parcelle de controle des précipitations des eaux de pluie avec Christophe;
prélevement de racines de surface (0-30 cm) et observation de mycorhizes a la loupe binoculaire

Vendredi 03 février :

Réunion sur Piracicaba ; présentation de I'UMR, des activités de biologie moléculaire, premiers
résultats Intens&Fix

Comité de I'aprés midi

Samedi 04 février :

Prélevement de racines pour observation de mycorhizes sur parcelles précipitations ; recherche
de racines avec modification de I'architecture de couleur jaune

Préparation des échantillons pour le voyage

Retour sur Sao Paulo

Dimanche 05 février :
Sao Paulo

Lundi 06 février :
Préparation des échantillons pour le voyage
Départ de Sao Paulo

Mardi 07 février :
Arrivée sur Montpellier en fin de journée

Mercredi 08 février
Tri et stockage des échantillons dans le réfrigérateur du laboratoire sol L2 de 'UMR Eco&sols



PERSONNES RENCONTREES (HORS UMR Eco&SoLs)

- Adriano Lucheta, laboratoire du professeur Lambais ; alucheta@usp.br

- Fernando Dini Andreote, professeur en microbiologie des sols ; fdandreo@gmail.com

- Daniel Bini (étudiant en thése, fin prévue pour début 2013); dani_bini@yahoo.fr (Il a
travaillé sur des aspects microbiologiques sur les plantations mixtes)

- Professeur Marcio R Lambais ; mlambais@esalg.usp.br

- Joyce (étudiante de master), endoM sur eucalyptus

- Ranieri Ribeiro Paulo (étudiant en thése) sur le projet Intens&Fix (transfert N)

- Georges Rodrigues Lambais (étudiant en thése) sur le projet Eucflux

- Luciana Ruggiero Bachega (Etudiante en master) sur |'expérimentation du Home Field
Advantage (projet Intens&Fix)

- José Leonardo de Moraes Gongalves (chef département ESALQ)

OBJECTIF PRINCIPAL DE LA MISSION

L’objectif principal de la mission était d'échantillonner du sol, des racines et de la litiere dans le
cadre du WP3 du projet Intens&Fix. Différents parametres seront analysés a partir de ces
échantillons :

Parameétres mesurés

Nématofaune (C Villenave)

Communautés bactériennes impliquée dans cycle N (A Brauman, A Robin)
Communautés fongiques / saprophytes (A Robin)

Disponibilité du Pi / activités phosphatases fongiques (C Plassard, A Robin ; thése Kittima
Waithaisong)

Minéralisation N (JM Harmand, A Brauman)
Biomasse microbienne C, N, P (C Plassard)
Mycorhizes (C Plassard, A Robin ; these Kittima Waithaisong)

Isolement de bactéries solubilisatrices de phosphate (C Plassard, A Brauman, A Robin;
thése Kittima Waithaisong)

Diversité des bactéries fixatrices d’azotes (nodules acacia) (JJ Drevon)

Cette mission a également été I'occasion de visiter l'université de I'ESALQ a Piracicaba et de
rencontrer des microbiologistes travaillant sur le site ainsi que de visiter les différents dispositifs
expérimentaux sur le site d’Itatinga en vu de futurs projets.

CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Le projet Intens&Fix, financé par I'Agence Nationale de la Recherche pour quatre ans (2011-
2014) dans le cadre du Programme Systerra, traite de l'intensification écologique des plantations
forestieres a travers |'association d'especes fixatrices d'azote. Le projet est basé sur une approche
expérimentale développée sur des plantations forestiéres (PF) différentes et complémentaires, en
France (association de Juglans regia + divers NFS dans le Languedoc, Populus sp et Robinia
pseudoacacia dans le Nord-Est de la France), et sous les tropiques (plantations mixtes Eucalyptus
grandis (Brésil) / E. urophylla * grandis (Congo) + Acacia mangium).



Le projet a pour objectif de développer un modele intégré adapté aux PF en association avec
des especes fixatrices d’azote (EFA). Il dérivera d’un modele conceptuel gérant le fonctionnement
des PF en mélange au travers i) de I'étude des interactions biophysiques et biogéochimiques clés
et ii) des régles de décision des acteurs relatives aux contraintes/avantages techniques et socio-
économiques de ces plantations. Le projet s’articule autour 5 « Work Packages ».

Parmi ces 5 work packages, le WP3 a pour objectif d’évaluer comment I'introduction des EFA dans

les PF affecte le fonctionnement biologique du sol, la décomposition de la matiére organique, la
dynamique des nutriments du sol (particulierement N et P) et la nutrition des plantes.

DISCUSSIONS ET VISITES DES DISPOSITIFS EXPERIMENTAUX SUR LE SITE D’ITATINGA (JEUDI 26

JANVIER ET SAMEDI 04 FEVRIER)

- Plantation mixte du projet Intens&Fix




Chambres pour mesurer le CO2




] . . . L. .
QCommentalre: Echantillonnage de quelques racines de surface sur I'expérimentation
« transfert d’azote » du projet Intens&Fix pour regarder la présence de mycorhizes



- Projet Eucflux
Dispositif mini rhizotron avec tuyaux obliques de Christophe Jourdan, fosse a 13 m

Discussion avec étudiant en thése de JP (George Rodrigues Lambais) sur parcelles Eucflux (argile
vs sable ; travail sur 40 cm de profondeur)

@Commentaire : Echantillonnage de quelques racines de surface sur I'expérimentation Eucflux
pour confirmer les observations faites pendant la mission de 2010 (présence d’un réseau de
mycélium important et de mycorhizes uniquement sur la partie argileuse)

Partie argileuse

Scleroderma spp ? Les résultats préliminaires de séquencage de mycorhizes échantillonnées sur
cette parcelle lors de la mission de 2010 ont fait ressortir la présence de Scleroderma spp.
(mycorhizes blanches).



Des réseaux de mycélium ont été observés a |'ceil nu sur la partie sableuse ; certains points de la
partie argileuse sans réseau de mycélium ; racines prélevées a observer a la loupe binoculaire ;
approfondissement a prévoir dans le cadre de la these de Georges Rodrigues Lambais.

- Discussion avec un étudiant qui triait les racines en fonction des criteres morphologiques
(taille, couleur) ; les racines sont ensuite séchées pour des mesures de biomasse. A priori en
réhydratant les racines (cf. discussion avec le professeur Lambais), on devrait pouvoir regarder
les endomycorhizes sur ces échantillons et voir si le pourcentage de mycorhization est différent
selon la classe de racine...

Parcelle contréle des eaux de pluies

Champignon avec mycélium jaune, Pisolithus spp ?, prélevement de mycélium et d’une
partie du champignon ; souffert pendant le transport, tentative d’observations a faire...

Observations sur des prélevements faits avec Christophe Jourdan sur cette méme parcelle
de mycorhizes blanches (0-30 cm)

Q Commentaire : il manque de lumiére avec la loupe binoculaire sur Itatinga pour faire de
bonnes observations; il faudrait prévoir d’acheter une lampe « extérieure » si des
observations doivent étre faites sur place ; petit champ pour I'observation...

DiscussiONS SUR PIRACICABA, ESALQ (27 JANVIER ET 03 FEVRIER)

Discussions et visite des laboratoires de microbiologie (27 janvier)

Visite du laboratoire de biologie moléculaire



Equipement de PCR, électrophorése, PCR quantitative, DGGE, hotte microbiologique,
centrifugeuse, GC-MS et scanner

Les approches sont assez comparables a celles d’Eco&sols (PCRq, DGGE, bactéries du cycle de
I'azote...) et tout le matériel de biologie moléculaire, microbiologie nécessaire pour travailler est
présent dans les laboratoires.

Les approches de biologie moléculaire sont essentiellement au niveau des ADN, peu sur les ARN.
Le groupe était intéressé par le protocole de co-extraction développé sur Eco&Sols. Des
approches de pyroséquencage (454) sont actuellement utilisées par leur laboratoires avec une
collaboration avec un groupe en argentine pour les analyses de données.



Au niveau des mycorhizes, le travail se fait essentiellement au niveau des endomycorhizes et ils
ont peu d’expérience pour les ectomycorhizes.

- Discussions avec une étudiante de master qui a regardé les endomycorhizes sur eucalyptus ;
isolement des spores par centrifugation sur un gradient de saccharose et caractérisation sur des
criteres morphologiques. Principalement des spores de Glomus observées. En surface, environ
25% de pourcentage d’infection et 3% dans les zones les plus profondes (10-13 m).

Sur eucalytus, les endomycorhizes sont surtout sur les arbres jeunes ; succession avec passage
des endomycorhizes aux ectomycorhizes

- Discussion avec un thésard, Daniel Bini, qui a fait des analyse microbiologiques sur les
plantations mixtes eucalyptus/acacia ; deux préléevements ont été fait (en hiver et été); mise en
évidence de fortes variations saisonniéres; d’abord une augmentation de la biomasse
microbienne puis une chute qui serait expliqué par le changement de fonctionnement de la
forét; caractérisation au niveau des ADN, approche communautés totales (bactéries,
champignons, archae) ; mesure d’activité phosphatase acide ?

- Discussions avec le professeur Fernando Dini Andreote qui s’est montré intéressé par les
recherches mise en place a Eco&Sol sur le cycle du P ; surtout des approches au niveau ADN sur
communautés totales ; travail sur des écosystémes forestiers

Conclusion : les personnes rencontrées étaient intéressées par la mise en place de collaborations
(notamment intérét pour la microbiologie en profondeur). Possibilité de visiter le site d’itatinga
par les microbiologistes de I'Esalg (JP Bouillet a proposé de faire visiter les dispositifs
expérimentaux).

Réunion sur Piracicaba (03 février)
Equipe du Professeur Marico Rodrigues Lambais

- Présentation doctorante, Sandra Patricia Monteregno Gomez
Etude des communautés fixatrice N libre sur les arbres, écorces et sols pauvres en azote

- PhD Vivian Gongalves Carvalho, diversité des champignons en forét atlantique ; approches
cultivables et moléculaires
Principalement ascomycetes (80%); Approches moléculaires 53% ascomycétes, 39%
basidiomycetes, 2% glomeromycetes; pH, matiere organique influence la diversité des
champignons ; Influence de I'espéce d’arbre sur la diversité

- Rafael Valadores, mycorhizes des orchidées; approche protéomiques, 2D DIGE et
spectrométrie de masse
Strigolactones (B carotenoides), intervient dans la mycorhization ? ; Relation entre mycrohization
et signaux de défence ? Plantes mycorhizées résistent mieux ?

Discussions
Surtout des écosystémes naturels étudiés, mais aussi agro-systémes (soja, canne a sucre)

Perspectives



Le professeur Lambais est Intéressé pour travailler sur les plantations d’eucalyptus, comparaison
d’écosystémes naturels et d’agro écosystemes perspective intéressante.

Suivi du marqueur de la glomaline pour les champignons endomycorhiziens?

Observations d’endomycorhizes sur des racines apres les avoir séchées et réhydratées ; est ce
gue ce type d’approche est envisageable pour les ectomycorhizes ?

La perspective a court terme serait de prendre un stagiaire, dans le cadre de la thése de Georges
Rodrigues Lambais pour regarder les mycorhizes sur le projet eucflux ; stage a réfléchir pour le
second semestre (début aout) ; le brésil apporterait la compétence pour les endomycorhizes et
Eco&Sols pour les ectomycorhize; le sujet de stage, I’échantillonnage et les modalités de la
collaboration sont a rediscuter.

Comité de thése de George Rodrigues Lambais

Présence Christophe Jourdan, JP Laclau, JP Bouillet, José Leonardo de Moraes Gongalves
Contribution des racines profondes dans le turnover des racines fines, projet eucflux (20 ou 40%
argile)

ECHANTILLONNAGE INTENS&FiX (30 JANVIER AU 02 FEVRIER)

Le protocole est le méme que celui utilisé lors de la mission au Congo (mai 2011).
Site = plantation Itatinga (Brésil: 23.02°S, 48.38W) + savanes a proximité de la plantation.

Espéces = Eucalyptus grandis et Acacia mangium
2°M rotation ; plantation depuis novembre 2009 (environ 5-6 mois entre les plantations)

PROTOCOLE D’ECHANTILLONNAGE (IDEM A CELUI DU CONGO)

Prélevement de carottes de sol « nématofaune »

Utilisation d’un cylindre diamétre 5 cm sur 10 cm de hauteur

5 carottes prélevées par arbre, selon le quart du carré de Voronoi (cf. schéma de
prélévement)

6 traitements

3 peuplements étudiésdont 1 peuplement (traitement mixte) avec un sous
échantillonnage (TO,

T2, T6 (Fix), T6 (non Fix))

+ TA (acacia premiere rotation) \ ,!,/‘Commentaire : ajout par rapport au Congo
+ sols de savane d’origine
- 3 échantillons composites par traitement
- 1 composite = 10 préléevements (5 carottes sur 2 arbres)
Soit 6 arbres échantillonnés par parcelle (12 arbres si peuplement mixte)
3 blocs par traitement (bloc 1, 2 et 4 pour le Brésil)



Pur Non Fix (T2) : 3 échantillons composites par parcelle = ((5 carottes x 2 arbres)*3) x 3 blocs

Pur Fix (TO) : 3 échantillons composites par parcelle = ((5 carottes x 2 arbres)*3) x 3 blocs

Mixte (T6, 50/50) :
Non Fix 3 échantillons composites par parcelle = ((5 carottes x 2 arbres)*3) x 3 blocs
Fix 3 échantillons composites par parcelle = ((5 carottes x 2 arbres)*3) x 3 blocs

Savane 3 échantillons composite x 3 parcelles de savane
Composite = 10 prélevements (idem parcelles)

Total = 9 rep/traitement (5 traitements = pur non fix, pur fix, mixte non fix, mixte fix, savane)
Total = 45 échantillons composites (36 échantillons pour la litiere et les racines de surface et
45 échantillons pour les racines contenues dans le sol et le sol)

- . . ecs , . . . ,
“* “Commentaire : attention, différence entre codes Brésil du fichier Excel et ce qui est noté
sur les sachets (important notamment pour les échantillons stockés en pédothéque)

Codes Brésil Noté sur les sachets
(idem Congo)

T1 (Aca) TO (Aca)

T2 (Euc) T2 (Euc)

T7 (Mixte) T6 (Mixte)

B1 (bloc) B1 (bloc)

B2 (bloc) B2 (bloc)

B4 (bloc) B5 (bloc)

Schéma de prélevement des carottes
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‘*/Commentaire : Le prélevement en suivant la diagonale n’a pas pu étre respecté dans
certains cas

4 compartiments échantillonnés par traitement :
- Litiere (uniquement les feuilles)
- Sol (0-10 cm)
- Racines contenues dans le cylindre de sol (0-10 cm)

Sur place :
- Prélever les feuilles de litiere dans un cadre de 10*10 cm et découper en petits

fragments aux ciseaux pour faire un échantillon composite (environ 50 g)

- Séparation sol et (débris + racines) par tamisage maille 0.5 cm (pour la nématologie)
puis tamisage du sol a 2 mm (pour tous les autres échantillons)

- Prélever les racines contenues dans le sol
- Prélévement des nodules sur racines d’acacia (traitement TO et T6)
3-5 nodules par arbre a mettre dans un tube de 2 ml (quelque soit la distance a

I'arbre)

Diamétre nodule environ 3 mm (attention avec les nodules trop gros qui peuvent
étre plus agés et nécrosés)

PROTOCOLE DE DESINFECTION DES NODULES

Bien laver les nodules a I'eau

Les conserver a 4°C si la stérilisation ne peut pas étre faite tout de suite

Stérilisation des nodules pendant 3 min avec CaClO 3% (préparer la solution au
dernier moment)

Ringage *3 avec de I'eau stérile

Stockage en tubes de 2 ml dans du glycérol 50% (stérile)

Conserver a 4°C pendant le transport

Conserver ensuite a -80°C

ma)
()
-

“* “Commentaire : nombre de nodules notés ; environ 10 nodules par traitement désinfecté
Utilisation d’alcool 70°C pour nettoyer le matériel ; flambage des pinces pour les étapes de
rincages ; trois ringages ; tubes de glycérol placés a -20°C puis 4°C pendant le transport

Echantillonnage
Remarque : grosses différences d’humidité entre les points d’échantillonnage

Echantillonnage bloc 1
Sur le traitement mixte, pas de diagonal suivi car beaucoup d’expérimentation sur cette parcelle






Désinfection des nodules







Savane 1 (Itatinga)

Savane 3




Premiére savane, plut6t sableuse (cf. travail de Valérie Maquere pour avoir les caractéristique de

la savane 1)

Influence of land use (savanna, pasture, Eucalyptus plantations) on soil carbon and nitrogen stocks in Brazil
Maquere, V et al.

EUROPEAN JOURNAL OF SOIL SCIENCE Volume: 59 Issue:5 Pages: 863-877

Plus on descend, plus les sols sont argileux ; 3°™ savane en bord d’autoroute.
Stratégie d’échantillonnage pour les savanes : un point tous les 2 m en suivant une ligne

Prévoir un échantillonnage 150g a laisser au Brésil pour faire granulo
Dosage C, N, P sur sol stocké en pédothéque a prévoir sur Montpellier

pa—mN
() ) . TR .
\*/Commentaire : des sachets de sol tamisé 0.2 mm ont été laissé a Itatinga dans la porte

du frigo dans le laboratoire pour une analyse de la granulométrie a faire au Brésil.

Transport des échantillons

Transport a Montpellier (sol + racines) dans des sachets plastiques ; conservation « au frais »
des échantillons

Stockage des échantillons pendant le transport en glaciére avec pain de glace (depuis le
samedi 04 jusqu’au mercredi 08) sauf les sachets de litiere dans sacs isothermes avec des
pains de glace et les sachets Pi. Quelques sachets Pi restés sont restés en glaciére
(615/639/637/650/605/631/649/641/644/622/614/646/633/634).

Traitement des échantillons sur Montpellier

Traitement dans L2 sol biotrop :

- Partie nématodes (54 éch) (Anne Jimenez, Cécile Villenave)
Elutriation sur 200 g de sol frais

- Partie biologie moléculaire (Agnés R, Anne Laure Pablo, Kittima Waithaisong, Yesyka de
Leon)

Pour le sol : (54 éch)

1g de sol frais dans epp (* 4 aliquots), puis stockage -80°C

Reste du sol stocké a -20°C dans le L2 (environ 30g)

Pour la litiére : (45 éch)

Mesure du pourcentage d’humidité

1 g de racines de surface ou de litiere dans tubes de 2 ml (* 8 aliquots), puis stockage
—80°C (pour laisser possibilité d’étudier les ARN)

Pour les racines du sol : (54 éch)
Broyage a I'azote liquide des racines récupérées dans le sol



(D
\:/)Commentaire : Il est difficile de vraiment bien nettoyer les racines...

Le reste des échantillons de racines non broyées est conservé dans de I'alcool 70°C a 4°C pour
les tests d’observations d’endomycorhizes et d’ectomycorhizes qui seront fait ultérieurement
(these Kittima).

Les échantillons broyés ont été aliquotés (environ 1g, 4 tubes par échantillons) et
conservés a -80°C (congélateur INRA) dans I'attente des prochaines analyses de biologie
moléculaire

-

\!/Commentaire: Le reste des échantillons de sol a été conservé a -20°C pour analyses
biochimiques (type PLFA, dosages HPLC glucosamine et acide muramique...). Pour les
échantillons de nature végétale (feuilles), le reste des broyats ont pu étre sortis du
laboratoire L2 et lyophilisés.

- Minéralisation N (45 éch) (Joele Toucet, Agnés Martin, JM Harmand)

150 g de sol frais
N
"1 'Commentaire : Le pourcentage d’humidité du sol a été mesuré par Joele et Agnés pour
la manipulation minéralisation N. Les données sont dans le fichier Excel reprenant la liste des

échantillons prélevés pour chaque type d’analyse.

- Partie dosages (45 éch) (Manon Villeneuve)
Le est séché a I'air puis stocké a la pédothéque confinée en attendant les analyses
(disponibilité Pi, minéralisation Po, biomasse microbienne, C, N, P microbiens)
Un numéro LOA a été attribué aux échantillons stockés dans la pédothéque. Ce numéro est
indiqué dans le fichier Excel reprenant la liste des échantillons prélevés pour chaque type
d’analyse.

YA DY
\:/)Commentalre : Prévoir des analyses C, N, P sur les sols de savane a partir des échantillons

stockés a la pédotheque.

Un grand merci a toutes les personnes qui nous ont aidés a pour les échantillonnages et la
gestion des échantillons en retour de mission !



PLANTATION

PLAN DE L’ESSAI

210m

30m

30m

120m

ESTIMATION DU BUDGET DE LA MISSION

Bloco

CIRAD Eco&Sols | Total
Budget total (euros) 3000 4000 7000
Agnés Manon
Billets avion 1105 1105
Indemnités
éloignement 500(?)
Sur place 230 404
Somme dépensée Brésil
(euros) 1835 1509
Somme dépensée -
Congo (euros) 2013 1619 3632
Total dépensé (euros) 3848 3128

Il s’agit d’'une estimation (cf. Hélene Guillemain et Farid Meddaci pour le détail exact des sommes
engagées sur le projet pour les frais de mission).

FICHIERS ANNEXES
Fichiers Excel avec la liste des échantillons, les pourcentages d’humidité et les numéros de LOA.



