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Résumeé - Abstract

Résumé

Linfluence des micro-organismes sur la précipitation et la dissolution des minéraux est connue
depuis longtemps. Dans ce contexte, le cas particulier de 1’oxalate de calcium est particulierement
intéressant car I’oxalate est présent dans de nombreux systemes biologiques tels que chez les plantes
et chezles champignons. L' oxalate joue aussi un réle important dans certains cycles biogéochimiques
ainsi que dans certaines pathologies humaines telles que les calculs rénaux. Malgré la faible solubilité
des complexes métaux-oxalates et le degré d’oxydation élevé de I’anion oxalate, un nombre limité de
bactéries sont capables d’utiliser ’acide oxalique et I’oxalate de calcium comme sources de carbone
et d’énergie. La dégradation de I’oxalate par des bactéries aérobies mene a une augmentation du
pH qui permet la précipitation de minéraux carbonatés. L'étude de ce processus dans les sols au-
tour de I'iroko (Milicia excelsa), de cactus, et de plants de vigne montre que les pools d’oxalates sont
tres variables et que leur dégradation dans le sol et la rhizosphere est assurée principalement par les
streptomycetes et les protéobacteries, respectivement. Dans tous les cas, on observe une alcalinisa-
tion des sols et une précipitation de carbonate de calcium. De plus les carbonates observés dans les
différents sols peuvent étre reproduits en laboratoire en utilisant les bactéries oxalotrophes isolées.
L étude de la morphologie et de la minéralogie des carbonates produits en laboratoire montre que les
exopolysaccharides et les polymeres pariétaux ont une grande influence sur la nature des carbonates
produits. De méme la cristallisation abiotique de différents polymorphes du carbonate de calcium
dans un EPS commercial souligne I'importance de celui-ci dans la formation de phases métastables
et des morphologies particulieres du carbonate de calcium. Considérant ces éléments, cette étude
propose le modele suivant pour résumer le fonctionnement du cycle oxalate-carbonate dans les sols.
Les plantes produisent un premier reservoir d’oxalate. Lors de la dégradation des tissus ligneux et de
la litiere, les champignons saprophytes produisent un second pool d’oxalate. De plus ils favorisent
la libération des cristaux d’oxalate de calcium enchassés dans les tissus végétaux. Ces deux pools
d’oxalate sont ensuite consommés par les bactéries oxalotrophes. Il en résulte une augmentation du
pH et une précipitation concomitante de carbonate de calcium.

Abstract

The influence of microbes on the precipitation and dissolution of minerals has been known for a long
time. In this context the case of calcium oxalate is particularly interesting because calcium oxalate
is present in many biological systems such as plant and fungi. Oxalate also plays an important role
in biogeochemical cycles and human diseases such as kidney stones. Despite the poor solubility of
metal oxalate complexes and the high oxidation state of oxalate, a limited number of bacteria are
able to use oxalate and calcium oxalate as carbon and energy sources. Bacterial aerobic degradation
of oxalates leads to a pH increase that allows the precipitation of carbonate minerals.

The investigation of such processes in soils around an African tree (iroko, Milicia excelsa), cacti,
and grape plants shows that oxalate pools are highly variable. In the soil and the rhizosphere, oxalic
acid and oxalate crystals are mainly degraded by streptomycetes and proteobacteria respectively. In
each case, an alcalinization of soil solution is observed and precipitation of calcium carbonate can
occur. Moreover, calcium carbonate crystals observed in soils can be reproduced in the laboratory
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using isolated oxalotrophic bacteria. The study of the different morphologies and mineralogies pro-
duced by oxalotrophic bacteria in the laboratory shows that exopolysaccharides (EPS) and parietal
polymers have a great influence on the nature of calcium carbonate crystals produced. In addition,
abiotic crystallization of different polymorphs of calcium carbonate in an industrial EPS emphasizes
EPS role in the formation of metastable phases and specific morphologies of calcium carbonate.

Considering these points, this study proposes the following model for the oxalate-carbonate cycle
in soils. Plants produce an initial pool of oxalate. During wood and litter decay, saprophytic fungi
produces a second pool of oxalate, increasing the release of oxalate crystals encased in plant tissues.
These two pools of oxalates are consumed by oxalotrophic bacteria resulting in a pH increase and a
concomitant calcium carbonate precipitation.



Avant-propos

Contenu de cette these

Cette these a commencé il y a quatre ans et quelques mois. Le sujet proposé était I’étude du cycle
oxalate-carbonate autour des irokos. Il s’agissait d'un sujet interdisciplinaire nécessitant la collab-
oration d'un géologue et d'un microbiologiste. Apres quatre années, trois camapgnes de terrains
en Afrique et une en Espagne, cette these présente le cycle oxalate-carbonate du point de vue du
microbiologiste. Elle ne donne en ¢ca qu'une image partielle de ce cycle. Ce travail est donc indisso-
ciable’approche géologique du cycle oxalate-carbonate faite par Guillaume Cailleau avec qui j'ai eu
la chance de collaborer tout au long de ce travail.

Cette these s’organise en sept chapitres. Les deux premier chapitres donnent les bases théoriques
et méthodologiques nécessaires a la lecture de ce travail. Les trois chapitres suivants exposent et
discutent les résultats obtenus au long de ces quatre dernieres années. Ces trois chapitres corre-
spondent de maniere grossiere aux articles publiés dans différentes revues scientifiques. Finalement
les deux derniers chapitres présentent une discussion globale des résultats exposés auparavant et
essayent de donner une vision plus large du cycle oxalate-carbonate.

Un nombre volontairement limité d’annexes figurent a la fin de ce manuscrit. Parmi celles-ci, les
articles scientifiques publiés durant cette these traitant des aspects microbiologiques et géologiques
du cycle oxalate-carbonate. Pour des raisons administratives (cession de droits d’auteurs), certains
de ces articles ne sont pas complets. Néanmoins les personnes intéressées sont encouragées a pren-
dre contact avec I'un ou l'autre des auteurs pour se les procurer.

Remerciements

Ce travail doit beaucoup aux personnes qui m’ont entouré pendant ces quatre années de these. Je
remercie en particulier a Guillaume Cailleau avec qui j’ai partagé ce sujet de these, ainsi que de nom-
breux moments de discussion ou de franches rigolades que se soit sur le terrain, au laboratoire, ou
dans le bureau. J’aimerais aussi montrer ma gratitude au professeur Eric Verrecchia et au professeur
Michel Aragno qui m’ont confié ce sujet de these. Eric a suivi le déroulement de cette thése avec bien-
veillance pendant quatre années, et j’ai beaucoup appris de lui. Michel Aragno a consacré beaucoup
de temps a ce manuscrit et qui m’a permi de rendre un manuscrit final est bien meilleur que la ver-
sion originale. Ces deux directeurs m'ont accueilli au sein de leurs équipes de recherche respectives,
I'institut de géologie (IGUN) et le laboratoire de microbiologie (LAMUN). Je tiens ici a remercier tous
les membres de ces deux unités de recherche qui m'ont accueilli chaleureusement, et m’ont toujours
soutenu.

De méme ce travail doit aussi énormément a toutes les personnes qui ont contribué a ma forma-
tion. Le docteur Massoud Dadras, Mireille Leboeuf, Michele Vlimand et le Professeur Diehl m’ont
tous énormément appris a propos de la microscopie électronique. Philipp Steinmann m'’a permis de
compléter mes connaissances en chromatographie. Vanessa Di Marzo m’a permis de me réapprendre
les techniques de biologie moléculaire qui ont beaucoup évolué depuis mon dipléme. Le docteur
Thierry Adatte a pris le temps de me montrer les bases en ce qui concerne la diffraction des rayons
X et qui a passer un grand nombre d’échantillons pour moi. Finalement je dois aussi beaucoup a
Christophe Dupraz qui m’a fait découvrir un grand nombre de systemes géologiques ol les bactéries
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Chapitre 1: introduction

Ce chapitre a pour but de fournir les bases nécessaires a la lecture de cette these, de présenter la
problématique étudiée dans celle-ci, et finalement d’expliquer en quoi cette problématique est im-
portante pour notre environnement. Parmi ces bases figurent un rappel des propriétés principales
des oxalates et des carbonates qui seront les deux principales molécules abordées dans cette these,
et une rapide description des organismes qui sont capables d’interagir avec ces deux molécules.

Lacide oxalique et 'oxalate de calcium

Les différentes formes de 1'acide oxalique et des oxalates de calcium (Figure 1) ont des propriétés
physiques, chimiques et minéralogiques tres différentes (Table 1, 2 et 3). La connaissance des pro-
priétés physiques et chimiques de 1’acide oxalique permet d’appréhender le comportement et les
réactions de cette molécule dans son environnement ainsi qu’en laboratoire. C’est sur la base des
propriétés chimiques et physiques de I'acide oxalique que celui-ci est purifié ou quantifié par ex-
emple. Les propriétés minéralogiques des oxalates de métaux permettent, quant a elles, d’identifier
ceux-ci, ainsi que de les séparer en vue d’analyses ultérieures.

A B

Figure 1: A: Modele de ’anion oxalate. B: Représentation schématique de I’anion oxalate. A: Oxalate
anion model. B: Schematic representation of the oxalate anion.

Propriétés physiques

L'acide oxalique ou éthanedioique (selon la nomenclature IUPAC) est le plus simple des diacides or-
ganiques avec pour formule chimique H2C>04 ou H;C20, - 2H,0 pour sa forme dihydratée. Sous
forme anhydre, I’acide oxalique se présente sous forme de cristaux octaédriques allongés ou pyrami-
daux ; la maille de ses cristaux étant orthorhombique. Sous cette forme, il a une densité de 1.9 (d'”
= 1.9). L'acide oxalique dihydrate se présente lui sous forme de granules, de cristaux prismatiques
ou de cristaux en tablettes monocliniques (O’Neil et al. 2001). La forme dihydrate a une densité de
1.653 (d'®5° =1.653). Les deux formes de 1'acide oxalique se subliment entre 102°C et 157°C suivant
les conditions de pression et de température.



Table 1: Propriétés physiques choisies des deux formes de I’acide oxalique. Selected physical proper-
ties of both forms of oxalic acid.

Nom Formule Apparence Densité | T° defusion | T° d’ébulition
(sublimation)
Ac. oxalique | HoC>0, Poudre blanche 1.653 101-102 °C
cristalline
Ac. oxalique | H>C204.2H,0 | Poudre incolore 1.9 101-102 °C 149-160 °C
dihydrate blanche ou cristalline

Propriétés chimiques

Lacide oxalique dihydrate, bien que constitué de deux groupes carboxyles, est souvent considéré
comme un acide fort, ce qui n'est généralement pas le cas des autres acides organiques. Il a une
masse moléculaire de 126.07 grammes par mole. Les constantes de dissociation des deux fonctions
carboxyles sont respectivement pK; = 1.27 et pK, = 4.28. Cet acide est soluble dans I’eau, I’éthanol,
I’éther et le glycérol, alors qu’il est pratiquement insoluble dans le chloroforme, le benzene et I’éther
de pétrole (O’'Neil et al. 2001). La présence des deux fonctions carboxyle sur 1’acide oxalique en fait
un ligand bidentique. Il a de ce fait une forte affinité pour les ions divalents tels que Ca?t, Mg,
Sr?*, par exemple, et avec lesquels, il forme des sels quasiment insolubles dans I’eau (Kps = 4-10~°
M?). Cette faible solubilité dans la phase aqueuse (~ 63:M) est toutefois suffisante pour permettre la
croissance de microorganismes. En effet, la constante d’affinité de ceux-ci pour différents substrats
est de I'ordre du micromolaire. Néanmoins, ces sels restent solubles dans des acides forts comme
I’acide nitrique (HNOs3) et I'acide chlorhydrique (HCI). L'acide oxalique perd son eau d’hydratation
a une température de 100°C et se décompose en dioxyde de carbone (CO-) et en acide formique
(HCOOH) lorsqu'’il est chauffé au-dessus de 180 °C (Hart et Conia 1995). L'acide formique produit
lors de cette premiere étape se décomposera lui-méme en dioxyde de carbone (CO-) et en eau (H,0).
De méme I’oxalate de calcium perd son eau d’hydratation a 200°C et se décompose en carbonate de
calcium (CaCOs), monoxyde et dioxyde de carbone (CO, CO;) et en oxyde de calcium (CaO) lorsqu’il
est briilé (avec des températures supérieures a 500°C - Echigo et al. 2005).

Table 2: Propriétés chimiques choisies des deux formes de I’acide oxalique. Selected chemical prop-
erties of both forms of oxalic acid.

Propriétés Valeur

Mr de la forme anhydre 90.03 grammes par mole

Mr de la forme dihydrate 126.05 grammes par mole

pKs pK1 =127;pK; = 4.28

pH en solution aqueuse 0.1 N 1.3

Solubilité 142.86 grammes par litre

Produits de solubilités des sels | Kps Ca-oxalate =4 - 10~° M?
Kps Mg-oxalate =7 - 1077 M?
Kps Sr-oxalate = 4 - 10~ 7 M?

Propriétés minéralogiques

Les deux formes de 'acide oxalique ainsi que de nombreux sels de ’acide oxalique sont décrits
comme minéraux (Table 3 ; Sterling 1964a, 1964b, Deganello et al. 1981, Tazzoli et Domeneghetti
1980, Wilson et al. 1980). Parmi ceux-ci, les sels de calcium sous forme d’oxalate de calcium anhy-
dre (CaC;0,), de whewellite (CaC»0, - H»0), de weddellite (CaC»0, - 2H»0) et de caoxite (CaC;04 -



3H-0) ainsi que I'oxalate de magnésium sous forme de glushinskite (MgC-0. - 2H,0) sont les plus
fréquents. Les principales caractéristiques minéralogiques de ces cristaux sont résumées dans le
tableau 4. La figure 2 représente quant a elle les diffractogrammes des formes les plus fréquentes. 11
est possible pour les oxalates de calcium de passer d’'une minéralogie a une autre lors de I’exposition
a des températures élevées. En effet, chauffés, les oxalates perdent leur eau d’hydratation (équations
1 - 4; Echigo et al. 2005)

25°C-120°C: CaC204 . HHQO — CaC204 . HQO + (Il-l)HzO (2 < n < 3)

1)

120°C - 180° C: CaC204 . HQO — CaC204 +H20

2)

180° C - 550° C: CaC3;04 — CaCOs + CO
3)

550° C - 1000° C: CaCO3 — CaO + CO-
4)

Nd: Pour étre rigoureux du point de vue chimique, la distinction entre 1'acide oxalique anhydre et I'acide
oxalique dihydrate a été faite dans cette partie. Néanmoins, pour des raisons de simplification, cette distinction
ne sera plus faite par la suite. De méme le terme oxalate désignera par la suite 'ensemble des anions oxalates
(acide oxalique + oxalate de métaux).

Loxalate dans la biosphere

L'acide oxalique ainsi que les oxalates de calcium ou de magnésium, sont tres répandus dans la bio-
sphere. On peut qualifier la molécule d’oxalate d'ubiquiste. On trouve des oxalates aussi bien dans
certaines roches que chez les végétaux, les animaux et certains unicellulaires. Les prochains para-
graphes montrent les différentes origines possibles des oxalates, leur production et leur dégradation.

Oxalates abiotiques

L'acide oxalique peut se former de maniere completement abiotique par réaction du monoxyde de
carbone avec une base telle que ’hydroxyde de sodium (NaOH) (équ. 5) ou par réaction a chaud
de l'acide formique (HCOOH) avec des sels basiques de sodium comme le carbonate de sodium
(NazCOs3) ou I'hydroxyde de sodium (équ. 6 - 7). Ces réactions utilisées dans l'industrie sont tout
a fait susceptibles d’expliquer la présence d’oxalates associés a des fluides hydrothermaux, ou a des
phénomenes diagénétiques (Hofmann et Bernasconi 1998, O’'Neil et al. 2001). A1’exception de la pro-
duction industrielle, I’oxalate produit de maniere abiotique dans la biosphere ne représente qu'une
faible proportion en regard de ce qui est produit par des organismes.



Table 3: Propriétés minéralogiques de quelques oxalates. Mineralogical properties of selected oxalate

minerals.
Nom Whewellite Weddellite Caoxite Glushinskite | Novgorodovaite | Humboldtine Natroxalate
Formule CaC204 CaCz04 CaCz04 MgCo0,4 CaaC204C15 FeCy0, NaxCo04
oH>0 02H;0O 03H;O 02H;0 02H;0O 02H;0O
Couleur Incolore Incolore Incolore Incolore Incolore Brun jaune Incolore
Blanc Blanc Blanc Jaune Blanc
Brun Brun Jaune clair
Brun jaune Brun jaune
Trace Blanche Blanche Blanche Blanche Blanche Jaune clair Blanche
Transparence | Transparent | Transparent | Transparent Transparent Transparent Transparent
Translucide Terne
Lustre Vitreux Vitreux Vitreux Vitreux Terreux Vitreux
Dureté 2.5-3.0 4.0 2.0-2.5 2.0 2.5 1.5-2.0 3.0
Clivage [101] Bon [010] Bon [010] Bon [100] Bon [110] Parfait [100] Parfait
[010] Bon [010] Bon [100] Indistinct | [001] Indistinct
[110] Bon [010] Indistinct
Fracture Friable Inégale Fragile Fragile
Habitus Granulaire Sphérique Pyrammidal En aggrégats Prismatique
Prismatique Tabulaire
Densité 2.21-2.23 2.02 1.85 1.85 2.38 2.28 2.32
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Figure 2: Diffractogrammes des oxalates courants: A) whewellite, B) weddellite, C) glushinskite, D)
humboldtine. En abscisse I’angle (26) en ordonnée I'intensité relative. X-Ray Diffractograms of com-
mon oxalate minerals : A) whewellite, B) weddellite, C) glushinskite, D) humboldtine. The angle (20)
is shown on the x-axis and the relative intensity on y-axis.
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Oxalates associés aux systemes biologiques

On trouve de 'acide oxalique associé a tous les grands groupes vivants: les animaux, les plantes,
les mycetes et les procaryotes. Les fonctions de 'acide oxalique et des oxalates de calcium dans
les organismes peuvent étre tres diverses. Chez les plantes, ’acide oxalique sert a la régulation du
calcium libre dans le cytoplasme des cellules (McLaughlin et Wimmer 1999, Robert et Roland 1989)
et a la nutrition lorsqu'’il est sécrété par des racines (Jones 1998). Les cristaux d’oxalate de calcium
servent a la protection contre le broutage, au renforcement mécanique des cellules végétales (Ruiz et
al. 2002, Schneider 1901), ainsi qu’a la diffusion de la lumiére aux chloroplastes entourant la vacuole
(Franceschi 2001). Chez les champignons, 1’acide oxalique est essentiellement considéré comme
un agent pathogene; il affaiblit la lamelle moyenne des parois végétales en chélatant le calcium de
celles-ci (Dutton et Evans 1996). Chez les animaux, I’acide oxalique est considéré comme toxique
(LD50rat = 1450 mg / kg - LDX = N; X% de rat morts apres I’absorbsion de la dose N de produit),
et les cristaux d’oxalate de calcium ont le plus souvent une origine pathologique. Néanmoins chez
certains insectes, la cuticule peut étre renforcée par des incrustations d’oxalate de calcium. Pour finir
une "fonction” indirecte des oxalates est de fournir aux bactéries capables de I'utiliser une source
de carbone et d’énergie (Tamer et Aragno 1980). De maniere simpliste, on peut donc diviser les
organismes vivants en deux catégories: les producteurs et les consommateurs d’oxalate.

Les producteurs d’oxalates
Les plantes

On trouve de I'acide oxalique et des oxalates de calcium en quantité variable dans quasiment tous
les grands groupes de plantes (Annexe 1). L'acide oxalique se trouve dans le cytoplasme, la seve et
les exsudats racinaires, alors que les cristaux d’oxalate de calcium se trouvent essentiellement dans
le vacuome des cellules végétales. Chez certaines plantes comme Cactus senilis, |’oxalate de calcium
peut représenter jusqu’a 85% du poids sec de la plante (Robert et Roland 1989). On le trouve en quan-
tité plus modeste dans beaucoup de plantes comestibles (Table 4); ceci permet de se rendre compte
des quantités d’oxalates présentes dans I’environnement. Chez les plantes, la biosynthese de 1'acide
oxalique est associée a la photosynthese. Elle se fait a partir de 1’acide glycolique produit lors de la
réaction de photorespiration (Figure 3). L'acide glycolique produit dans les chloroplastes est trans-
porté dans le peroxysome ot il est tranformé en acide glyoxylique par la glycolate deshydrogénase
(EC:1.1.99.14) ou par la glyoxylate réductase (EC : 1.1.1.26). Le glyoxylate est ensuite transformé en
acide oxalique par la glyoxylate oxydase (EC : 1.2.3.5), avant d’étre transféré a la vacuole (Robert et
Roland 1980). La synthese d’acide oxalique peut aussi se faire a partir d’ascorbate, mais cette voie
reste assez mal connue (Franceschi et Nakata 2005). Les oxalates de calcium que I'on trouve chez
les plantes peuvent avoir différentes minéralogies et morphologies (Figure 4), ce qui fait des oxalates
de calcium un critere taxonomique intéressant (Monje et Baran 2002, 2004). Généralement, la forme
minéralogique la plus commune chez les plantes est la whewellite.



Figure 3: Voie de synthese de ’acide oxalique dans les cellules végétales. N) noyaux, C) chloroplaste,
P) peroxysome, V) vacuole, CW) paroi cellulaire, CO) cristaux d’oxalate de calcium. Oxalate synthesis
pathway in vegetal cells. N) noyaux, C) chloroplaste, P) peroxysome, V) vacuole, CW) cell wall, CO)
calcium oxalate crystals.

Table 4: Quantités d’oxalates et de calcium dans quelques plantes commestibles. Les quantités
d’oxalates et de calcium sont exprimées en milligramme pour 100 grammes de plante. Oxalate and
calcium concentrations in selected edible vegetables, expressed in milligrammes per 100 grams of plants.

Nom vernaculaire =~ Nom latin Oxalate  Calcium
Brocoli Brassica italica 610 42
Chou cavalier Brassica oleracea viridis 450 218
Chou vert frisé Brassica oleracea fimbriata 20 90
Carotte Daucus carotta 500 30
Panais Pastinaca sativa 40 70
Persil Petroselinum sativum 1700 122
Laitue romaine Lactuca sativa romana 330 20
Epinard Spinacia oleracea 970 51
Courges Cucurbita spp. 20 36
Patate douce Ipomoea batatas 240 29
Cresson Nasturtium officinale 310 53
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Figure 4: Morphologies des cristaux d’oxalate de calcium chez les plantes. A-C) Raphides dans des
tissus végétaux, d’apres Prychid et Rudall 1999 (échelle = 20 xm). A) Microscopie électronique d'un
faisceau de cristaux dans le parenchyme de Lachenalia bulbifera. B) Microscopie optique de cristaux
trouvés chez Liriope platyphylla. C) Microscopie optique d’un fagot de cristaux dans les tépales de
Conanthera campanulata. D) Microscopie électronique de cristaux euhédraux trouvé dans 1’écorce
de Milicia excelsa. E) Microscopie électronique de druses trouvée dans les tissus parenchymateux
d’ Opuntiasp. Calcium oxalate crystal morphologies in different plants. A-C) Raphides found in plant
tissues, after Prychid et Rudall 1999 (scale bar = 20 pm). A) Electron microscopy of a raphide bundle
in parenchymatous tissues from Lachenalia bulbifera. B) Light microscopy of crystals found in Liriope
platyphylla. C) Light microscopy of a raphide bundle in the tepals of Conanthera campanulata. D)
Electron microscopy of euhedral crystals found in Milicia excelsa wood bark. E) Druse crystals found
in the parenchyma of Opuntia sp.



Les champignons

La production d’acide oxalique est commune chez beaucoup de champignons saprophytes (Arnott
1995, Dutton et Evans 1996, Gadd 1999, Verrecchia 2000). Chez ceux-ci, la synthese de |’oxalate sem-
ble dépendre de la présence de glucose ou de citrate dans le milieu. Deux voies peuvent mener a
la production d’oxalate, la premiere est I’hydrolyse d'une molécule d’oxaloacétate par I’oxaloacétate
acétylhydrolase (EC: 3.7.1.1), la seconde passe par |’oxydation du glyoxylate en oxalate par la glyoxy-
late oxydase (EC : 1.2.3.5) (Figure 5). L'acide oxalique ainsi produit est ensuite sécrété. Il résulte de
cette sécrétion la formation de cristaux d’oxalate de calcium sur les hyphes du mycélium fongique
(Arnott 1995). Ces cristaux ont des morphologies bien distinctes, de telle sorte qu’il est souvent pos-
sible d’identifier la minéralogie au microscope électronique a balayage (MEB ou SEM).

A o NAD® 2 NADH'+ H*
2 HCO,
Glucose Glycolysis =2 Pyruvate %—T)Z Oxaloacetate ;T) 2 Oxalate
ATP
2 ADP + Pi
2 ADP + Pi > ATP 00— I 2 Acetate
H,O + O,
Citrate —ﬁ:} Isomtrateﬂ—) Glyoxylate $T>Oxalate
H,O
Succinate 22

Figure 5: Voie de synthese de I’acide oxalique chez les champignons. A) synthese a partir du glu-
cose. Dans ce cas la premiere étape est la glycolyse. Le pyruvate ainsi produit est transformé en ox-
aloacétate par la pyruvate-carboxylase (EC: 6.4.1.1). Finalement I’oxaloacétate produit est hydrolysé
pour former de I'oxalate et de I’acétate. B) synthese a partir du citrate. Dans ce cas le citrate est
transformé en isocitrate puis en glyoxylate, partageant ainsi des étapes du cycle des acides tricar-
boxyliques et du cycle du glyoxylate. Le glyoxylate est finalement oxydé en oxalate par la glyoxylate
oxydase (EC: 1.2.3.5) Oxalic acid synthesis pathway in fungi. A) synthesis from glucose. The first step
here is the production of pyruvic acid through the glycolysis. The pyruvic acid produced is transformed
in oxaloacetic acid by the pyruvate-carboxylase (EC: 6.4.1.1). Finaly the oxaloacetic acid is hydrolyzed
into oxalic acid and acetic acid. B) synthesis from citrate. In this case, citric acid is transformed into
isocitric acid and glyoxylic acid. This step uses enzymes from the tricarboxylic acid cycle and the gly-
oxylic acid cycle. Finally the oxalic acid is formed by the oxydation of glyoxylic acid by the glyoxylate-
oxydase (EC: 1.2.3.5)

Les bactéries

Chez les procaryotes la production d’oxalate n’a été que rarement signalée. Deux cas ont été décrits
par Hamel et al. (1999) chez Pseudomonas fluorescens ot la production d’oxalate sert a la détoxification
de I'aluminium, et par Kasai et al. (1962) chez Acinetobacter dioxaceticus.



Les dégradeurs d’oxalates
Les plantes et les champignons

Bien que les champignons et les plantes ne soient pas capables de consommer 1’oxalate au sens
strict, ils possedent des enzymes capables de dégrader I’acide oxalique. La fonction la plus probable
de ces enzymes étant de détoxifier I’acide oxalique produit par ces organismes. Chez les végétaux,
I’oxalate oxydase (EC : 1.2.3.4) transforme |’oxalate en dioxyde de carbone et peroxyde d’hydrogene
(équ. 8). Le peroxyde d’hydrogene est lui-méme détoxifié par une catalase ou une peroxydase. Chez
les champignons, I'enzyme responsable de la dégradation de I’oxalate est 1’oxalate décarboxylase (EC
:4.1.1.2). Elle transforme 1’acide oxalique en acide formique (équ. 9). L'acide formique ainsi produit
sera dégradé par une formiate déshydrogénase (EC: 1.2.1.2).

EC:1.2.3.4: H2C204 + 02 — 2C02 + H202
(8)

EC:4.1.1.2: H2C204 — HCOOH + C02
9

Les bactéries

Seul un nombre limité de bactéries est capable de croitre en utilisant de I’oxalate (Chandra et Shethna
1975, Dijkhuisen et al. 1977, Harder et al. 1974, Sahin 2003, Tamer et Aragno 1980 - table 5). Néan-
moins ce sont les véritables consommatrices d’oxalate. Chez ces bactéries dites oxalotrophes, I’oxa-
late sert de source d’énergie et de source de carbone. La dégradation de molécules d’acide ox-
alique (catabolisme - Figure 6) va fournir 1’énergie nécessaire a I’assimilation du carbone présent
dans d’autres molécules d’acide oxalique (anabolisme - Figure 7,8). Chez les bactéries aérobies,
la premiere étape de la dégradation de I’acide oxalique est effectuée par la formyl-CoA transférase
(EC:2.8.3.16). Cette enzyme transfere le coenzyme A sur I’oxalate produisant ainsi de 1’oxalyl-CoA.
L oxalyl-CoA est ensuite transformé en formyl-CoA et CO,, par1'oxalyl-CoA décarboxylase (EC: 4.1.1.8).
La formyl-CoA transférase intervient une seconde fois, elle transfere le coenzyme A du formyl-CoA
produit a I’étape précédente sur une nouvelle molécule d’oxalate formant ainsi du formate. Finale-
ment, le formiate est transformé en CO, par la formiate déshydrogénase. C’est cette derniere étape
qui, en réduisant le NADP en NADPH+H™, va permettre la production d’énergie. Il existe une vari-
ante de cette voie ou la formyl-CoA transférase est remplacée par la succinyl-CoA transférase (EC
: 2.8.3.2). Chez les bactéries anaérobies comme Oxalobacter formigenes, la dégradation de 1'oxalate
commence de fagon similaire a ce qui a été décrit précédemment. En revanche, la production d’énergie
se fait de maniere différente (Alisson et al. 1980, Lengeler et al. 1999 - figure 6). Chez Oxalobacter
cette dégradation commence avec I'’entrée d'un anion oxalate dans la cellule via I’oxalate-formiate
antiporteur. Une molécule de coenzyme A est ensuite ajoutée a I’oxalate par la formyl-CoA transférase
(EC:2.8.3.16). L'oxalyl-CoA ainsi formé est decarboxylé par I’oxalyl-CoA décarboxylase (EC : 4.1.1.8)
pour produire du formyl-CoA, et du CO,. Durant cette étape un proton est consommé diminu-
ant ainsi la concentration de ceux-ci dans la cellule. Ce dernier va étre utilisé par la formyl-CoA
transférase de la deuxieme étape, recyclant ainsile coenzyme A en le placant sur une nouvelle molécule
d’oxalate et libérant du formiate. Le formiate ainsi produit ressort de la cellule par la méme voie qui a
permis I’entrée de I'oxalate, c’est-a-dire, vial’oxalate-formiate antiporteur. Le proton consommeé lors
de la décarboxylation de I'oxalyl-CoA assure une différence de pH entre les milieux intra- et extracel-
lulaire. Le maintien de cette différence assure la production d’énergie cellulaire par I'intermédiaire
de I'’ATPase.

L'assimilation du carbone de I’oxalate commence aussi avec I’adjonction du coenzyme A a I'oxa-
late par la succinyl-CoA transférase (EC: 2.8.3.16). L'oxalyl-CoA ainsi formé va étre transformé en
glyoxylate par I’Oxalyl-CoA réductase (EC: 1.2.1.17). A ce stade deux voies d’assimilation divergent
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Table 5: Bactéries oxalotrophes connues au commencement de cette these (modifié d’apres Sahin
2003). Oxalotrophic bacteria known at the beginning of this Ph. D. thesis (modified from Sahin 2003) .

Nom

Synonymes Anabolisme

Collection n®

Reférences

Acinetobacter sp.
Agrobacterium bv 1
Agrobacterium sp.

Alcaligenes sp

Ammoniphilus oxalaticus
Ammoniphilus oxalativorans
Ancylobacter sp.
Azospirillium brasiliense
Azospirillium sp.

Bacillus licheniformis
Beijerinckia indica
Burkholderia glathei
Burkholderia sp.
Carbophilus carboxydus
Desulfovibrio vulgaris
Eggertella lenta
Enterrococcus faecalis
Hyphomicrobium vulgare
Mesorhizobium sp.

Methylobacterium extorquens

Moorella thermoacetica
Moorella thermoautotrophica
Mycobacterium komossense
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium sphagni

Nocardia sp.

Bacillus oxalophilus voie de la sérine

voie de la sérine

Pseudomonas glathei

Alcaligenes carboxydus

Eubacterium lentum

Bacillus extorquens
Pseudomonas extorquens AM1 voie de la sérine
Clostridium thermoaceticum

Clostridium thermoautotrophicum

Proactinomyces sp.

Oligotropha carbox;
Oxalicibacterium flavum
Oxalobacter formigenes
Oxalobacter vibrioformis
Oxalophagus oxalicus

Providentia sp.

Pseudomonas carboxydohydrogena

Pseudomonas rimaefaciens
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Ralstonia eutropha
Ralstonia eutropha
Ralstonia oxalatica
Saccharotrix aerocolonigenes
Saccharotrix cryophilis
Saccharotrix waywayandensiy
Saccharotrix albidocapillata
Starkeya novella
Streptomyces spp.

Variovorax paradoxus
Xanthobacter autotrophicus
Xanthobacter flavus

Xanthobacter sp.

F carbox,
voie du glycolate

voie du glycolate

Clostridium oxalicum

Seliberia carboxydohydrogena

OD1, OX53
Alcaligenes eutrophus voie du glycolate
Alcaligenes eutrophus voie du glycolate
Pseudomonas oxalaticus voie du glycolate
Nocardia aerocolonigenes

Nocardia aerocolonigenes

Lentza albidocapillata

Thiobacillus novellus voie du glycolate

Alcaligenes paradoxus

LMG 196

NEU 1212
NEU 45, 47, 105
CCM 2765
DSM 11538
DSM 11537
NEU 1210, 1211
ATCC 29145

NEU 1208

ATCC 9039
ATCC 29195
NEU 1209
DSM 1086
NCIMB 9442

ATCC 25559

ATCC 15444

DSM 1337

DSM 521
DSM 1974
ATCC 33013
ATCC 19420

ATCC 33027

DSM 1227
LMG 21571
ATCC 35274
DSM 5502

DSM 5503

DSM 1083
ATCC 23377

CCM 2765, 2766, 2767

DSM 531
DSM 4182
DSM 1105
NRRL B3298
NRRL 16238
NRRL B16134
DSM 4403

ATCC 8093

DSM 645
DSM 431
DSM 338

DSM 338

Naasema et al. 1998

Lajudie et al. 1999

Sahin 2001

Jenni et al. 2000

Chandra et Shethna 1975

Zaitsevetal. 1998

Zaitsevetal. 1998

Sahin 2001

Weberet al. 1999

Sahin 2001

Morris et Allen 1994

Becking et al. 1984

Paleroni 1994, Zolg et Ottow 1975
Sahin 2001

Meyeretal. 1993

Postgate 1963

Tto et al 1996, Kageyamaetal. 1999
Hokama et al. 2000

Hirsch 1989

Tan et al. 1999

Bassalik 1913

Blackmore et Quayle 1970

Collins et al. 1994, Daniel et Drake 1989
Collins et al. 1994, Daniel et Drake 1989
Wayneet Kubica 1986

Wayneet Kubica 1986

Wayneet Kubica 1986

Morris et Allen 1986, Miiller 1950
Meyeretal. 1983

Tamer et al. 2002

Allison et al. 1985

Dehninget Schink 1989, Smith etal. 1985
Dehninget Schink 1989

Hokama et al. 2000

Meyer et al. 1989, Palleroni 1984
Khambata et Bhat 1953

Chandra et Shethna 1975

Jayasuriya 1955, Koyama 1988
Friedrich et al. 1979, Jenni et al 1988
Tamer et Aragno 1980, Tamer 1982
Sahin et al. 2000, Khambata et Bhat 1953
Labeda 1992

Labeda 1992

Labeda 1992

Leeet al. 2000

Chandra et Shethna 1975

Robel et Kutzner 1973, Knutson et al. 1980
Tamer et Aragno 1980

Tamer et Aragno 1980

Jenni et al. 1987

Sahin 2000
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Figure 6: Voies de dégradation de |’oxalate chez les bactéries. A: Cas des bactéries aérobies. B: Cas
d’ Oxalobacter formigenes, une bactérie anaérobie (d’apres Lengeler et al. 1999) . Oxalate degrading

pathways in bacteria. A: pathway for aerobic bacteria. B: pathway for Oxalobacter formigenes, an
anaerobic bacteria (after Lengeler et al. 1999).
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; la voie du glycolate et la voie de la sérine (Figure 7,8 - Sahin 2003). La voie du glycolate, la plus
commune, commence avec la glyoxylate carboligase (EC: 4.1.1.47), qui va transformer le glyoxylate
en semialdéhyde de tartronate. Puis ’action de la tartronic semialdéhyde réductase (EC: 1.1.1.60) va
former du glycérate. Le glycérate sera lui-méme transformé en 3-phospho-glycérate par la glycérate
kinase (EC: 2.3.7.2). Le 3-P-glycérate est considéré comme le point de départ des mécanismes de
biosynthese. La voie de la sérine commence par la transformation du glyoxylate en hydroxypyruvate
par la sérine-glyoxylate aminotransférase (EC: 2.6.1.45). L'hydroxypyruvate est réduit par I’hydroxy-
pyruvate réductase (EC: 1.1.1.81) pour donner du glycérate. Finalement, on obtient du 3-P-glycérate
de la méme maniere que pour la voie précédente. Une seule exception a ces voies métaboliques a
été décrite a 'heure actuelle; la dégradation de ’oxalate par une oxalate oxidase sans utilisation de
celui-ci par Pseudomonas OX53 (Koyama 1969).
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(3-Phosphoglyceric acid) HO-CH2 v
CH(OH)-COOH | ‘ HOC-CH-COOH
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CH,-O-H,PO, 'l/,> | l/’>‘\\ OH
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EC: 2.8.3.2 EC:4.1.1.47 EC: 2.7.1.31

Succinyl-CoA transferase Glyoxylate carboligase Glycerate kinase

EC:1.2.1.17 EC:1.1.1.60 EC:6.2.1.5

Oxalyl-CoA reductase Tartronic semialdehyde reductase Succinyl-CoA synthetase

Figure 7: Voie du glycolate chez P, oxalaticus OX1 (modifié d’apres Dijkuizen et al 1977 et Sahin 2003).
Glycolate pathway in P oxalaticus OX1 (modified from Dijkhuizen et al 1977 and Sahin 2003.)
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Figure 8: Voie de la sérine chez Pseudomonas AM1 (modifié d’apres Blackmore et Quayle 1970). Ser-
ine pathway in Pseudomonas (modified from Blackmore and Quayle 1970.)
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D’un point de vue thermodynamique, il est possible a une bactérie de tirer de I'énergie et de
croitre de ces réactions (équ. 10). Mais la consommation d’oxalate fournit tres peu d’énergie par
mole de substrat si 'on compare avec le glucose. (équ. 10 et 11). En revanche l’acide oxalique
est un tres bon donneur d’électrons. Si 'on compare le glucose qui donne 12 paires d’électrons et
I'oxalate qui n’en fournit qu'une seule, on s’apercoit que par paire d’électrons 1’oxalate est un sub-
strat intéressant. En effet I’oxalate fournit 328 kJ par paire d’électrons alors que le glucose n’en four-
nit que 239 kJ (2873 kJ / 12 paires d’électrons - ici par abus de langage, paire d’électrons = 2 moles
d’électrons).

Oxydation de I'acide oxalique

H2C304+ 03 — 2 CO2 +2 H30 : AG®” =-328 KJ / mole soit 328 KJ / paire e~

(10)

Oxydation du glucose
CsH;1206 +6 02 — 6 CO2 + 6 H2O : AG®’ =-2873 KJ / mole soit 239 KJ / paire e~

(1)

Le cycle oxalate-carbonate

Le cycle oxalate-carbonate fait le lien entre la partie biologique et la partie géologique de ce travail. Au
cours de ce cycle, les oxalates sont transformés en carbonates. La production et la consommation des
oxalates relevent de la biologie. En revanche, les carbonates produits semblent relever du domaine de
la géologie en premiere approximation. Cette partie va décrire rapidement le cycle oxalate-carbonate
et le replacer dans son contexte biogéochimique. Par la suite ce cycle sera regardé du point de vue de
la microbiologie, la partie plus géologique faisant ’objet d’'une autre these (Cailleau 2005). Ces deux
approches se compléetent pour donner une vision globale et pluridisciplinaire de la transformation
oxalate-carbonate.

Introduction au cycle oxalate-carbonate

La partie précédente a présenté la production et la dégradation des molécules d’oxalates dans les
systemes vivants. L' oxalate est issu a l’origine de CO- atmosphérique utilisé par la plante. Les champi-
gnons saprophytes, quant a eux, se nourrissent de tissus végétaux pour produire leur oxalate, cet
oxalate provenant donc indirectement du CO, atmosphérique, via les plantes. L'ensemble de cet ox-
alate est dégradé par les bactéries redevenant ainsi du CO-. 1l existe donc un cycle biogéochimique
de I'oxalate impliquant les plantes, les champignons et les bactéries. Ce cycle ne concerne pas que le
CO-, et les oxalates, mais aussi les carbonates, en particulier le carbonate de calcium (CaCOs). En ef-
fet, une partie du CO- produit pendant la dégradation des oxalates peut réagir avec I’eau du sol pour
former des ions carbonate (CO:™) et hydrogénocarbonate (HCO3 ). Ces ions vont ensuite réagir avec
le calcium en solution pour former du carbonate de calcium (Figure 9 A). Par la suite, siles conditions
du milieu changent, le carbonate de calcium peut a nouveau étre dissous selon le méme principe et
libérer a nouveau du CO- vers ’atmosphere. L'ensemble de ces réactions forme le cycle oxalate-
carbonate (figure 9 A et B) postulé sous différentes formes par Cromack et al. (1977) et par Verrecchia
(1990). Une des différences majeure entre ces 2 visions du cycle oxalate carbonate réside dans la for-
mation du carbonate de calcium. En effet, si Verrecchia (1990) met en avant la formation de carbon-
ate de calcium, ce n’est pas le cas de Cromack et al. (1977). Celui-ci intéressé a '’habitat particulier
que sont les tractus digestifs de la microfaune du sol n’a peut-étre pas eut 1'occasion d’observer la
formation de carbonate de calcium in situ.
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Figure 9: A: Cycle oxalate-carbonate impliquant les plantes, les champignons et les bactéries proposé
par Verrcechia 1990. B: Cycle oxalate-carbonate impliquant la faune du sol, les champignons et les
bactéries proposé par Cromack et al. 1977 A: Oxalate-carbonate cycle involving plants, fungi and
bacteria as proposed by Verrecchia 1990. B: Oxalate-carbonate cycle involving soil fauna, fungi and
bacteria as proposed by Cromack et al. 1977.

Importance du cycle oxalate-carbonate

Le cycle tel qu’il est décrit ci-dessus est tres important, car il permet le stockage de CO, atmo-
sphérique sous forme de carbonate de calcium dans les sols. 1l s’agit donc d’un puits de carbone.
Le cycle oxalate carbonate est de ce fait intimement lié au cycle du carbone (Figure 10), et donc aux
problemes de changement climatiques globaux. Le stockage du carbone dans les sols sous forme
de carbonate de calcium n’est généralement pas pris en compte dans les modeles globaux (Prenc-
tice et al. 2001). Ceux-ci ne considerent le stockage du carbone dans les sols que sous forme or-
ganique. Le stockage du carbone sous forme minérale présente pourtant I’avantage d’étre une solu-
tion a long terme puisque le temps de résidence du carbone minéral dans les sols est 100 a 1000 fois
supérieur a celui du carbone organique (Retallack 1990). L'importance du cycle oxalate-carbonate
ne s’arréte toutefois pas au stockage du carbone dans les sols. Ce cycle a aussi une influence dans
des domaines tels que I’agronomie, la pédologie, la géologie et la médecine. Pour le pédologue et
I’agronome, la transformation des oxalates en carbonates implique une modification de la mobilité
des ions métalliques dans les sols, car ceux-ci n’ont pas la méme affinité pour les oxalates et les car-
bonates (Graustein et al. 1977). Ceci peut avoir une influence directe sur la fertilité de certains sols
en modifiant la biodisponibilité d’ions toxiques comme |’aluminium et le cuivre, ou d’ions nutritifs
comme le sodium et le calcium. Pour le géologue et le pédologue, la production de carbonate dans
les sols peut participer a la genese de calcrete (Verrecchia 1990). L'étude du cycle oxalate carbon-
ate peut apporter des éléments nouveaux a la compréhension de la mise en place de ces systémes.
Finalement pour les médecins, le cycle oxalate carbonate a aussi un intérét puisque autant les ox-
alates que les carbonates participent a la production de calculs rénaux et urinaires. La transforma-
tion des oxalates en carbonates, plus solubles dans'urine, pourrait constituer une voie de recherche
intéressante pour les urologues (Khan 1995). En plus de ’aspect scientifique, il existe aussi un intérét
industriel a I’étude de la transformation des oxalates en carbonates. En effet, bien que I'action des
micro-organismes n’ait pas été évoquée directement, la transformation des oxalates en carbonates
est soupconnée de participer a la formation de blocs de carbonate de calcium dans des bois semi-
précieux tel que Milicia excelsa (Harris 1933, Pobeguin 1943) Tous ces éléments font du cycle oxalate-
carbonate un phénomene digne d’intérét ou I’aspect microbiologique tient une grande place. C’est
cet aspect qui sera développé tout au long des chapitres suivants.
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Figure 10: Echange de carbone entre I’atmosphere et la biosphere et relation entre le cycle du car-
bone et le cycle oxalate carbonate. Les deux principaux flux de carbone entre la biosphere (sens
large) et I'atmosphere sont diis aux échanges gazeux entre I’atmosphere et les océans ainsi qu'aux
échanges entre les organismes terrestres et ’atmosphere. Ces derniers représentant 120 Gt par an
se répartissent a raison de 60 Gt par an de carbone fixé via la photosynthese et 60 Gt par an relaché
via la respiration. Une faible proportion (0.4 Gt / an - **) du carbone fixé lors de la photosynthese va
former de la matiere organique dissoute qui sera transportée jusqu’aux océans par les cours d’eau.
Le carbone organique présent dans les océans peut étre respiré a son tour pour redonner du COs-.
L'atération des roches contribue aussi au cycle du carbone. L'altération des roches silicatées (1)
fixe du CO. selon la réaction: CaSiOs + CO; — CaCOs + SiO2. En revanche l'altération de roche
carbonatée (2) relargue du CO,. Finalement la fleche jaune indique la position du cycle oxalate-
carbonate dans le cycle du carbone. Notez que les processus biologiques menant a la formation de
carbonate de calcium dans les sols ne sont pas pris en compte dans la vision actuelle du cycle du
carbone. Simplified sketch showing the exchanges of carbon between atmosphere and biosphere. The
relation between the carbon cycle and the oxalate carbonate cycle are also shown. The two major car-
bon fluxes between the biosphere (sensus lato) and the atmosphere are due to gas exchange between
atmosphere and oceans as well as to exchanges between the terrestrial organisms. These latter repre-
sent 120 Gt per year which are distributed as follows: 60 Gt of carbon are fixed throught photosynthesis
as 60 Gt of carbon are released as CO, to atmosphere by respiration processes. A small fraction (0.4 Gt/
yr - **) of the carbon fixed throught the photosynthesis are dissolved into surface water and transported
to the ocean by the rivers. A part of the carbon present in the oceans is respired to CO,. Rock weath-
ering also contribute to the carbon cycle. Silicate rock weathering fixes CO- according to the equation:
CaSiOs + CO; — CaCOs + SiO,. As carbonate rock weathering releases CO-. Finally the yellow arrow
indicate the position of the oxalate-carbonate cycle in the global carbon cycle. Note that biological pro-
cesses leading to the calcium carbonate accumulation in soil are not taken into account in the current
view of the carbon cycle.
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Le carbonate de calcium

C’est le produit "final” du cycle oxalate-carbonate. Comme pour les oxalates, il est fondamental de
connaitre les propriétés physiques et chimiques des différentes formes du carbonate de calcium pro-
duites lors du cycle oxalate-carbonate pour des raisons méthodologiques. De plus, il est important
de pouvoir relier des échantillons de carbonate de calcium aux processus du cycle oxalate-carbonate
étudiés au laboratoire. Pour cela il est essentiel d’avoir de bonnes connaissances des différentes
especes de carbonate de calcium produites par des microorganismes ou lors de processus abiotiques.
Parmi ces connaissances, la chimie, la minéralogie, et la morphologie des cristaux produits permet-
tent d’obtenir des indices faisant un lien entre les carbonates prélevés sur le terrain, ceux obtenus en
laboratoire, et les processus menant a leur précipitation. Ce sont ces propriétés qui sont détaillées
dans les paragraphes suivants.

Propriétés physiques

1l existe plusieurs especes minérales du carbonate de calcium anhydre (CaCO3) ainsi que des formes
hydratées (CaCOs - H2O ou CaCOs - 6H50). La calcite, la forme la plus courante du carbonate de
calcium anhydre existe sous forme de poudre blanche ou sous forme cristalline. Sa densité est de
2.71 (ds5.5 = 2.71). Chauffé au-dela de 825°C, le carbonate de calcium se décompose en dioxyde de
carbone (CO,) et oxyde de calcium (CaO). Le carbonate de calcium partage cette derniere étape avec
les oxalates de calcium vus précédemment.

Propriétés chimiques

Le carbonate de calcium est un sel formé d’acide carbonique et de calcium. Il a une masse moléculaire
de 100.09. 1l est pratiquement insoluble dans I’eau, par contre il est soluble dans des acides dilués

(O’Neil et al. 2001). Le pH de stabilité du carbonate de calcium en solution aqueuse en équilibre avec

I’atmosphere et a 25°C est de 8.4 environ ; a ce pH le carbonate de calcium précipité est en équilibre

avec la solution. La précipitation et la dissolution du carbonate de calcium en solution dépendent

essentiellement de la concentration du calcium, des especes carbonatées, du pH du milieu (équ. 12 -

15) et de la pression partielle en dioxyde de carbone dans cette solution (équ. 13 - Stumm et Morgan

1996, Verrecchia 2002).

Effet du pH: CaCO3 + HY = HCO3 + Ca?* ou CaCOs +2H* = CO; + Ca’t + H20

(12)
Effet de la pression partielle en CO,: CaCO3 + H0 + CO, = 2HCO3 + Ca’*

(13)
Effet de la concentration etlou de 'évaporation: CaCOs + H,O = HCO3 + Ca®* + OH~

(14)

Relations entre les especes carbonatées: H,0 + CO, = H,CO3 = HCO3 + Ht = CO3™ + 2H™

(15)
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Minéralogie

1l existe 213 minéraux appartenant a la classe des carbonates (Klein 2002). Seuls les 7 rencontrés le
plus fréquemment au cours de ce travail seront décrits dans ce paragraphe (Table 6). De méme,
seuls les diffractogrammes des formes les plus courantes seront montrés ici (Figure 11). Un des
criteres diagnostiques des carbonates est le dégagement de CO, produisant une effervescence vis-
ible en présence d’une goutte d’acide dilué (HCl 5% a 10% par exemple). Les minéraux de la classe
des carbonates, et la calcite en particulier, peuvent avoir de trées nombreux habitus (Lacroix 1962).
Selon la taille des cristaux on distingue toutefois la micrite, qui a une taille inférieure a 4 xm, la mi-
crosparite avec des cristaux de 4 a 16 ym, et la sparite dont les cristaux ont une taille supérieure a
16 pm (Tucker et Wright 1992). La taille des cristaux des différentes catégories peut toutefois varier
légerement selon les auteurs.

Table 6: Propriétés minéralogiques de quelques carbonates. Mineralogical properties of selected car-
bonate minerals.

Nom Calcite Aragonite Vatérite Monohydrocalcite | Ikaite Dolomite Magnésite
Formule | CaCOs CaCOs CaCOs CaCOs - H2O0 CaCOs - 6H20 | CaMg(CO3)2 MgCOs3
Couleur Incolore Incolore Incolore Grise Blanc Incolore Incolore
Blanc Blanc Gris pale Blanc Blanc
Rose Grise Blanc Jaune Gris clair
Trace Blanche Blanche Blanche Blanche Blanche Blanche Blanche
Transp. Transparent Transparent | Transparent Transparent Transparent
aopaque Translucide aopaque aopaque
Lustre Vitreux Vitreux Terne Terne Vitreux Vitreux
Nacré
Dureté 3.0 3.5-4.0 3.0 2.0-3.0 3.5-4.0 4.0
Clivage [1011] Parfait [1011] Bon [1011] Parfait [1011] Parfait
[1011] Parfait [1011] Parfait
[1011] Parfait [1011] Parfait
Fracture | Friable Friable Friable Friable
Conchoidale sub-conch. Conchoidale Conchoidale
Habitus Cristallin Pseudo-hex. Cryptocristallin Tabulaire Rhomboedres | Massif
Rhomboedres | Encolonnes En colonne afaces Granulaire
Stalagmitique | Fibreux incurvées Fibreux
Massif Massif
Densité 2.71 2.93 2.54 2.38 1.78 2.85 3.00

Le carbonate de calcium dans la biosphere

Le carbonate de calcium et les autres carbonates naturels sont des minéraux tres répandus a la sur-
face de la planete. On retrouve les différentes formes du carbonate de calcium (au sens large) dans
les roches calcaires, qui sont tres importantes parmi les roches sédimentaires (Folk 1974, Dardenne
2001). Le carbonate de calcium trouvé dans les roches, sédimentaires ou non, peut avoir plusieurs
origines. Une origine physico-chimique est invoquée lorsque les conditions dans lesquelles le car-
bonate de calcium va précipiter ne sont induites que par des facteurs cinétiques indépendants de
la vie. Une origine biologique qui est elle invoquée lorsque 'activité d’organismes vivants produit
directement du carbonate de calcium comme biominéral ou lorsque ceux-ci modifient suffisam-
ment le milieu pour permettre la précipitation de celui-ci (Cojan et Renard 1999). On parle alors de
minéralisation biologiquement contrélée ou de minéralisation biologiquement induite selon la ter-
minologie de Lowenstam et Weiner (1989). On peut aussi parler plus simplement de biominéralisation.



19

o o
S S
S 1A S 7B
< <

o | o |
=) S

S S

3] I5)

o o
=) S

<) S

« Y

o - o -
S S

S S

=1 =

o Q_JL U\J\ M I A s o

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
o ] o |
37C 871D
< <
o _| o |
S S
S S
[32) o
o o
S S
S <]
N N
o o -
S S
S =1
) g ) "
o o 4

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
o o
§1E g1F
< <
o | o
o S
o o
™ ™
o o
o o
o o
N N
o o
o o
o o
— —
o - o
T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80

Figure 11: Diffractogrammes de quelques formes du carbonate de calcium, A: Calcite, B: Aragonite, C:
Vatérite, D: Monohydrocalcite, E: Ikaite, F: Calcium phosphate carbonate. En abscisse I’angle (26) en
ordonnée l'intensité relative. Diffractograms of selected carbonate minerals, A: Calcite, B: Aragonite,
C: vaterite, D: Monohydrocalcite, E: Ikaite, F: Calcium phosphate carbonate. Angle (26) shown on the
x-axis and relative intensity on the y-axis.
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Le carbonate de calcium d’origine abiotique

Le carbonate de calcium est fréquent dans les grottes, a proximité de résurgences karstiques, ou
en relation avec '’hydrothermalisme. Dans ce cas, il se forme le plus souvent par dégazage du CO-
de la solution aqueuse on parle alors de la formation de travertins. Les travertins sont définis par
Pentecost (2005) comme des calcaires continentaux précipités de maniere physico-chimique proche
d’infiltrations, de sources, le long de cours d’eau, ou plus rarement dans des lacs. Dans les environ-
nements vadoses et phératiques peu profond, les travertins sont caractérisés par une faible porosité
intercrystalline mais par une grande porosité structurelle ou moldique. La précipitation dans les
travertins est essentiellement liée au transfert du CO- de la solution a ’atmosphere, menant a la
sursaturation et a la précipitation de carbonate de calcium sur des surfaces submergées (exemple -
figure 12 A). Cette définition tres large inclut aussi bien les spéléothemes que les tufs et bien d’autres
dépots carbonatés. Finalement Pentecost (2005) propose dans son ouvrage une classification des
différentes formes de travertins selon I'origine du CO,. Ainsi il définit les travertins météogenes
comme des travertins dont le CO- a une origine météorique essentiellement liée au sol, et les traver-
tins thermogenes chez lesquels le CO- provient de processus thermiques ayant lieu dans ou sous la
croute terrestre.

B Evaporation

Water inputs
L. Ca2+ Mgz+
Draining Mg,
M
Ftages g/Ca | | | HCO,

Calcite |

2 Magnesian calcite |
3 Aragonite |
4

Figure 12: A: Précipitation de carbonate de calcium formant un tuf a la sortie d'une source karstique
(photo: Cyril Dommergues). B: Example de précipitation de différents carbonates et d’évaporites
dans un lac fermé (figure modifiée d’apres Einsele 1992 et Eugster et Hardie 1978). A: Precipitation of
calcium carbonate forming a tufa near a karstic spring (photograph: Cyril Dommergues). B: Example
of the precipitation of different carbonate minerals associated with evaporites in a closed lake (figure
modified after Einsele 1992 and Eugster and Hardie 1978).
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Le carbonate de calcium se trouve aussi associé a des systemes évaporitiques. C’est le cas par
exemple, de certains lacs fermés "temporaires” en zone aride. Ces lacs sont soumis a une forte
évaporation qui augmente la concentration des différents ions en solution jusqu’a la précipitation de
minéraux évaporitiques. Les minéraux les moins solubles tel que les carbonates vont précipiter en
premier, alors que les minéraux les plus solubles tels que I'halite vont précipiter en dernier. L'apport
ponctuel d’eau chargée en ions divers permet le maintien du systeme. (Figure 12 B). En bordure des
systemes marins on trouve aussi des "sabkhas”. 1l s’agit la de systemes évaporitiques dominés par
le sédiment. Dans ce cas, c’est '’eau intersticielle qui est soumise a une forte évaporation. Celle-ci
conduit a la précipitation de carbonate de calcium et d’autres minéraux évaporitiques a I'intérieur et
ala surface du sédiment.

Le carbonate de calcium d’origine biotique

Le carbonate de calcium est associé a de nombreux organismes vivants (table 7, Lowenstam 1981,
Tucker and Wright 1992). Chez les métazoaires, sa précipitation est généralement contrélée par
I'organisme, formant des spicules (spongiaires), des septes (cnidaires) des coquilles (mollusques),
des carapaces (arthropodes), et des os (chordés). Chez les unicellulaires la précipitation est le plus
souvent induite par I’organisme, formant des cristaux de minéralogie et de morphologie variées.
Néanmoins chez certains unicellulaires, comme les foraminiferes, la précipitation peut-étre contrélée
pour produire des tests (coquilles) dont la morphologie est caractéristique des especes (Beaumont et
Cassier 1981).

Table 7: Répartitions des différentes formes du carbonate de calcium a travers le monde vivant (mod-
ifié d’apres Lowenstam 1981). Distribution of calcium carbonate biominéralisation among living and
fossil organisms.

calcite | aragonite | vaterite | monohydrocalcite Carbonate de
calcium amorphe
Bactéries + + + +
Dinoflagellés +
Haptophytes + +
Phaeophytes +
Rhodophytes + + +
Chlorophytes +
Siphonophytes + +
Charophytes + + +
Radiolaires + +
Mixomycetes +
Spongiaires + +
Cnidaires + +
Plathelminthes + +
Brachiopodes +
Annélides + +
Mollusques + + + + +
Arthropodes + + + +
Siponculiens + +
Echinodermes +
Chordés + + + + +
Bryophytes +
Tracheophytes + +




22

Le carbonate de calcium comme biominéral chez les micro-organismes

Le terme biominéralisation se réfere aux processus par lesquels des organismes peuvent produire
des minéraux. On distingue la biominéralisation induite, ou la précipitation d'un minéral est le
résultat des interactions entre les organismes et leur milieu, et la biominéralisation contrélée ou la
formation d’'un minéral est contrélée par des processus cellulaires. Les biominéraux sont plus que
leurs contreparties inorganiques (c’est-a-dire les mémes minéraux précipités par des processus abio-
tiques - Weiner et Dove 2003). Ils sont le reflet d'une activité biologique; ce sont donc des indicateurs
précieux si I’on est capable de les reconnaitre comme tels. Parmi les biominéraux, le carbonate de
calcium occupe une place tres importante de par son abondance dans la biospheére et sa répartition a
travers le monde vivant. Il n’est donc pas surprenant de voir ce biominéral produit par de nombreux
micro-organismes. Chez les bactéries et les champignons, la biominéralisation est le plus souvent
induite; la diversité du monde microbien peut toutefois s’exprimer au travers des nombreux types
de métabolisme et de structures pariétales menant a la nucléation et a précipitation de différentes
formes de carbonate de calcium.

Processus métaboliques menant a la carbonatogénese

Les processus métaboliques menant a la biominéralisation sont divers (Mann et al. 1989). Dans le
cas de la carbonatogénese bactérienne, plusieurs processus menant a la précipitation de carbon-
ate de calcium ont été mis en évidence (Visscher et Stolz 2005, Verrecchia 2003, Ferris 2000). Bien
que la liste des processus qui va suivre ne soit pas exhaustive, elle suffit a montrer que la diversité
métabolique permet la précipitation du carbonate de calcium dans de nombreux environnements.
Les organismes capables de photosynthese oxygenique comme les cyanobactéries et anoxygenique
tels que les bactéries sulfureuses pourpres et vertes (équ. 16 - 17) alcalinisent le milieu car celles-ci
consomment le CO- dissous. Cette alcalinisation conduit a la précipitation de carbonate de calcium
comme ceux observé par Verrecchia et al. (1995). Dans le cas de la photosynthese anoxygenique il
faut toutefois noter que 1’oxydation du HS™ contribue a faire diminuer le pH contrebalancant ainsi
pour partie I’alcalinisation globale. La sulfato-réduction (équ. 18), tres importante dans les milieux
marins (Canfield et al. 1993), participe elle aussi a I’augmentation du pH en utilisant le pouvoir
réducteur du carbone organique. Il faut noter que dans I’équation 18, I'ions HS™ peut réagir avec
une molécule d’eau puis dégazer avec le CO,. La dégradation des composés azotés, la déamination
d’acides aminés ou ’hydrolyse de 1'urée (équ. 19), produit de I’ammoniaque et du dioxyde de car-
bone. Alors que le CO, dégaze, 'ammoniaque produit est une base faible qui va réagir avec I’eau pour
former des ions NH} et OH™, il résulte donc de ces processus une alcalinisation du milieu. Finale-
ment la ferro-réduction (équ. 20) et la methanogénese (équ. 21) sont aussi des processus capables de
mener a la précipitation de carbonate de calcium par I'intermédiaire d'une alcalinisation du milieu.
11 faut toutefois noter que si le nombre de processus métaboliques menant a la carbonatogénese est
élevé, il en existe probablement au moins autant menant a la dissolution des carbonates (Visscher
et Stolz 2005). Pour que la carbonatogénese soit effective, il faut donc que dans un systeme donné la
production de carbonate excede sa mise en solution.

Photosynthese oxygenique

2 HCO; + Ca%* —s | CH,0 | + CaCOs3 + O,
(16)

photosynthese anoxygenique

3HCO;3 +Ca’t + HS~ — 2| CH,0 | + SO3™ + CaCOs

17)
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Sulfato-réduction

2| CH,0 | +S0%™ + OH~ + Ca’t — CaCO3 + CO, + 2 H,0 + HS™

(18)
Déamination - cas de l'urée
H,;N-CO-NH; + 2 H,0 + Ca®t — CaCO3 + 2 NH}
(19)
Ferro-réduction
| CH20 | + 4 FeOOH + 6 HCO3 + 7 Ca?* — 7 CaCOs + 4 Fe?* + 6 H20
(20)
Méthanogénese
2 HCO; +4 H- + Ca*t — CaCOs + CH4 + 3H-0
(21)

Influence du facteur biologique sur la précipitation de carbonate de calcium

De par leur proximité géométrique avec celui-ci, les organismes ont une grande influence sur le type
de carbonate de calcium produit quel que soit le type de biominéralisation (induite ou controlée).
Cette influence s’exerce surtout par l’action de ligands biologiques tels que les groupements car-
boxyles et phosphates (Ferris 2000) sur le calcium. On trouve les groupes carboxyles associés es-
sentiellement aux protéines ainsi qu’'a certains sucres (les sucres acides et les acides uroniques),
deux classes de molécules ubiquistes dans les cellules. Le groupement carboxyle, de par sa prox-
imité structurale avec I’anion carbonate, a une grande influence sur la précipitation du carbonate de
calcium (Figure 13 - Mitterer et Cunningham 1985, Addadi et al. 1990). Les phosphates eux peuvent
étre associés a la paroi des micro-organismes sous formes de poly-glycérol-phosphate ou de poly-
ribitol-phosphate dans les acides teichoiques et lipoteichoiques des bactéries gram positives. De
méme chez les bactéries gram négatives, les lipopolysaccharides associées a la membrane externe
sont souvent porteurs de groupes phosphates (Prescott et al. 1995). Toutefois, les carboxyles et les
phosphates n’interagissent pas avec les ions métalliques au méme pH (Phoenix et al. 2002). L' affinité
des ions métalliques, et du calcium en particulier, pour ces ligands fait des structures bactériennes
des lieux préférentiels de nucléation du carbonate de calcium (Ferris 2000). De plus la répartition
de ces ligands sur les différentes structures biologiques peut faire de celles-ci des "modeles” pour
la précipitation des différentes formes de carbonate de calcium (Falini 2000). II résulte de toutes
ces interactions de nombreuses morphologies et minéralogies différentes du carbonate de calcium a
travers le monde vivant (Lowenstam 1981). Outre la forme et la minéralogie, les organismes vivants
laissent une empreinte chimique dans les cristaux qu’ils produisent. Cette empreinte peut se trouver
sous forme isotopique (Schidlowski 2000), de biomarqueurs tels que I’acide meso-diaminopimélique
(Borruat 2000, Borruat et al. 2001), ou sous forme de différences dans la composition chimique (Ri-
vadeneyra et al 1996). Une des taches a laquelle cette these va se consacrer sera la caractérisation des
cristaux de carbonate de calcium produit lors du cycle oxalate-carbonate, et des interactions entre
bactéries et minéral menant aux différents types de cristaux produits. Ceci a pour objectif d’établir
des liens entre les échantillons provenant de systemes naturels et ceux produits en laboratoire.



24

Figure 13: Similarité entre les groupements carbonate (gauche) et carboxyl (droite) (figure modifiée
d’apres Mitterer et Cunningham 1985). Similarity between carbonate group (left) and carboxyl group
(right) (modified after Mitterer and Cunningham 1985)

Résumé - Summary

Les plantes et les champignons produisent de I’acide oxalique et des oxalates de calcium. Plants
and fungi produce oxalic acid and calcium oxalate.

Un certain nombre de bactéries est capable d’utiliser les oxalates comme source de carbone et
d’énergie. A limited number of bacteria are able to use oxalates as carbon and energy source.

La consommation d’oxalate de calcium peut mener a la précipitation de carbonate de calcium.
Consumption of calcium oxalate can lead to the precipitation of calcium carbonate.

Les différentes bactéries produisent différentes formes du carbonate de calcium. Different bac-
teria produce different forms of calcium carbonate.

Il existe un cycle biogéochimique impliquant les oxalates et les carbonates. Ce cycle peut avoir
des répercutions sur le stockage de CO», la fertilité et la structure des sols. A biogeochemical
cycle involving oxalate and carbonate exist. This cycle can have influence on carbon dioxyde
storage, soil fertility and structure.



Chapitre 2: Méthodes

Ce chapitre est destiné a donner une description générale des méthodes couramment utilisée lors
de ce travail, ainsi que les bases théoriques nécessaires a la compréhension de certaines techniques
analytiques. Les conditions précises de chaque manipulation seront données dans les chapitres cor-
respondants.

Microbiologie classique

Les techniques de microbiologie classique se fondent essentiellement sur la mise en culture de bacté-
ries sur différents milieux. Certaines souches bactériennes utilisées lors de ce travail provenaient de
collections de micro-organismes suisses ou étrangeres. Cette partie va donc se porter sur la descrip-
tion et I’origine des souches oxalotrophes disponibles, la composition des milieux de cultures utilisés
en routine, et ceux utilisés lors d’expériences de biominéralisation.

Description des souches

La description des souches ci-dessous, n’est de loin pas complete. Elle permet néanmoins d’avoir
un apercu des principales caractéristiques des différents genres. Le lecteur pourra completer les
informations données ci-dessous avec celles citées au chapitre 1 et la littérature associée.

Le genre Streptomyces

Les streptomycetes sont largement répandus dans les sols et les composts. Ce sont des bactéries
gram positives, chimioorganotrophes, aérobies capables d'utiliser un grand nombre de substrats or-
ganiques, y compris des substrats réputés difficiles a dégrader. Ces bactéries ont une morpholo-
gie végétative en mycélium le plus souvent pigmenté (violet, rouge, orange, brun gris). Les hy-
phes de ce mycélium ont un diametre compris entre 0.5 ym et 2 um. L'aspect des colonies peut
étre pulvérulent, floconneux, granulaire, ou encore soyeux. A maturité, le mycélium produit des
spores non motiles et généralement pigmentées elles aussi. Les spores forment généralement des
chaines spiralées caractéristiques de ce genre. Les températures et pH optimaux de croissance des
streptomycetes sont compris entre 25°C - 35°C et 6.5 - 8.0, respectivement (Holt et al. 1994). Les
souches types utilisées dans ce travail étaient Streptomyces coelicolor (DSMZ 46492) et Streptomyces
avermitilis (DSMZ 40783), leur oxalotrophie a été vérifiée lors de cultures sur milieu Schlegel addi-
tionné d’oxalate de calcium. Les génomes de ces deux souches ont été totalement séquencés et sont
disponibles dans la base de donnée du NCBI. Au sein de ce genre, plusieurs autres especes oxalotro-
phes ont été isolées et identifiées. Streptomyces griseoluteus, S. anulatus, S. fulvissimus, S. halstedii,
S. glaucescens, S. rochei, S. cellulosae, S. olivaceoviridis et S. violaceusniger ont été décrit par Sahin
(2004). Knutson et al. (1980) quant a eux ont identifié S. collinus, S. parvulus et S. rochei comme
étant des streptomycetes oxalotrophe. Finalement Khambata et Bhat (1954), ont isolé des Strepto-
myces oxalotrophes, mais sans les identifier au-dela du genre. Finalement Cromack et al. (1977) a
décrit de nombreux actinomycetes capable de dégrader I'oxalate, parmi ceux-ci il est probables qu’il
y ait un certain nombre de bactéries appartenant au genre Streptomyces.
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Le genre Ralstonia

Les bactéries de ce genre ont subi de nombreux changements de nomenclature, une grande partie a
appartenu au genre Pseudomonas et Alcaligenes (Kersters et al. 1996, Sahin et al. 2000). Les bactéries
du genre Ralstonia sont des gram négatives, motiles, chimioorganotrophes ou chimiolithoautotro-
phes (via I’oxydation de I’hydrogene gaseux). Les cellules mesurent de 0.5 um a 1 pm de diametre,
pour des longueurs comprises entre 0.5 zm et 2.6 um. Elles sont capables d’utiliser une large gamme
d’acides organiques et d’acides aminés comme source de carbone et d’énergie. La dégradation de
ces substrats peut résulter en la production d’alcali. La majorité des bactéries appartenant a ce
genre est considérée comme aérobie stricte, méme si quelques souches sont capables d’avoir une
respiration anaérobie en présence de nitrates ou de nitrites (Holt et al. 1994). Le genre Ralstonia
est commun dans l’eau et les sols, néanmoins de nombreuses souches proviennent d’échantillons
médicaux. Certaines souches semblent d’ailleurs faire partie de la flore intestinale saprophyte de
nombreux vertébrés et invertébrés (Krieg et al. 1984, Khambata et Bhat 1953). La souche de Ralstonia
utilisée dans ce travail était Ralstonia eutropha (Syn : Pseudomonas oxalaticus, Alcaligenes eutrophus
- ATCC 17699, DSMZ 428, NEU 49). Le génome de cette bactérie n’est que partiellement séquencé
a ’heure actuelle. Dans ce genre, les bactéries oxalotrophes sont représentées par R. oxalatica (syn
: P oxalaticus OX1) et R. eutropha (syn : A. eutrophus). Ces deux especes ont été décrite par Bhat et
Barker (1948) et par Jenni et al. (1988) respectivement.

Le genre Bradirhyzobium

Ce groupe était auparavant associé au genre Rhizobium; aujourd’hui un certain nombre de ceux-
ci sont transférés dans le genre Bradirhyzobium (Kersters et al. 1996). Dans ce genre, on trouve
des bactéries gram négatives, aérobies, et chimioorganotrophes. Les cellules mesures de 0.5 ym
a 0.9 ym de diametre et de 1.5 #m a 3.0 ym de long. On peut y observer des granules de poly-
B-hydroxybutyrate. Les colonies sont généralement petites, mesurant moins d’'un millimetre de
diametre. Celles-cisont le plus souvent blanches, opaques et convexes. De plus, ces colonies peuvent
avoir une texture granulaire. De maniere courante, ces bactéries utilisent les hydrates de carbones,
les pentoses en particulier, comme source de carbone. La croissance sur un milieu de culture riche en
hydrates de carbone s’accompagne généralement de la production d’exopolysaccharides (mucilage).
On trouve ces bactéries associées aux nodules racinaires de certaines plantes ainsi que sous forme
de cellules isolées dans les sols (Holt et al. 1994). La souche utilisée dans ce travail est Bradirhyzo-
bium japonicum (JCM 10833). L oxalotrophie supposée de cette souche (au vu de son génome) a été
vérifiée sur milieu Schlegel additionée d’oxalate.

Le genre Methylobacterium

Ce genre, tout comme le précédent, a subi un certain nombre de remaniements taxonomiques (Ker-
sters et al. 1996). Dans ce genre, on trouve des bactéries formant des colonies ayant une couleur
pouvant aller du rose pale au rouge orange. Les cellules sont des batonnets gram négatifs de 0.8 ym a
1.0 um de diametre qui contiennent souvent des inclusions. Ces cellules sont généralement motiles.
Dans ce genre, on trouve des chimioorganotrophes capables d’assimiler les composés a un seul car-
bone; ce sont donc des méthylotrophes facultatifs ou obligatoires. Les températures optimales de
croissance de ces bactéries se situent entre 25°C et 30°C. Ces bactéries ont été isolées du sol et de
nombreux autres environnements tels que I’eau douce, les sédiments lacustres, les poussieres, et des
surfaces de feuilles (Holt et al. 1994). La souche testée ici est Methylobaterium extorquens (NEU 44).
Dans ce genre, Methylobacterium extorquens décrit originellement par Bassalik (1913) puis étudié
plue en détail par Blackmore et Quayle (1970 - sous I’appellation Pseudomonas AM1), semble étre la
seule especes oxalotrophes décrite a ce jour.
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Le genre Burkholderia

Les organismes de ce genre appartenaient précédemment au genre Pseudomonas (Kersters et al
1996). Il s’agit d’'un genre ou I'on trouve des bactéries gram négatives chimioorganotrophes capa-
bles d’utiliser des substrats récalcitrants comme les PCBs. Les cellules mesurent de 0.3 zm a 0.8 pm
de diametre et de 1.6 um a 2.0 pm de long. La souche utilisée ici est Burkholderia fungorum LB400
(ARS NRRL B-18064 - Syn: Burkholderia xenovorans). Bien qu’aucune des cultures lyophilisées n’ait
poussé, cette description est conservée car certains aspects de la génétique de cette bactérie seront
discutés par la suite. Son génome est completement séquencé et disponible sur le site du JGI. Celui
montre que cette bactérie est pourvue des genes nécessaire a la dégradation de 'oxalate. La de-
scription d’un isolat identifié au genre comme Burkholderia par Sahin et al. (2002) semble étre une
indication positive concernant I’oxalotrophie de la souche B. fungorum LB400.

Le genre Xanthobacter

Les bactéries du genre Xanthobacter sont des batonnets gram négatifs qui mesurent de 0.4 pm a 1.0
pm de diametre, pour 0.8 ym a 6.0 um de long. Bien que la paroi de ces bactéries soit de type gram
négatif, dans ce genre une couche de peptidoglycane plus épaisse que chez les autres bactéries gram
négatives fait que la coloration de gram est souvent positive a variable (Wiegel 1991). Les colonies
formées par les bactéries de ce genre sont jaunes, opaques, et visqueuses (a I’exception de quelques
unes qui ne produisent pas de mucus). Ce sont des bactéries chimiolithoautotrophes aussi bien que
chimioorganotrophes. Elles sont capables d’utiliser des alcools (méthanol, éthanol, n-propanol, n-
butanol) et de nombreux acides organiques comme source de carbone. En revanche, elles ne font
qu’'une utilisation limitée des hydrates de carbone. La fixation de I’azote est aussi courante dans ce
genre. Les optima pour la croissance de ces bactéries sont compris entre 5.8 et 9.0 pour le pH et
entre 25°C et 30°C pour la température. On trouve généralement ces bactéries dans les sols humides
contenant de la matiere organique en décomposition (Holt et al. 1984, Kandler et al. 1983, Wiegel
1991). Dans cette these la souche utilisée est Xanthobacter autotrophicus (DSMZ 432, ATCC 35674,
NEU 2137). En plus de la souche de X. autotrophicus dont I’oxalotrophie avait été mise en évidence
par Tamer et Aragno (1980), il faut noter que X. flavus est aussi une bactérie oxalotrophe. De méme
un isolat de Xanthobacter identifié au genre est décrit dans Sahin et al. (2002)

Le genre Xanthomonas (utilisé comme controle

Il s’agit d'un genre ou1 I’on trouve des bactéries aérobies, chimoorganotrophes, capables d’utiliser un
large spectre d’hydrates de carbone et d’acides organiques. Les colonies peuvent étre pigmentées
et ont souvent un aspect visqueux a cause de la production de mucilage (xanthane). Les cellules
mesurent de 0.4 pm a 0.7 pm de diametre pour 0.7 m a 1.8 um de long. Comme pour tous les genres
associés aux Pseudomonas, il a subi plusieurs remaniements taxonomiques (Kersters et al 1996).

Le genre Bacillus (utilisé comme contrdle)

Le genre Bacillus est composé de bactéries gram positives, sporulantes, chimioorganotrophes et
motiles. Les cellules mesurent de 0.5 ym a 2,5 ym de diametre, pour une longueur variant entre 1.2
pm et 10 ym. Dans une cellule, on trouve une spore au plus. La position de cette spore est variable.
Dans ce genre, on trouve des bactéries aérobies et anaérobies facultatives capables d’utiliser une tres
large gamme de substrats. Ces bactéries peuvent croitre dans de nombreux habitats avec des con-
ditions de pH, température et salinité tres différentes. Dans ce travail, les souches utilisées furent
Bacillus subtilis 168 et Bacillus megaterium (NEU 16). Ces deux souches ont surtout été utilisées
comme controles dans de nombreuses expériences ainsi que pour toutes les manipulation de biolo-
gie moléculaire. Le génome completement séquencé de Bacillus subtilis 168 est disponible sur le site
du NCBL
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Composition des milieux de cultures
Milieu Schlegel, DSM 81

Na;HPO, - 12H,0 9.0 g/L, KH,PO, 1.5 g/L, NH,Cl 1.0 g/L, MgSO. - 7H20 0.2 g/L, citrate de fer am-
monical 0.005 g/L, CaCl; 0.01 g/L, ZnSO, - 7H>0 50 pug/L, MnCL; - 4H»0, H3BOs 150 ug/L, CoCl;
- 6H,0 100 pg/L, CuCl; - 2H,0 50 pg/L, NiCl, - 6H20 10 pg/L, NaMoO, - 2H,0 15 ug/L. Ce milieu
minéral de base est additionné de 4 g/L d’oxalate de potassium pour les cultures en milieu liquide.
Pour les cultures en double couche sur boites de Petri, 15 g/L d’agar sont ajoutés au milieu de base
pour former la premiere couche. De méme, 15 g/L d’agar et 4.0 g/L d’oxalate de calcium sont ajoutés
pour faire la deuxieme couche.

Milieu Angle (modifié)

NH4NOs3 0.2 g/L, CaSO, - 2H-20 0.69 g/L, MgCl; - 6H20 0.41 g/L, extrait de levure 250 mg/L, KOH 28
mg/L, Fe-EDTA 0.5 mg/L, KH2PO, 0.68 mg/L, Tris-HCL 1M 20 ml/L, CaCl; 1.0 mg/L, ZnSO., - 7H20
50 /ig/L, MHCL2 . 4H20, H3BOg 150 /ig/L, COC12 . GHQO 100 /ig/L, CUCIQ . 2H20 50 /ig/L, N1C12 . GHQO
10 xg/L, NaMoO, - 2H-0 15 pg/L.

Extrait de sol synthétique (en double couche)

Na,HPO, - 12H,0 0.20 g/L, KH>,PO, 0.03 g/L, NH,Cl 0.2 g/L, MgS0, - 7H20 0.25 g/L, FeSO4(NH,4)2S0,4
1.0 mg/L, CaSO, - 2H,0 0.01 g/L, agar 15 g/L, CaC;0, - H20 4.0 g/L (uniquement dans la seconde
couche).

Extrait de sol (en double couche)

Extrait de sol 1L, Agar 15 g/L, CaC;0., - H20 4.0 g/L (uniquement dans la seconde couche). L'extrait
de sol est préparé selon Paraga et al. (1998), soit 1 kg de sol pour un litre d’eau déionisée. La solution
ainsi obtenue est ensuite filtrée a 0.2 um, puis stérilisée a ’autoclave. Elle est ensuite stockée a 4°C
jusqu’a utilisation.

Milieu B4 selon Boquet et al. (1973)

Extrait de levure Merck 4.0 g/L, acétate de calcium Merck 2.5 g/L, agar Merck 15 g/L.

Microbiologie moléculaire

Sous I'appellation "microbiologie moléculaire” sont regroupées toutes les techniques ayant recours
a l'utilisation d’ADN bactérien, ou de séquences nucléotidiques. Parmi ces techniques, on trouve
I'extraction d’ADN génomique, I’amplification par "réaction de polymérisation en chaine” (PCR) de
fragment d’ADN, le séquencage d’ADN et la comparaison de séquences d’ADN par un algorithme
mathématique (BLAST).

Extraction d’ADN

Les extractions d’ADN génomique des souches bactériennes isolées ont été faites a 1’aide des kits
d’extraction Wizard (Promega, Suisse). Un a deux millilitres de culture congelée ont été utilisés pour
ces extractions.
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PCR gradient

Les PCR gradient ont été effectuées avec les amorces "universelles” 27f (5’ - AGA GTT TGA TC(AC)
TGG C - 3’) et 520r (5’ - ATT ACC GCG GCT GCT GG - 3’), de maniere a optimiser les PCRs suivantes.
Les températures du gradient étaient les suivantes : 44.1°C, 44.4°C, 45.1°C, 46.4°C, 47.8°C, 49.5°C,
51.2°C, 53.0°C, 54.9°C, 56.1°C, 56.8°C, 57.2°C. Chaque tube de réaction PCR contenait : MgCl, 1.2
L, Tampon 10x 1 L, dNTP 0.2 4L, 0.25 ;L de chaque amorce (MGW biotech, Allemagne), Taq ADN
polymérase 0.1 uL (5U/pL), H;O nanopure (>>18 M{2) stérile 6 uL. 1 uL. d’ADN génomique de B. mega-
terium dilué 10 fois (témoin positif) a été ajouté a chaque tube comme modele. Un témoin négatif
a été préparé avec d’eau nanopure (>18 MX) stérile. A I’exception des amorces, tous les produits
ont été achetés chez Promega (Suisse). Les amplifications ont été faites sur un thermocycleur PX2
(ThermoHybaid, Catalys AG, Suisse). Le programme et les résultats de cette PCR sont résumés dans
la figure 14. La température d’hybridation retenue pour les PCRs suivantes fut 51.2°C.

PCR

Les PCR ont été effectuées avec les amorces "universelles” 27f (5’ - AGA GTT TGA TC(AC) TGG C
- 3’) et 520r (5’ - ATT ACC GCG GCT GCT GG - 3’), de maniere a amplifier un fragment d’environ
500 paires de bases des genes codant pour ’'ARN ribosomal 16S. Chaque tube de réaction PCR con-
tenait: MgCl; 6 p¢L, Tampon 10x 5 uL, dANTP 1 uL, 1.25 L. de chaque amorce (MGW Biotech, Alle-
magne), Tag ADN polymérase 0.5 ul (5U / L), H,O nanopure (>>18 M) stérile 30 pL. 5 uL. d’ADN
génomique des souches isolées dilué entre 5 et 20 fois ont été ajoutés a chaque tube comme modele.
Un témoin positif et un témoin négatif furent préparés avec de I’ADN génomique de B. megaterium
et de I'’eau nanopure (>18 MX2) stérile respectivement. A I’exception des amorces, tous les produits
ont été achetés chez Promega (Suisse). Les amplifications ont été faites sur un thermocycleur PTC-
200 (M]-Research, Bioconcept, Suisse). Le programme de ces PCRs et un exemple de résultats sont
donnés dans la figure 15.

Electrophorese

Le contrdle de I’amplification des produits PCR a été fait par électrophorese sur gel d’agarose 1.2%.
Le gel d’agarose est préparé en dissolvant 1.2 gramme d’agarose (Eurobio, France) dans 100 ml de
TBE 0.5x (Tris 0.045M, H3BOs 0.045M, EDTA 1mM, Qbiogene, Suisse) a chaud. Le gel est ensuite
refroidi, additionné de 50 ul de bromure d’éthydium 0.1%, puis mis a polymériser. Les échantillons
a tester sont préparés en ajoutant 2 pL de TE (Tris-HCL 10mM, EDTA 1 mM) et 11 ul de LB (Bleu
de bromophenol 0.25%, saccharose 40%) a 1 L de la réaction PCR a tester. Une fois chargés dans
le gel, les échantillons sont laissés a migrer pendant 50 a 60 minutes sous une tension constante
de 80 volts. Les échelles de masse "100bp DNA mass ladder” (Bioconcept, Suisse) et "100bp DNA
ladder” (Promega, Suisse) ont été utilisées pour mesurer la taille des fragments d’ADN amplifiés et
pour mesurer leurs concentrations.

Séquencage

Cent nanogrammes de chaque fragment de 500 paires de bases d’ADN a séquencer ont été envoyés a
MGW biotech (Allemagne). Les séquences obtenues nous ont été livrées aux formats, SCE FASTA et
TXT.

BLAST

Le BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) est un algorithme qui permet de comparer des séquen-
ces de protéines ou des séquences nucléotidiques entre elles. Les acides aminés ou les nucléotides
de ces séquences sont comparés deux a deux, ce qui permet de calculer la similarité entre deux
séquences. Cet algorithme permet aussi de rechercher la ou les séquences les plus proches de celle
introduite dans de grandes bases de données (RDP et NCBI par exemple).
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A m 20 x

94° 94° X° 74° 94° 55 74° 74° 4°
5 min - 1 min - 30 sec - 1 min - 1 min - 30 sec - 1 min - 10 min inf.

Ladder Ladder
Annealing temperature

S 44.1° 44.4° 451° 46.4° 47.8° 49.5° 51.2° 53.0° 54.9° 56.1° 56.8° 57.2°

_— 177 186 212 211  --- 213 240 210 227 227 219 064

Band intensity

Figure 14: A: Schéma du programme utilisé pour la PCR gradient. X est 'une des températures testées
lors de cette réaction. B: Résultat obtenu; pour chaque produit PCR, la température d hybridation
et 'intensité de la bande sont indiquées. A: The gradient-PCR program used. B: Results indicating
annealing temperature and band intensity for each PCR product.

A -0.6°C per cycle
m 20 x
94° 94° 57.2° 74° 94° 51.2 74° 74° 4°
5 min - 1 min 30 sec - 1 min - 1 min - 30 sec 1 min - 10 min - inf.

Sample 1 Sample 3 Sample 5 Sample 7

Figure 15: A: Schéma du programme utilisé pour la PCR. B: Exemple de résultats. A: The PCR program
used. B: Example of results.
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Expérience de (bio)minéralisation abiotique

Les parois bactériennes sont des systemes tres complexes. Pour tester les influences des structures
bactériennes tels que les EPS et les acides aminés, un systeme abiotique a été mis en place. Des
solutions de CaCl, 5% ont été additionnées avec des quantités croissantes de xanthane (0.1%, 0.5%,
et 1.0% - un exopolysaccharide commercial) et des acides aminés (I-glutamine 1%, ou l-glutamate
1%, ou l-aspartate 1%) . Ces solutions ont été placées dans des boites de Pétri, et mises a réagir avec
du (NH4)»,CO3 dans un dessiccateur fermé. Ici le principe est de laisser le carbonate d’ammonium se
dissocier en dioxyde de carbone, eau et ammoniaque. Le dioxyde de carbone et 'ammoniaque vont
ensuite envahir I’enceinte close du dessicateur puis diffuser dans la solution de CaCl, contenant le
xanthane. Le CO, en réagissant avec I’eau va produire des ions carbonates, alors que 'ammoniaque
se comportant en base faible, va alcaliniser le milieu. L'objectif de cette manipulation était de forcer
la précipitation de CaCOj3 a partir de la réaction entre le (NH,4)2CO3 et le CaCl, (équ. 22 et 23) dans
un milieu simulant un biofilm.

(NH4)2CO3 (s.) — CO- (g.) + 2NHs (g.) + H20 (aq.)

(22)

CO: (g.) + 2 NHs (g.) + H20 (aq.) + CaCl; (aq.) — CaCOs (s.) + 2 NH4Cl (aq.)

(23)

Chimie et pédologie

Mesure du pH H,0

Le pH des échantillons de sol a été mesuré avec une électrode a pH Metrohm (Suisse). 25 mL d’eau
déionisée sont ajoutés a 10 g d’échantillon. Le pH est mesuré apres 16 heures d’agitation. Pour la
mesure du pH, les échantillons ne sont pas broyés.

Dosage des carbonates

La quantité totale de carbonate est mesurée par titration en retour de I’acide sulfurique. 125 mL
d’eau déionisée et 25 mL d’'H,SO, 1N sont ajoutés a 1 g d’échantillon broyé. L'acide sulfurique est
ensuite titré avec une solution de NaOH 0.5N. Deux blancs sont effectués par série en remplacant
I’échantillon par de I'eau.

Dosage des oxalates
Méthode chimique

Le dosage chimique de 1’oxalate s’effectue sur des milieux de cultures dans lesquels il n'y a que de
I’oxalate comme source de carbone organique. Ce dosage utilise la réaction du KMnO, avec I’oxalate
en milieu acide (équ. 24). Avant le dosage, 10 ml de milieu de culture sont filtrés avec un filtre a
seringue de 0,2 ym de maniere aretirer les débris de cellules qui pourraient interagir avec la titration.
5 ml d’échantillon et 5 ml d’'H,SO. 10% sont ensuite placés dans un erlenmeyer et chauffés a 70°C.
Finalement, du KMnO, 0.01 M est ajouté jusqu’a ce que la coloration violette de celui-ci reste dans
la solution.



32

5 H2C204 +2 K_IVIHO4 +3 HQSO4 — 10 C02 +2 MHSO4 + KQSO4 +8 HQO :T Z 65°C
(24)

Méthode enzymatique

Le dosage enzymatique de |’oxalate s’effectue sur des échantillons de sol ou de plantes secs et broyés.
Dans un tube de 50 ml, 25 ml d’HCI 1N sont ajoutés a 10 grammes d’échantillons. Les échantillons
sont ensuite laissés une nuit sous agitation lente. Apres agitation, le pH des solutions est abaissé a 2,
si nécessaire, avec de I'HCI 6N. Les échantillons sont ensuite filtrés avec des filtres a seringues de 0.2
pm (Nalgene). Le filtrat obtenu est ensuite analysé avec des kits de détermination de I’oxalate (Sigma,
Suisse). Ces kits utilisent I’action d'une oxalate oxydase couplée a une peroxydase pour obtenir une
mesure colorimétrique de la concentration d’oxalate en solution (équ. 25 et 26).

H2C304 + O3 — 2 CO4 + 2 H;0- : oxalate oxydase
(25)

H,0- + MBTH + DMAB — H-0 + indamine (colorée: Abs,,,, = 590 nm) : peroxydase

MBTH: 3-méthyl-2-benzothiazolinone hydrazone - DMAB: 3-(diméthylamino)-benzoate
(26)

Analyse des anions et cations

Les anions et les cations en solution ont été analysés par chromatographie ionique sur des chro-
matographes Dionex DX500 et Dionex DX120 (Dionex, Suisse), équipés de détecteurs ampérométri-
ques. Les cations ont été analysés sur une colonne CS12A (4 x 250 mm, Dionex, Suisse), en utilisant
de I'acide methylsulfonique 20 mM comme éluant. Les anions ont été analysés sur une colonne
AS11-HC (4 x 250 mm, Dionex, Suisse). Un gradient de KOH de 20 a 40 mM a été utilisé pour séparer
les anions.

Diffraction des rayons X

Les minéraux cristallisés ont la propriété de diffracter les rayons X selon la loi de Bragg. La mesure
des rayons diffractés par un diffractometre permet I'identification des minéraux. Dans la pratique on
analyse des échantillons réduits en poudre. Dans cette poudre, la position au hasard des différentes
particules assure statistiquement la représentation de toutes les orientations possibles des minéraux
susceptibles de diffracter les rayons X. Ceci permet d’obtenir un spectre de diffraction complet (Pansu
et Gauteyrou, 2003). Dans ce travail, le diffractometre utilisé est un diffractometre Scintag XDS 2000.
L'analyse des spectres obtenus et la déconvolution de certaines portions de ces spectres ont été faites
al’aide du logiciel MacDiff 5.4.1 (Dr. Rainer Petschick).

Microscopie

Microscopie optique

Les échantillons ont été observés a I’aide de plusieurs microscopes optiques. Les échantillons miné-
raux ont été observés avec un microscope polarisant (Leitz, Suisse). Pour les échantillons biologiques,



33

on a utilisé un microscope optique standard ou a contraste de phase (Zeiss, Allemagne). Finalement
la microscopie a fluorescence a été utilisée de maniere ponctuelle sur certains échantillons. Des
colorants comme le 4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) et I’acridine orange ont été utilisés pour
mettre en évidence I’ADN. Si le DAPI est spécifique de ’ADN, 'acridine orange, elle, I’est nettement
moins. Cette derniere peut aussi mettre en évidence ’ARN ainsi que que d’autres polymeres.

Microscopie électronique

Lamicroscopie électronique permet d’ obtenir des images ayant une résolution de I’ordre de quelques
nanometres en utilisant des électrons pour former une image (Figure 16 A). De plus, les nombreuses
interactions ayant lieu entre le faisceau d’électrons et I’échantillon permettent d’obtenir des infor-
mations sur la nature chimique de I’échantillon par différentes méthodes spectrométriques (Fig-
ure 16 B) que I'on peut coupler a la microscopie électronique. Néanmoins, 'utilisation d’électrons
ne peut se faire que sous un vide poussé. Ceci implique souvent que les échantillons doivent étre
préparés de maniere a pouvoir résister a ce vide. De méme 'utilisation des électrons qui sont des
particules chargées implique que I’échantillon doit le plus souvent étre rendu conducteur. Des tech-
niques telles que la microscopie électronique a basse température (Cryo-SEM) ou la microscopie
électronique ”environnementale” (ESEM) permettent toutefois de s’affranchir de certaines contrain-
tes imposées par les techniques de microscopie électronique classiques (Dykstra et Reuss 2003).
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Figure 16: A: Schéma simplifié des particules produites dans un microscope électronique. Dans le
cas de cette these, seuls deux types de particules ont été utilisés: les électrons secondaires qui ser-
vent a former 'image et les rayons X permettant d’obtenir la composition chimique de I’échantillon.
B: Schéma simplifié de I'origine et de I'utilisation des particules produites dans un microscope
électronique. Dans notre cas, I’analyse des rayons X s’est faite par EDS (Energy Dispersive Spec-
troscopy). A: Simplified sketch of the particules produced in an electron microscope. During this study
only 2 types of particules were used: secondary electron forming the image, and X-rays for chemical
analyses. B: Simplified sketch of the origin and use of the particules produced in an electron micro-
scope. X-rays analysis was performed by EDS (Energy Dispersive Spectroscopy).
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Préparation des échantillons

Une grande partie des échantillons n’a pas nécessité de préparation avant d’étre observée au micro-
scope électronique. Néanmoins, un certain nombre d’échantillons ont été préparés suivant diffé-
rentes méthodes. Les échantillons de bois ont été fixés avec des vapeurs de tetroxyde d’osmium
(0s0.4). Ces échantillons ont ensuite été lyophilisés pendant une nuit. Finalement, une couche d’or
de 20 a 35 nm a été déposée sur ces échantillons avant I’observation. Les échantillons provenant de
cultures bactériennes sur gélose ont été fixés en déposant une goutte (env 50 ul) de glutaraldéhyde
25% ala base d'un bloc de gélose et en laissant diffusé celui-ci environ 20 minutes. Une seconde fixa-
tion a ensuite été effectuée avec des vapeurs de tetroxyde d’osmium dans une enceinte close de petit
volume. Ensuite, les échantillons ont été déshydratés dans de 1’éthanol a 4°C (100%), puis dans de
I’acétone a 4°C (100%). L'acétone a été remplacée par du tetramethylsilane (TMS) a 4°C. Le tetram-
ethylsilane est ensuite évaporé al’air en dessous de 10°C. Comme pour les échantillons de bois, une
couche d’or de 20 a 35 nm est déposée sur les échantillons avant I’observation. Cette méthode bien
que "brutale” permet de ne pas altérer les cristaux et de conserver aussi bien que possible les struc-
tures bactériennes.

Artéfacts

Toutes les préparations que doivent subir les échantillons impliquent souvent des artéfacts. Dans le
cas de cette these, la technique retenue ci-dessus permet d’éviter la dissolution des cristaux que ’'on
observe avec la technique classique décrite par Ryter et Kellenberg (1958); en revanche les bactéries
sont parfois légerement déformées (Figure 17).

Masque flou

Le but du masque flou est de rehausser les contrastes d'une échelle de détails. Les détails de I'image
sont donc extraits puis ajouter a I'image initiale. Ceci les rendra donc plus évidents sur I'image finale.
Bien qu’applicable a des photos argentiques, cette technique se préte particulierement bien aux pho-
tos numériques. C’est une technique qui a été développée essentiellement pour 1’astronomie, mais
qui paradoxalement peut s’appliquer aux images de microscopie. La premiere étape de cette tech-
nique est |’extraction des détails. Pour ce faire, on va soustraire 'image initiale rendue floue a I'image
initiale; ceci permet d’obtenir le "masque de détails”. Une fois le masque des détails obtenu, il suffit
de I'ajouter a I'image originale pour obtenir une image traitée. On a donc:

Masque des détails = Image initiale - Image initale rendue floue

Image traitée = X*Image initiale + Y*Masque des détails
X et Y sont choisi arbitrairement pour faire ressortir au mieux les détails

Dans la pratique, on utilise les logiciels Photoshop® (Adobe®), Gimp (Free Software Fondation)
ou Graphic Converter® (Lemke Software GMBH) pour réaliser toutes les opérations d’'un masque
flou. Ci-dessous un exemple de traitement de I'image par la technique du masque flou (Figure 18).
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Figure 17: A: Photos au microscope électronique a balayage montrant les artéfacts produits sur des
surfaces minérales et des bactéries par différentes techniques de préparation des échantillons. A,B:
Cristaux de carbonate de calcium sur une colonie bactérienne préparé selon la méthode de Ryter
et Kellenberg (1958). Les cristaux ont subi une forte dissolution (A), alors que les bactéries sont
parfaitement conservées (B). C,D: Cristaux de carbonate de calcium sur une colonie bactérienne
préparée selon la méthode décrite dans la section précédente. Les surfaces minérales sont intactes
(C), alors que les bactéries sont relativement bien préservées mais légerement déformées ou écrasées
(D). E,F: cristaux de carbonate de calcium associés a une colonie bactérienne préparée par cryofixa-
tion. Les surfaces minérales sont parfaitement intactes (E), de méme les bactéries sont parfaitement
préservées (F). Scanning electron microscope image showing artefact produced on mineral surfaces
and bacteria using different preparation techniques. A,B: Calcium carbonate crystals on a bacterial
colony prepared according to the method described by Ryter and Kellenberg (1958). Important dis-
solution traces can be seen on the crystals (A), as bacteria are perfectly preserved (B). C,D: Calcium
carbonate crystals on a bacterial colony prepared according to the method described in the previous
section. Mineral surfaces remain unaltered (C) as bacteria are relatively well preserved but slightly de-
formed or squashed (D). E,F: Calcium carbonate crystals associated with a bacterial colony prepared
by cryofixation. Minerals surfaces (E) and bacteria (F) are perfectly preserved.
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Figure 18: Exemple de traitement d'une image par la technique du masque flou. 1) Image originale.
2) Image rendue floue. 3) "Masque de détails”, (luminosité augmentée 2 fois pour rendre les détails
visibles). 4) Image finale Example of an image treated with the "blurred mask” technique. 1) Original
image. 2) Blurred image. 3) "Details mask” (brightness has been increased 2 times to render details
visible). 4) Treated image. Photo: Etudiants BGS 2005 and J. Zopfi.

Le Débruitage des images

Certaines images bruitées ont été débruitées a I’aide un algorithme commercial, NeatImage®. Cet
algorithme gratuit se trouve sous forme de plug-in pour Photoshop®.

Résumé - Summary

¢ Les techniques de microbiologie classique ont été utilisées afin d’isoler, de purifier et de tra-
vailler avec les différentes bactéries oxalotrophes. Ce type de méthodes est aussi a la base de
toutes les expériences de biominéralisation. Classical microbiology technique techniques have
been used to isolate, purify and work with the different oxalotrophic bacteria. These techniques
were also used in all biomineralization experiments.

¢ Les techniques de biologies moléculaires ont été utilisées essentiellement pour identifier les
bactéries oxalotrophes isolées et afin de mettre en évidence les relations entre celles-ci. Molecu-
lar biology tools have been used to identify oxalotrophic strains isolated and to show the relations
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between these bacteria.

¢ Lestechniques de chimie et de pédologie ont été utilisées pour estimer les parametres physico-
chimiques des divers sols étudiés. Chemistry and pedology techniques were used to estimate
physico-chemical parameters from studied soils.

¢ Lobservation des échantillons a été faite avec des microscopes optiques et électroniques. Les
images obtenues ont souvent été traitées avec des techniques simples de traitement de 'image.
Sample were observed with light and electron microscope. The images obtained were treated with
basic image treatement techniques.
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Chapitre 3: Carbonatogénese
bactérienne a partir d’oxalate

Dans ce chapitre se trouvent réunies les observations sur la carbonatogénese bactérienne a par-
tir d’oxalate obtenues lors d’expérimentations faites en laboratoire. L'approche du cycle oxalate-
carbonate utilisée ici est donc essentiellement réductionniste et a pour but de mettre en évidence et
de décrire les processus importants de ce cycle dans des conditions connues. Les résultats exposés
dans ce chapitre serviront par la suite a interpréter les données obtenues sur le terrain, autour de
plantes produisant de I'oxalate.

Introduction

La carbonatogénese bactérienne a partir d’oxalate a été postulée précédemment dans de nombreux
travaux (Cromack et al. 1977, Verrecchia 1990, Guillet 1993, Garvie 2003). Néanmoins aucune expé-
rience démontrant la capacité de bactéries a transformer 1’oxalate de calcium en carbonate de cal-
cium n’a été réalisée. Dans ce chapitre, on va donc aborder le cycle oxalate carbonate du point de
vue des bactéries et en particulier du métabolisme bactérien. Bien que la consommation d’oxalate
soit une propriété répartie dans 40 genres bactériens environ (Sahin 2003), seules quelques souches
bactériennes ont été étudiées en détail (Dijkhuizen et al. 1977, Chandra et Shethna 1977, Blackmore
et Quayle 1968, Tamer et Aragno 1980). L'étude de ces souches a néanmoins fourni une grande quan-
tité d’'informations utiles pour ce travail. Outre I’étude du métabolisme bactérien de 1’oxalate (voir
chapitre 1, pages 9 a 12), ces études ont permis d’estimer le rendement de croissance de certaines
souches oxalotrophes et par la de connaitre la quantité de CO- produit lors de la consommation
d’une quantité donnée d’oxalate (équ. 27 - Harder et al. 1974).

1000 H2C204 +372 02 +32 NHZ — 32 C4H802N+ + 1872 C02 +936 HQO
(27)

Comme le montre I’équation ci-dessus, seul 6.4% environ du carbone de 1’oxalate est transformé
en biomasse, alors que les 93.6% restant sont transformés en CO-. Des rendements similaires ont
été observés chez d’autres bactéries (Dijkhuizen et al. 1977, Chandra et Shethna 1977, Blackmore et
Quayle 1968, Tamer et Aragno 1980), ce qui n’est pas surprenant au vu du peu d’électrons que fournit
I'oxalate par rapport a d’autres substrats (voir chapitre 1). En solution aqueuse, le CO- ainsi pro-
duit va réagir avec I’eau pour former des ions hydrogénocarbonates (HCO3) et carbonates (CO3™)
qui vont précipiter en présence de calcium pour former du carbonate de calcium. Dans des con-
ditions favorables, les bactéries oxalotrophes ont donc le potentiel pour produire de grandes quan-
tités de carbonate de calcium. Ce potentiel est d’autant plus important que dans la nature, I’acide
oxalique se trouve essentiellement sous forme d’oxalate de calcium, celui-ci fournissant donc le cal-
cium nécessaire a la précipitation des carbonates (équ. 28 a 32).

39
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1000 CaC50,4 - nH,0 — 1000 C; 03~ + 1000 Ca*t + 1000 nH>O

(28)
1000 CQOi_ +1000 Ca?* + 1000 nH,O — 1000 H,C504 + 1000 Ca?t + 1000-(n-2)H->0 + 2000 OH~

(29)
1000 H2C204 +372 02 +32 NHZ — 32 C4H802N+ + 1872 C02 +936 HQO

(30)
1872 CO, + 1872 H,0 — 1872 H,CO3 — 1872 HCO;5 + 1872 H

(31)

1000 Ca?* + 1872 HCO3 + 1872 Ht +2000 OH~ — 936 CaCO3 + 1872 H20 + 936 CO» ,* + 64 Ca(OH),
(32)

Les équations ci-dessus montrent le processus de transformation des oxalates en carbonates
d’un point de vue global; il s’agit donc d’'un bilan construit autour de I’équation du métabolisme
de I'oxalate originalement proposée par Harder et al. (1974 - équ. 29). Dans ce contexte, I’équation
32 montre au final la précipitation de carbonate de calcium, le dégazage de CO-, la formation d’eau
et au final un excédent de calcium et d’ions hydroxyde. Suivant les conditions du milieu, il est prob-
able qu'une partie du Ca(OH), réagisse avec le CO- pour former un peu plus de CaCOs. Ici nous
considererons que le CO, est completement dégazé.

Ce chapitre va donc s’intéresser au potentiel que les bactéries oxalotrophes ont de produire du
carbonate de calcium, et a la maniere dont celui-ci s’exprime dans différentes conditions de cultures
en laboratoire. La consommation d’oxalate, le pH, et la production de carbonate seront examinés
afin de comprendre en détail les modalités de la carbonatogénese bactérienne a partir de I’oxalate.
De méme, les cristaux produits lors des différentes cultures seront étudiés avec soin. En effet, par la
suite, il sera important de connaitre I'influence des bactéries et des conditions de culture (i.e. des
conditions du milieu) sur les cristaux produits. Ceci de maniere a pouvoir relier les différents types
de carbonate observés sur le terrain a des processus étudiés au laboratoire.

Méthodes

L'évolution du pH en fonction de la consommation d’oxalate et de la croissance bactérienne a été
suivie lors de cultures dans du milieu Schlegel additionné d’oxalate de potassium (4 g/L). Les cultures
ont été faites a 30° C dans des erlenmeyers de 1 L contenant 500 mL de milieu. Des échantillons de 6
mL ont été prélevés a intervalles réguliers de 4 heures. La densité optique a 600 nm de I’échantillon a
été mesurée, puis celui-cia été filtré 20,2 ym. La mesure du pH et le dosage de |’oxalate par le KMnOy,
ont été effectués sur I’échantillon filtré. Deux souches ont été utilisées pour ces cultures : Ralstonia
eutropha et Xanthobacter autotrophicus.
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Les tests de production de cristaux de carbonate de calcium ont été réalisés sur différents milieux
de culture additionnés d’oxalate de calcium (Schlegel, extrait de sol, extrait de sol synthétique, An-
gle - sans glucose et sans extrait de levure -). De maniére générale, la production de cristaux sur ces
différents milieux prenant beaucoup de temps, des cultures sur milieu B4 (un milieu "riche” ne con-
tenant pas d’oxalate, mais de I’acétate dont I’oxydation provoque aussi une alcalinisation du milieu)
ont été effectués de maniere a obtenir de grandes quantités de cristaux. Les souches utilisées pour
ces cultures étaient Ralstonia eutropha, Xanthobacter autotrophicus et Streptomyces sp. Ce dernier a
été isolé tres tot dans cette these; il a été choisi car il a montré un fort potentiel a dégrader 1’oxalate
de calcium sur milieu Schlegel.

Les cristaux produits sur les différents milieux de culture ont été récupérés a I’aide de brucelles,
ou par fusion de la gélose dans une solution d’hypochlorite de calcium saturée. Ils ont ensuite
été nettoyés dans une solution d’hypochlorite de calcium saturée, puis ils ont subi plusieurs anal-
yses. Les observations ont été faites avec un microscope optique polarisant ou avec un microscope
électronique a balayage couplé a une microsonde EDS. La minéralogie de ces cristaux a été détermi-
née par diffraction des rayons X. La chromatographie ionique a été utilisée pour déterminer la com-
position des cristaux en cations majeurs. Des analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées
en collaboration avec le Dr. Laurent Emmanuel (Université Pierre et Marie Curie, Paris, France) afin
de déterminer la composition en isotopes stables du carbone et de I’oxygene de ces cristaux. Le
méme type d’analyse a été effectué en collaboration avec le Dr. Bernasconi (Institut de Géologie,
ETHZ, Ziirich, Suisse), en couplant la chromatographie en phase gazeuse ala spectrométrie de masse,
pour déterminer la composition en isotopes stables du carbone de I'oxalate de calcium utilisé dans
les milieux de culture.

Résultats

Evolution du pH en fonction de la croissance bactérienne et de la consommation
d’oxalate

Les cultures de Ralstonia eutropha et de Xanthobacter autotrophicus en milieu liquide contenant de
I’oxalate commencent tout d’abord par une longue phase de latence pouvant durer jusqu’a 30 heures
environ. La longueur de cette phase de latence semble raisonnable dans la mesure ou 'inoculum
pour chaque culture provenait de précultures en phase stationnaire tardive réalisées dans le méme
milieu et a la méme température. Ensuite, pendant la phase exponentielle, on observe la consom-
mation de I’oxalate et une augmentation du pH qui passe de 7.0 a 9.0. Les temps de doublement
mesurés durant cette phase étaient de 3 h 17 min + 1 min pour R. eutropha et 4 h 50 min + 2 min
pour X. autotrophicus. De maniere a comparer la consommation d’oxalate entre les deux souches,
un indice de consommation maximum d’oxalate (équ. 33) a été calculé comme suit :

q maz = - (ds / dt) / OD600
(33)

Cet indice permet de rapporter la consommation d’oxalate par unité de temps a la biomasse
(mesurée indirectement par la densité optique). Dans le cas de Ralstonia eutropha, on obtient une
valeur de - 1.16 (g - 17! - h=!) + 0.01 (g - 17! - h™1) alors que pour Xanthobater autotrophicus on ob-
tient-1.81 (g-171 -h=1) £ 0.1 (g 17! - h~1). Ceci suggere que Xanthobacter consomme plus d’oxalate
par unité de biomasse que Ralstonia eutropha. L'entrée dans la phase stationnaire est marquée par
une diminution brutale de la densité optique. Cette baisse de la densité optique peut étre expliquée
par une diminution de la taille des cellules ou par la consommation des réserves de poly-5-hydroxy-
butyrate tres réfringentes présentes dans les cellules. Ces deux phénomenes peuvent influencer les
propriétés optiques des cellules et donc de la solution dont ’absorbance est mesurée. De méme,
la disparition d'un précipité au cours de la culture pourraient expliquer une chute de la densité op-
tique; néanmoins |’observation attentive des cultures a permis d’exclure ce dernier cas. Parla suite, la
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diminution faible mais réguliere de la densité optique peut étre attribuée a la lyse des cellules. Celle-
ci se prolonge tout au long de la phase stationnaire. Le pH quant a lui continue d’augmenter jusqu’a
atteindre des valeurs comprises entre 9.3 et 9.4 a la fin de la culture. Ces résultats sont résumés dans
la table 8 et la figure 19.

Index value Abs. Index value Abs.
154 - 15+ ~0.
A 0.2 B 0.25
104 10
-0.02 -0.025
51 54
04 -0.002 04 . : : . . ~0.003
0 20 40 60 80
Time [h] Time [h]
Index value Abs. Index value Abs.
154 L 154 -
C 0.2 D 0.2
104
-0.02 +0.02
5_

Time [h] Time [h]

Figure 19: Croissance en milieu liquide, consommation de I’acide oxalique et évolution du pH lors
de culture en milieu liquide de Ralstonia eutropha (A,B) et de Xanthobacter autotrophicus (C,D). e
(noir): ODgpo (OD: densité optique, représentée sur une échelle logarithmique), o (bleu): Concentra-
tion d’oxalate en g/L, O (rouge): pH. Growth, oxalate consumption and pH evolution during liquid
culture of Ralstonia eutropha (A,B) and Xanthobacter autotrophicus (C,D). e (black): ODsyo (OD: op-
tical density, represented on a logarithmic scale), o (blue): oxalate concentration in g/L, 0 (red): pH.

Il faut noter deux phénomenes particuliers a propos des courbes de croissances ci-dessus. Pour
commencer il faut noter que les maxima de croissance sont atteints avant que 1’oxalate ne soit to-
talement consommé. Ceci peut s’expliquer par une inhibition de la croissance bactérienne liée a
I’augmentation du pH qui atteindrait ici une valeur trop élevée pour que les deux souches utilisées
puissent se développer. Ensuite il faut aussi noter que I'utilisation du substrat résiduel semble ralen-
tie et ne semble plus s’accompagner d'une augmentation de labiomasse. Ce dernier point est difficile
a expliquer, en effet il semble probable que les bactéries utilisent 1’oxalate gratuitement (i.e: "que le
métabolisme patine”). On peut toutefois imaginer que 1’oxalate consommer servent a alimenter en
énergie des processus liés a la survie des ces bactéries dans des conditions de pH hostiles.
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Carbonates de calcium et autres minéraux produits lors de cultures bactériennes
sur oxalate de calcium.

Sur tous les milieux inoculés avec 'une ou 'autre des souches oxalotrophes, des cristaux sont ap-
parus. Ces cristaux appartenaient a plusieurs especes minéralogiques différentes ; les carbonates,
les phosphates, et les sulfates. Toutes ces classes n'ont pas précipité dans les mémes milieux, ¢’est
pourquoi une description des cristaux produits sur chaque milieu est utile ici. Sur tous les milieux
inoculés, apres dissolution de 1'oxalate et apparition des premiers cristaux, le pH (révélé par une
goutte de thymolphtaleine déposée sur le milieu) était supérieur a 9.0 dans la zone de dissolution de
I’oxalate. Par la suite seuls les cristaux de carbonate de calcium produits seront détaillés du point de
vue chimique.

Milieu Schlegel additionné d’oxalate de calcium

Sur ce milieu, seuls des phosphates précipitent. Ceux-ci précipitent des qu'une zone de dissolution
apparait (c’est-a-dire: apres 5 a 10 jours de culture). Une des especes phosphatées a été identifiée
par diffraction des rayons X comme de la struvite (Mg(NH,4) (PO4)-6H>0) (Figure 20). Sur le milieu
Schlegel, la struvite se trouve sous forme de cristaux euhedraux massifs d'une taille pouvant aller
jusqu’'a 3 mm. Les observations au microscope électronique a balayage montrent que la struvite
pourrait étre associée a de tres rares carbonates. L'autre espece phosphatée n’a pas pu étre identifiée
par diffraction des rayons X. Néanmoins 1’observation au microscope électronique et ’analyse a la
microsonde EDS montrent qu’il s’agit d'une forme de calcium-phosphate-carbonate. Les cristaux
produits sur le milieu de culture ont des morphologies aplaties, parfois en aiguille, ayant des tailles
inférieures au mm. Les cristaux de calcium-phosphate-carbonate occupent I’ensemble de la zone de
dissolution de I’oxalate de calcium, alors que les cristaux de struvite se trouvent majoritairement sur
le bord extérieur de celle-ci. Les cristaux produits sur le milieu Schlegel sont les mémes quelle que
soit la souche mise en culture.

Extrait de sol

Les cultures réalisées sur extrait de sol ont produit plusieurs types de cristaux: des carbonates, des
phosphates, et des sulfates. Sur ce milieu, les carbonates étaient majoritaires alors que les sulfates
et les phosphates étaient plus rares. Les carbonates se trouvaient sous forme d’agrégats micritiques
bruns et sphéroidaux, de batonnets micritiques (Figure 21) ou de petites spheres fibroradiées (Figure
21). Les agrégats micritiques et les sphérules étaient constitués de calcite et mesuraient de 10 xm
a 100 ym de diametre. Les spheres fibroradiées, celles formées par les agrégats micritiques, et les
batonnets étaient parfois coalescents au point de former des structures centimétriques. Les sulfates
se trouvaient sous forme de gypse. La morphologie des cristaux de gypse était celle d'une rose des
sables (Figure 21), a ceci pres que la taille de ces roses des sables n’excédait pas 20 m. Finalement
les phosphates, comme pour le milieu précédent, n’ont pas pu étre identifiés; néanmoins au vu de
la morphologie de ceux-ci, il est probable qu’il s’agisse des mémes calcium-phosphates-carbonates
que ceux observés sur le milieu Schlegel (Figure 21). 1l est difficile de parler de la répartition des
sulfates et des phosphates par rapport aux colonies car ceux-ci étaient rares. Au contraire, les car-
bonates, beaucoup plus abondants, précipitaient, soit en halo autour des colonies de Streptomyces,
soit sur/dans les colonies de Xanthobacter autotrophicus et Ralstonia eutropha. Les carbonates ap-
paraissaient généralement apres environ 1 mois de culture, longtemps apres la formation d’un halo
de dissolution de I'oxalate de calcium.

Extrait de sol synthétique

Sur I'extrait de sol synthétique, seuls des carbonates précipitent. Ceux-ci se trouvent en paquets
blancs répartis aléatoirement sur la boite de Pétri. Ces paquets sont eux-mémes formés d’agrégats
micritiques en forme de spheres et de batonnets. Les spheres ont le plus souvent une structure fi-
broradiée et un diametre compris entre 10 yum et 100 yum. Les batonnets ont un diametre maximal
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Table 8: Parametres de croissance des souches oxalotrophes en milieu Schlegel liquide a 30°C.
Growth parameters of oxaltrophic bacteria in liquid Schlegel medium at 30° C.

Souche Temps de doublement Indice de consommation maximale d’oxalate
Ralstonia eutropha 3 h. 17 min. & 1 min -1.1640.01(g- 171 -h™1)
Xanthobacter autotrophicus 4 h. 50 min. + 2 min -1.814£0.10(g- 171 -h™Y

 —— I L1 AT

Figure 20: Cristaux produits lors de cultures de bactéries oxalotrophes sur milieu Schlegel gélosé ad-
ditionné d’oxalate de calcium en double couche. A,B: Image au microscope électronique a balayage
(MEB) de cristaux de struvite (Mg(NH,) (PO,4)-6H>0). C: photo prises a’aide d’'une loupe binoculaire
d’un cristal de calcium-phosphate-carbonate. D: Image au MEB d’un cristal de calcium-phosphate-
carbonate. Crystals produced during oxalotrophic bacteria culture on solid Schlegel media to which
was added calcium oxalate in double layer. A,B: Scanning electron microscope (SEM) image of a Stru-
vite (Mg(NH,)(PO,)-6H>0) crystal. C: Microphotograph of a calcium-phosphate-carbonate crystal
taken with a binocular. D: SEM image of a calcium-phosphate-carbonate crystal.
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Figure 21: Observation au microscope électronique des cristaux produits par les différentes souches
oxalotrophes sur extrait de sol additionné d’oxalate de calcium. A,B,C: carbonate de calcium. A:
agrégat micritique sphéroide. B: coalescence de petits agrégats micritiques. C: détail d'un agrégat
micritique, la présence de matiére organique se traduit par la présence d’un film entre les cristaux. D:
spectre EDS d’un agrégat micritique. E: cristaux de gypse en rose des sables. F: cristaux de calcium-
phosphate-carbonate. Scanning electron microscope image of crystals produced during oxalotrophic
strains culture on soil extract to which calcium oxalate was added. A,B,C: calcium carbonate. A:
spheroid composed of micritic aggregates. B: coalescent micritic aggregates. C: close-up of a micritic
aggregate showing the presence of a thin film of organic matter between the crystals. D: EDS spectrum
of a micritic aggregate. E: a sand rose of gypsum crystals. F: Calcium-phosphate-carbonate crystals
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Figure 22: Microscopie électronique (A,B,C) et optique (E,F) des cristaux de carbonate de calcium
produits par les différentes souches oxalotrophes sur extrait de sol synthétique. A: agrégat micri-
tique hémisphérique surmonté d’épitaxies. Ces épitaxies se sont formées al'interface agar/air. Notez
qu'un disque fibroradié se forme exactement a cet emplacement. B: coalescence de nombreux
agrégats micritiques. C: coalescence d’agrégats micritiques et de batonnets micritiques. D: détail
d’un batonnet micritique. E,F: vue générale des cristaux produits et des colonies de Streptomyces.
Electron (A,B,C) and light (E,F) microscopy of calcium carbonate crystals produced by oxalotrophic
bacteria on synthetic soil extract. A: spheroid micritic aggregate showing epitaxies at the agar/air in-
terface. A fibroradiated disc forms exactly at this interface. B: coalescent spheroid micritic aggregates.
C: coalescent spheroid and rod-shaped micritic aggregates. D: close-up of a rod-shaped micritic aggre-
gate. E,F: general view of the crystals produced and of the Streptomyces colonies.
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de 20pm pour une longueur comprise entre 40 ym et 80 pm (Figure 22). Encore une fois les carbon-
ates apparaissaient longtemps apres la formation du halo de dissolution de I’oxalate de calcium, soit
apres environ 1 mois.

Milieu Angle (modifié : sans glucose, sans extrait de levure, + 4g/L d’oxalate de calcium)

Sur le milieu Angle, seuls des carbonates précipitent. Ceux-ci se trouvent en paquets brun clair
répartis aléatoirement sur la boite de Pétri. Parfois ceux-ci semblent s’organiser autour des colonies.
Comme sur |'extrait de sol, les paquets de carbonate de calcium sont eux-mémes formés d’agrégats
de spheres calcitiques d'un diametre compris entre 10 ym et 100 ym (Figure 23). L'apparition des
cristaux de carbonate suit le méme déroulement chronologique que sur I'extrait de sol et I'extrait de
sol synthétique.
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Figure 23: Photo en microscopie électronique (A,B) et optique(C,D) des cristaux de carbonate de
calcium produits par les différentes souches oxalotrophes sur milieu Angle additionné d’oxalate de
calcium. A: agrégats micritiques sphéroidaux sur une colonie de Xanthobacter autotrophicus. B:
détail d'un agrégat micritique émergeant de la colonie. C: Vue générale des cristaux produits sur une
boite de Pétri. D: cristaux produit par Streptomyces observés en lame-mince. Notez les inclusions
plus sombres probablement diies aux pigments des bactéries. Electron (A,B) and light microscopy
(C,D) of calcium carbonate crystals produced by different oxalotrophic strains on angle media to which
calcium oxalate was added. A: spheroid micritc aggregates on a Xanthobacter autotrophicus colony.
D: close-up of micritic aggregate growing at the surface of the colony. C: general view of the cristal
produced on a Petri dish. D: Spheroid aggregates produced by Streptomyces observed in thin section.
Note the dark inclusion probably due to the pigment produced by this bacteria.
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Chimie des carbonates produits lors de cultures bactériennes sur oxalate

En ce qui concerne les cations majeurs, les cristaux de carbonate de calcium produits sur chaque mi-
lieu étaient tres similaires. Seules de tres légeres différences pouvaient étre notées entre les souches.
Les cristaux produits par Ralstonia eutropha étaient composés d’une calcite quasiment pure; seules
quelques traces de magnésium et de potassium y ont été détectées par chromatographie ionique
(Table 8). En ce qui concerne les cristaux produits par la souche de Streptomyces, ceux-ci pouvaient
étre considérés comme de la calcite faiblement magnésienne. En effet, celle-ci contenait entre 1%
et 2% de magnésium. Outre le magnésium, des traces de sodium ont été trouvées dans les cristaux
produits par Streptomyces (Table 9).

Table 9: Propriété chimique des cristaux de carbonate de calcium produits par les différentes souches
sur les milieux solides. Chemical properties of calcium carbonate crystals produced by oxalotrophic
strains on solid media.

Milieu Souche Formule Traces (€ 1%) ¢ '°C(PDB) §'®0 (PDB)
Extrait de sol Streptomyces  Cap.9oMgo.01CO5  Na™t -1.8 %o -7.05 %o
Ralstonia CaCOs3 Mg?t, Kt — —
Extrait de sol synthétique  Streptomyces  Cao.ooMgo.01COs  Nat — —
Ralstonia CaCO3 Mg?t, Kt — —
Angle Streptomyces  Cag.9sMgo.02C0s  NaT -0.29 %o -6.89 %o

Les isotopes stables du carbone et de 1’oxygene ont été mesurés pour les cristaux produits par
Streptomyces. Sur I'extrait de sol, les § (PDB) étaient de -1.80%¢ pour le carbone et de -7.05%¢ pour
I'oxygene. Sur le milieu Angle modifié, les valeurs mesurées étaient de -0.29%o et -6.89%q, pour le car-
bone et I’oxygene respectivement. En elles-mémes ces valeurs ne sont qu’'indicatives, elles prennent
leur sens quand on les compare aux valeurs du produit de départ, I’oxalate, pour lequelle § (PDB) 13C
a été mesuré a +6.8%o. Dans ce cas le fractionnement des isotopes du carbone par les bactéries est
compris entre +5.0%¢ (oxalate - CaCO3) produit sur extrait de sol) et +6.6%. (oxalate - CaCOj3 produit
sur milieu Angle).

Carbonates de calcium produit sur milieu B4

Sur le milieu B4 (sans oxalate) les cristaux de carbonate de calcium apparaissent tres rapidement,
apres 4 a5 jours seulement. Contrairement a ce qui a été observé sur les autres milieux, d'importantes
différences sont visibles entre les cristaux produits par les différentes souches mises en culture sur le
milieu B4. Ces différences sont d’ordre morphologique et minéralogique. Les cristaux produits par
les trois souches tests seront détaillés souche par souche.

Cristaux produits par Ralstonia eutropha

Sur ce milieu, Ralstonia eutropha produit des cristaux de calcite euhédraux et incolores. Ceux-ci ont
une taille variant entre 100 #m et 600 pm (Figure 24). Ils se forment en premier sur les colonies; par
la suite, on peut en trouver sur toute la boite de Pétri.

Cristaux produits par Xanthobacter autotrophicus

Les cultures de Xanthobacter autotrophicus produisent essentiellement des cristaux de vatérite, un
polymorphe de la calcite. Ces cristaux se présentent sous forme de sphérulites brunes ayant un
diametre maximal de 200 pm. Comme pour Ralstonia eutropha, ces cristaux se forment en premier
sur les colonies. Ces sphérulites sont toujours associées a des colonies méme sur des boites de Pétri
agées de plus de 10 jours (Figure 25). Sur certaines boites de Pétri, des traces de calcite peuvent étre
détectées. Cette calcite n'a pas pu étre observée, mais a été relevée lors de I’analyse par diffraction
des rayons X.



49

F———— " gm -

Figure 24: Image MEB des cristaux de calcite produits par Ralstonia eutropha. A: vue générale de la
colonie et des cristaux s’y trouvant. Notez les stries de croissance suivant des faces de rhombohedres
sur certains cristaux. B,C: détails de I'interface colonies / cristal. Notez le développement des cristaux
en "plaquettes anguleuses” ou en "éventails”. SEM view of calcite crystals produced by Ralstonia eu-
tropha. A: general view of the colony bearing crystals. Note that growth strias exhibiting rhombohedra
may be seen on crystals. B,C: close-up of the colony / crystal interface. Note that crystals develop in
“angular plates” or in a "fan’”.
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Figure 25: Image MEB des cristaux de vatérite produits par Xanthobacter autotrophicus. A: sphérulite
de vatérite formée dans une colonie. B: sphérulite fracturée laissant apparaitre sa structure fibro-
radiée. C: stade précoce de la formation d’'une sphérulite a la surface d’'une colonie bactérienne. On
peut noter la présence de trous dans ces cristaux correspondant a la présence de bactéries. SEM
view of vaterite crystals produced by Xanthobacter autotrophicus. A: vaterite spherulite formed inside
a colony. B: crushed vaterite crystal showing its fibroradial structure. C: Early precipitation stage of a
vaterite spherulite on a bacterial colony. Holes indicating the presence of bacteria can be seen in the
crystal.
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Figure 26: Image MEB des cristaux de calcite produits par Streptomyces sp. A: vue générale des
cristaux associés aux cultures de Streptomyces. B: détail d'un cristal montrant sa structure fibro-
radiée. Notez les structures typiques en spirales de Streptomyces a la surface du cristal. C: détail
d’un batonnet micritique. SEM view of calcite crystals produced by Streptomyces sp. A: general view of
crystals associated with Streptomyces cultures. B: close-up of a crystal showing its fibroradial structure.
Note the typical spirals formed by Streptomyces on the surface of the crystal. C: close-up of a rod-shaped
micritic aggregate.
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Figure 27: Diffractogrammes des cristaux produits par les différentes souches oxalotrophes sur le mi-
lieu B4. Haut: calcite produite par Ralstonia eutropha. Milieu: vatérite produite par Xanthobacter au-
totrophicus; la fleche indique le pic principal de la calcite. Bas: calcite produite par Streptomyces sp.
Diffractograms of crystals produced by the different oxalotrophic strains on B4 medium. Top: calcite
produced by Ralstonia eutropha. Middle: vaterite crystals produced by Xanthobacter autotrophicus;
arrow indicates the principal calcite peak. Bottom: calcite crystals produced by Streptomyces sp.
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Cristaux produits par Streptomyces sp.

Sur le milieu B4, 1a souche de Streptomyces produit des cristaux de carbonate de calcium ayant de
nombreuses morphologies; la minéralogie, quant a elle est toujours calcitique. Parmi les morpholo-
gies obtenues, on observe des agrégats micritiques formant des sphérulites, et parfois des agrégats
micritiques en batonnets courts (Figure 26 - pages précédentes). Cette souche produit aussi de nom-
breuses autres morphologies de maniere plus exceptionnelle, parmi celles-ci des hyphes indurées.
Ces hyphes indurées ne seront pas détaillées ici vu le nombre d’observations limité dont nous dis-
posons.

Les analyses par diffraction des rayons X des cristaux produits par les 3 souches sont détaillés dans
la figure 27 - page précédente.

Discussion

Un pH de 8,4 est nécessaire a la précipitation et a la stabilité du carbonate de calcium a 25°C et
1 atm de pression. Les cultures en milieu liquide ont montré que la consommation d’oxalate per-
mettait d’atteindre ce pH sans difficulté. Les bases théoriques démontrant que la consommation
d’oxalate permet d’alcaliniser le milieu suffisamment pour promouvoir la précipitation de carbon-
ate de calcium sont discutées dans les paragraphes suivants. De plus les cultures sur milieux solides
ontmontré que la morphologie, la minéralogie, et la chimie des cristaux produits présentent de nom-
breuses variations en fonction du milieu de culture et de la souche cultivée. Les paragraphes suiv-
ants ont pour but d’expliquer les relations qui existent entre les milieux de cultures, les souches, et le
cristal produit.

Liens entre la consommation de I'oxalate et 'augmentation du pH dans les cul-
tures bactériennes

L'augmentation du pH dans les cultures réalisées va de pair avec la consommation de 1’oxalate (r?=-
0.98). Intuitivement, il est simple de concevoir que la consommation d'un acide organique va con-
tribuer a 'augmentation du pH (i.e. en rendant le milieu moins acide). Dans le cas de ces cul-
tures, I'acide oxalique est consommé, et il en résulte la production d'un acide plus faible: I'acide
carbonique. Les équations ci-dessous ont pour but de démontrer que la consommation des oxalates
etla production de CO,, HCO3 et CO:™ qui en résulte suffisent a faire augmenter le pH suffisamment
pour faire précipiter du carbonate de calcium (Verrecchia et al., soumis).

Estimation du pH dans le milieu initial (t = 0) - d’apres Verrecchia et al., (soumis).

L'estimation du pH (i.e. de la concentration en H*) initial du milieu est basée sur I’équation de neu-
tralité électrique du milieu.

|[HoPOj; | +2 [HPO; ™| + 3 |PO}™ | + |[HC20 | +|C2037 |+ |Cl™| + |OH™| = [INHF | + |[K*| + [Na™| + [HY |
(34)
Néanmoins les concentrations des différents ions en solutions doivent étre préservées par rapport
ala composition du milieu. On obtient donc les équations suivantes:

[HsPO4| + [H2POj | +2 [HPO;™| +3 [POS™| = Cpos-tor = 3.617 - 107* M 35)
|H5C504 | + [HC205 | + |C20%7 | = Cc204-tot = 2.410 - 1072 M (36)
INHJ | + [NH3| = Cnixtor = 1.870 - 1072 M (37)

Les concentrations de chacun des ions ci-dessus dépendent directement de leurs équations d’équi-
libres respectives. Ces équations d’équilibres sont exprimées ci-dessous.
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% =K, = 107*? pour H3PO4 = H,PO; + H" (38)
% =Ky = 10~7? pour H,PO; = HPO?™ + H* (39)

4
7|PC|)EI;C|)'Z|_IT+| = Ks = 10723 pour HPOZ™ = PO}~ + H* (40)

4
% — K, = 10~"* pour H,C,04 = HC,0; + HY (41)
% =K, = 107*?" pour HC,0; = C,03™ + H* (42)

4
% =K=10""? pour NHf = NH; + H* (43)

4

|C17| =1.870 - 1072 M; KT | =5.923 - 10~? M; |[Nat| =5.028 - 107* M (44)

Larésolution du systeme de 13 équations a 13 inconnues ci-dessus permet de calculer la concen-
tration en H* et donc le pH. Cette résolution étant fastidieuse il est possible de simplifier le systeme
en supposant un pH initial compris entre 6.0 et 8.0. Ceci est justifié car le pH mesuré de la solution
de Schlegel lors de I'’expérience était de 7.0. En ce qui concerne la concentration en phosphates on
utilise I’équation 35 en mettant [HPO~ | en évidence. On obtient :

— [ [HsPO4| | [H2POY| [PO;~|
Cpou-tot = [HPO? {' L+ 1+ 45
po-tor = [HPOST| IHPOZ~| ' |HPO?" | |HPOZ™ | (5
En utilisant les équations d’équilibres 38, 39 et 40, on obtient:
[H*]? | [HY] |Ks|
Cpos-tor = [HPOS ™| { + B +1+ |HT| (46)
En introduisant les valeurs de pH dans l’équation précédente (10-° < HT < 107%), on a:
H+ 2 10—8 2 10—16
. = —(7 2 )—2 7 = Toea = 107°° 47
Ki-Ks (10=%=10==-) 10—~
et
H+ 2 1 642 1 —12
H" | (1077 0" " _ o2 (48)

K- Ko (10—7210—22) 10~94

Les trois termes contenus dans la parenthese de 1’équation 45 sont donc compris dans les inter-
valles suivants:

Ht|?

<102 49
KiKe — |H+ | = K “9)

10—6.6 S

Considérant la contribution respective de chaque terme, on peut simplifier I'’équation 45 de la
maniere suivante:

Ht
Cpos-tot = |[HPO} ™| { | | } (50)

De la méme maniere, la quantité totale de phosphates est obtenue a partir de ’équation de neu-
tralité électrique.
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_ _ _ _. [ |H,PO] | PO3-
H,PO; | + 2 [HPO?™| + 3 |PO3~ | = |HPO? {|74 243—2 51
| 2 4| | 4 | | 4 | | 4 | |HP02_| tao+ |HPO | (D
K3
|H>PO; | + 2 |[HPO;™ | + 3 |PO3~ | = [HPO; ™| { [HY| |H+|} (52)
_ 9 3- [H* |
|[HoPOJ | + 2 [HPO2~| + 3 |PO3~ | = |[HPO? ™| —+2 (53)
En utilisant I'équation 56 d’ot 1’on tire [HPO3~ |, on obtient en remplaqant:
C Ht
[HoPOj | + 2 [HPO2™| + 3 |PO3~| = 204t H (54)
|H L LK

On applique la méme méthode avec I’oxalate et l’azote (NH; et NH}) de maniere a remplacer
tous les termes de I’équation de neutralité électrique. En ce qui concerne les oxalates, on a:

Cc204-tot = [H2C2 04 + [HC:05 | + [C203 | (55)
_1 [ H2G304] |C,05| }
C ot = |[HC20 1 56
c204-tot = |[HC207 | { IHC,0. | +1+ IHC,0;, | (56)
|H +| K>
Cc204-tot = [HC:04 | § —— + 1+ 0T | 67

Comme auparavant, en considérant un pH compris entre 6 et 8, on peut simplifier I’équation
précédente. Le résultat est:

K
Cc204-tor =~ |HC,O7 | {1 + ﬁ} (58)

Comme pour les phosphates, la quantité totale d’oxalates est obtenue a partir de I’équation de
neutralité électrique.

K _ 2K
€03 = HC207 +2- { i b= .07 {1+ 2| 59

En utilisant ’équation 64 d’ou I'on tire |[HC2 0O |, et en remplagant dans I’équation 65, on arrive
au résultat suivant.

) 1+2 |H+|
|[HC205 | +]C20;7 [ =Cc204-t0t - § ——%— (60)
|H+|
On fait de méme pour I'azote (NH3 et NH)
K |NH | K
+ 41 _ +
Cnmxetor = INH | + | T INH | I | (61)
Cnhx-tot |HT |
NHf|= ————1— 62
En utilisant les résultats des équations 54, 60, et 62, et en considérant que |OH~ | = (10~!* /

(JH* ]),I’équation de neutralité électrique de la solution peut s’exprimer de la maniere suivante. Les
constantes et les concentrations connues sont ensuite remplacées par leurs valeurs numériques.

Cro. H
|HJ]:(|)4 tot [|K | _|_2] + ¢ Cc204-tot
T t+1 ’

Ce qui correspond a:

+
7'”“ +|CI7 + |OH™| = {LW 7| } + [Nat| +|KF| + [HF |
+| K+|H |

(63)
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o 1+2.]0—4.27
{3617 1072 [ kL2, {2.410 ST [Of'““] } +1.870 - 102

7.2 |+
1072 |H| +1 141
10-1¢ 1 _ J1870-107% JH*|] _ 10-2 . 10=2 _ T —
+{ ] } { 10-95 1 i } 5.028 - 10 5.923-10 [H*|=0

La solution de cette équation s’obtient graphiquement en tracant la fonction pour un intervalle
de pH compris entre 6 et 8 (i.e.: pour une concentration en Ht allant de 10~® 4 10~°). La solution
de cette équation est donc [Ht | = 10~7-549%, Ce qui équivaut a un pH de 7.54. Cette valeur est plus
élevée que lavaleur de pH du milieu initial, néanmoins les calculs ne tiennent pas compte de la force
ionique de la solution.

Correction du pH en fonction de la force ionique de la solution

La force ionique I d’'une solution mesure les interactions entre les ions présents dans cette solu-
tion. Ces interactions résultent principalement des attractions et répulsions liées a la charge des
ions (Stumm et Morgan 1981). La force ionique I d'une solution est définie par 1’équation ci-dessous
ou z représente la valence des ions et c la concentration de ceux-ci. Cette somme s’exprime pour
tous les anions et cations de la solution

1 2
1=§Zzl..ci (64)

22.|C203~ 2% |HPO3™ 1°- [HPO; 12 |NHT 1°-|Cl™ 17|kt 17 |Na*t 22 |mg*t 21807
_ (21c07) | (22 meoiTy) | (7] ) () | (2jany) (2t (0mat) | (@2mett) | (21805 1)

- 2 2 2 2 2 2 2 2
(65)
Ce qui correspond a:

. . -2 . . -2 . -2 . -2 . -2 . -2
(4-2.410-10 )+ (4-2514-1072) N (1103 -107?) N (1.870 - 10 )+ (1.870-1072) N (1.103210 )

=0.1807

1=

4.2410-107° 4.2514-10"7 4-8120-10"* 4-8.120-10"*
(s240 107) 4201 107) | (ama w07 | (48120 107)

Dans ce cas, la force ionique de la solution est trop élevée pour étre négligée. En effet pour que
les concentrations soient équivalentes aux activités, il faut que la force ionique de la solution soit
inférieure a 10~2. Dans notre cas cela implique que les valeurs de concentrations utilisées dans la
premiere partie (équ. 34 a 63) doivent étre corrigées par un facteur d’activité selon la relation suiv-
ante:

.o
jij= @ (66)
Pour des solutions ayant une force ionique inférieure a 0.5, la formule suivante permet de calculer

f; (Stumm et Morgan 1981). Dans cette formule A est une constante qui vaut A = 1.82 - 10° . (¢T)~2/3 =
0.504 oui ¢ est la constante diélectrique de I’eau (¢ = 79) et T la température exprimée en °K (T = 298).

loglofi:—A~Z?~( Vi —0.2~I) (67)

1+ 1

En remplacant les valeurs des concentrations par leurs valeurs corrigées, la concentration totale
en phosphates s’exprime comme suit:

(HyPO;) fpoz-

- +1+4
(HPO3) fHQPOZ

(HsPO,)  frpoz-
(HPO;™) fu,po,

(PO3) . fipoz- ] } 68)

Cros-tot = |HPO; ™ | { (HPO?™) f
4 POS~

Comme pour I’équation 45, en utilisant les équations d’équilibres on a:
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_ HN)?2  fpoz- M) Tupoz- Ks  fhpoz-
Croa-tor = |[HPO? : 4 : 4 1+ : 4 (69)
PO4-tot = | 4 |{ KiKs  fi,po, K> H, PO (H1) fPOi_
Qui se simplifie en:
IHPO;™ | ~ Cl}m't‘” (70)
() | o~ 1
[ e szm;] i

De la méme maniére qu’avant, on tire [HPO?~ | de I'équation ci-dessus, puis on l'insére dans la
portion de I’équation de neutralité électrique exprimant la concentration en phosphates. On obtient
donc:

(HY)  fipoz-
Ky fH21>0;

|H,PO; | + 2 |[HPO; ™| + 3 |PO3~ | = [HPO:™| {

+ 2} (71)

T
]
=]

—

f
Ilg T 4_]"‘2

[H2POS | +2 [HPOS™ | +3 [POS™| = Ceos-tor - (72)
() | fwoz- +1
Kz fHQPOZ
On pratique de la méme facon avec les oxalates
_ 9_ _ Ks ch20;
|HC204 | +2 |C204 | = |HC204 | 1+ 2(H+) fC o (73)
_ 9_ _ K, fHCgO;
Cc204-tot = [HC205 | +[C205™ | = [HC04 | ¢ 1+ (74)
(H*) fczoi—
1 + 2 K2 fHCgOZ
_ 5 ®H) £, 02—
|HC204 | +2 |C2O4 | = Cc204-tot f (75)
1 + Ko HC30;
) o, o2-
etl’'azote
+ 1
INH} | = CNhixetot * (76)

1+ (%“Nm)

Avec les valeurs corrigées pour les phosphates, les oxalates et ’azote (NH; et NH} ), I'équation de
neutralité électrique devient:

-

2—

f —
HPO HC30
@t  HPOy |, |42 Ko HC204
Kz T _ mty f o
. H2PO, . C204 . ! =t okt +1.1a- -2
CpO4-tot - - +C204-tot "~ — — (- ONHx-tot * " +|OH™ |- [HT | = [KT | +[Na™ |- |CI” | =9.081 - 10
+ HPOZ~ K HC,0, 1+ f
Mf_zl_ +1 ]+_2_f_24_ ((H+)+NH+)
Ky - [CRRr 4
H, POy €203
+ f]-[p() - 7 fH(, (0]
—4.2
L7)5 . f_4_ +2 1 +2w_f_2L
10-7 - mt) . o—
_, H,PO) s €205 s 1 _ + o
3617-107 2. +2410-107 % —————— =4 3 _187.10 +|OH™ |- [HT|=9.081 - 10
+ Tpo2— —4.27 Hey07 10793
%f_ﬁl_ +1 ]+mT'f_24_ 1+ e +NH:1§-
10 HoPOL T ey02-

(78)
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Cette équation peut étre simplifiée en considérant que (10~*27 / Ht) > 1 et que (10~°3 / H) <«
1, puisque HT est compris entre 10=8 et 10~°. Cette simplification permet d’obtenir les équations
suivantes:

|: (H+) . :Hpoi_] + 2

10-7-2 —
3.617-107% L +(2.410-1077-2) - (1.87-1077 - 1)=9.081 - 107> (79)
[t =] 1
HoPO

—7.2
10 fHQPOZ

|: (H+) . fHPOi_ :| + 2
3.617-1077 - - ~6.131-107* (80)
[t ] 1

HyPO,

En utilisant la formule de Davis (équ. 67) on obtient les différents f, que ’on peut ensuite rem-
placer dans I’équation ci-dessus. On obtient donc:

/0.1807
logio £, noe =-0504-12 [ ———"""_ _[0.2-0.1807] | =-0.1321 (81)
810 tupo; (1 11/0.1807 [ ]
/0.1807
logio fpee =-0.504-22 . [ —Y""=2C  _10.2.0.1807] | = - 0.5285 (82)
810 pof (1 T Jos07 | ]
fiy,p0- = 07377 fypos- = 0.2961 (83)
fHPOQ_
— 4 -0.4014 (84)
H,PO;
£ oo
PO 0.4014 = 1003954 (85)
H,PO;
|: (Iit)Q ) 10—01.3954i| 2
3.617-1072.¢{ 1 ~6.131- 1072 (86)
|: =) ) 10—0.3954i| +1
10—7.2 1
10—6.8036 . (H+) +2
3.617-1077%. ~6.131-1072 87
{ 10-5-5056 . (11+) ¢ 2} (87)

La résolution de cette derniere équation nous permet d’obtenir le pH. La valeur calculée pour ce
dernier est de 7.16. Ce qui est en accord avec le pH mesuré de la solution de Schlegel.

Estimation du pH apreés transformation des oxalates en carbonates - d’apres Verrecchia et al. soumis

Comme cela a été montré précédemment, la transformation des oxalates par des bactéries peut
s’exprimer selon I’équation ci-dessous. Cette équation donne la quantité de CO- produit, soit 1.872
moles par mole d’oxalate consommeée. Dans notre cas, on produit 4.511 - 10~2? moles de CO- a par-
tir de I’oxalate contenu dans le milieu initial. Il est donc possible de calculer la concentration des
especes carbonatées dans le milieu. Celui-ci est toutefois considéré comme un systéme ouvert ou la
pression partielle en CO- du milieu s’équilibre avec la pression partielle en CO- de ’atmosphere.

1000 HyC»04 + 372 O4 + 32 NH} — 32 C;HgO>N* + 1872 CO- + 936 H,0 (88)

Comme pour les phosphates et les oxalates dans le calcul du pH initial, on utilise les équations
d’équilibres suivantes afin de remplacer les termes correspondant aux carbonates dans1’équation de
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neutralité électrique (le développement de cette partie n’est pas fait ici, car il est strictement similaire
ala partie précédente). En considérant un systeme ouvert, on a donc:

|COs | =K -3-107* ot (Kyy = 33.88 - 107?) (89)
10—6.35
|[HCO3 | = |COy| - AR (90)
. 10—10.33

L'équation finale peut donc s’écrire comme suit. Néanmoins pour simplifier les calculs, on pose
les hypotheses suivantes. Pour commencer, la consommation de NH est considérée comme négli-
geable car elle ne représente que 32 / 1000 de la consommation d’oxalate soit 7.712 - 10~ moles.
Ensuite, la force ionique de la solution est considérée comme suffisamment faible pour ne pas étre
prise en compte; en effet I’oxalate est consommeé et une partie du CO- dégaze puisque le systeme est
ouvert.

10=2 . [1073HY[+2 4.540 - 10712 3975~10—22} 10-2 {10‘“}_{1.870~10‘2~|H+|
{3.617 10 Lo?ﬂnﬂu” { — oW 1 11,870 1077 + { L o

-5.028-107%-5.923 1072 - |[H¥| =
(92)

La solution de cette équation s’obtient graphiquement. Comme pour I’équation 69, on trace cette
fonction pour un intervalle de pH compris entre 7 et 10 (i.e.: pour une concentration en H* allant
de 107! 21077, La solution de cette équation est donc |[H* | = 1079:%5%, Ce qui équivaut a un pH
de 9.6. Cette valeur est légerement plus élevée que la valeur de pH du milieu final. Néanmoins,
considérant les approximations successives réalisées lors de ces calculs, on peut estimer que cette
valeur correspond parfaitement a ce qui est observé en culture. Pour rappel, a la fin des cultures
liquides en milieu Schlegel, le pH était de 9.4. Ce qui montre bien de maniere théorique cette fois
que la transformation des oxalates en carbonates suffit a obtenir des pH suffisamment alcalins pour
permettre la précipitation des minéraux appartenant a la classe des carbonates.

Cristaux produits lors de cultures bactériennes sur oxalate de cal-
cium

Minéralogie des cristaux produits

Les équations ci-dessus montrent que la consommation de 1’oxalate suffit a alcaliniser le milieu suff-
isamment pour permettre la précipitation des carbonates. En effet, sur extrait de sol, extrait de sol
synthétique, et milieu Angle, on observe la précipitation de carbonates. En revanche, sur le milieu
Schlegel additionné d’oxalate de calcium, les cristaux précipités sont des phosphates. De méme, on
retrouve des phosphates et des sulfates lors de cultures sur extrait de sol. La cristallisation de phos-
phates sur le milieu de Schlegel est facilement explicable par la grande quantité de phosphates qui
entre dans la composition de ce milieu (3.67 - 10~ moles/L). De méme 1'absence de carbonates a
la méme origine puisqu’en présence de phosphate dans le milieu, on observe une inhibition de la
formation des carbonates par les phosphates (équ. 93, - Stumm et Morgan, 1996).
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10CaCOs + 2H*+ + 6HPO? ™ + 2H,0 — Cay(PO4)s(OH), + 10HCO;
(93)

La quantité de phosphates dans I’extrait de sol étant beaucoup plus faible (~ 3.16 - 10~ moles/L)
que dans le milieu Schlegel, il est normal de ne trouver que des traces de minéraux phosphatés dans
ce milieu. De méme, la présence de sulfates dans ce milieu peut s’expliquer de maniere simple. Pour
commencer, les équations 28 a 32 montrent qu’il y a un exces de calcium dans le milieu apres la
précipitation des carbonates. Le calcium en solution dans le milieu peut donc réagir avec les sulfates
et les phosphates présents, pour former du gypse, ou du calcium-phosphate-carbonate. La con-
centration de sulfates étant plus élevée que celle des phosphates dans ce milieu il est possible que,
malgré sa solubilité plus élevée que les phosphates, le gypse puisse précipiter.

Retard de la cristallisation des carbonates par rapport a la dissolution de I'oxalate

Sur tous les milieux ou la transformation des oxalates en carbonates a été observée, on note un
décalage entre la dissolution de 1'oxalate de calcium et la précipitation du carbonate de calcium.
Dans ce cas précis, le retard de précipitation de la calcite peut étre imputé au rééquilibrage de la
pression partielle en CO, dans le milieu. En effet, du fait de la durée des cultures, les boites de Pétri
ont été fermées avec plusieurs couches de parafilm afin d’empécher leur déshydratation. Ce faisant,
ces boites se sont comportées comme des systemes semi-fermés ot la pCO- a augmenté suffisam-
ment pour empécher la précipitation des carbonates. Le décalage entre la dissolution de I’oxalate de
calcium et la précipitation de carbonate de calcium correspond donc au temps qu’il a fallu ala pCO-
des boites de Pétri pour se rééquilibrer avec celle de I’atmosphere (les boites n’étant pas parfaitement
étanches).

Chimie des carbonates produits

La composition en cations majeurs des carbonates produits lors de la transformation de I’oxalate
de calcium ne montre quasiment pas de variation pour une méme souche quel que soit le milieu
(Angle, extrait de sol, extrait de sol synthétique). En revanche la différence entre les souches est
marquée. Cette ségrégation des cations inclus dans les carbonates produits peut s’expliquer par des
différences d’affinités des bactéries pour tel ou tel cation (dans notre cas, Mg?t, Na*, et Kt). Cette
différence d’affinité dépend des sites de liaisons disponibles sur la paroi de la bactérie, comme cela
a été montré par Phoenix et al. (2002). De méme, la nature chimique de ces sites de liaisons, groupe-
ments carboxyles, hydroxyles, alcools ou encore phosphates, fait que ceux-ci vont avoir une influ-
ence différente sur les cations présents en fonction du pH. Le faible nombre de données disponibles,
fait qu’il n’est pas possible de comparer a d’autres processus métaboliques le fractionnement iso-
topique induit au niveau des carbonates par le métabolisme des bactéries oxalotrophes.

Morphologie des carbonates produits

Sur tous les milieux ou la transformation oxalate carbonate a été testée, un nombre restreint de
morphologies a été observé pour les cristaux de calcite produits. Ces morphologies étaient soit
sphériques, soit en batonnets. L'influence des bactéries sur la morphologie de cristaux produits sem-
ble dans ce cas tres restreinte. La faible croissance autorisée par 1'oxalate ainsi que la précipitation
différée due au temps de rééquilibrage de la pCO- font que l'influence que les bactéries peuvent
avoir sur la précipitation du carbonate de calcium, au moment ot elle se produit, est probablement
fortement diminuée.

Cristaux produits sur le milieu B4

Le milieu B4 permet une forte croissance bactérienne, ainsi que la production d’exopolysaccharides
pour les souches qui en sont dotées. Sur ce milieu, les cristaux de carbonate de calcium apparaissent
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sur et dans les colonies. L'influence de la matiere organique et la viscosité du milieu sur la cristalli-
sation du carbonate de calcium a été montrée précédemment en de nombreuses occasions (Kitano
and Hood 1965; Cailleau et al. 1979; Addadi et al. 1990; Buczynski and Chafetz 1991). Ceci est par-
ticulierement important dans ce cas puisqu'une différence phénotypique majeure existe entre les
colonies de Xanthobacter autotrophicus et celles des deux autres souches est la production d’'un mu-
cilage abondant chez Xanthobacter autotrophicus. Ce mucilage augmente la viscosité du milieu; ceci
se traduit par des changements dans la minéralogie et la morphologie des cristaux. Ralstonia eu-
tropha et Streptomyces sp., qui ne sécretent que peu ou pas de mucilage, produisent des cristaux de
calcite thermodynamiquement plus stables, alors que Xanthobacter autotrophicus, qui en sécrete en
grande quantité, produit des sphérulites de vatérite. L'augmentation de viscosité du milieu due a
la production de mucilage par Xanthobacter autotrophicus permet donc d’expliquer la morpholo-
gie sphérique des cristaux de vatérite produits comme cela a déja été décrit par Buczynski et Chafetz
(1991). La formation de vatérite, un polymorphe métastable de la calcite, peut s’expliquer quanta elle
par la présence de nombreux groupes carboxyles dans ce mucus composé de glucose, de mannose
et d’acide glucuronique (Figure 28). Ces groupes, dont la structure est tres proche de I’anion carbon-
ate, sont susceptibles de favoriser la cristallisation de la vatérite. De plus Xanthobacter autotrophicus
produit un polymere pariétal composé de polyglutamine (Kandler et al. 1983). La présence d’homo-
ou d’héteropolypeptides est connue pour favoriser la précipitation de vatérite (Falini 2000, Falini et
al 2002, Manoli and Dalas 1999, 2001, Kanakis and Dalas 2000, Braissant et al. 2002, Braissant et al.
2003). Tous ces éléments réunis permettent d’expliquer la précipitation de sphérulites de vatérite
par Xanthobacter autotrophicus. Finalement, la découverte récente de cristaux de vatérite associés a
des colonies mucilagineuses de Synechococcus contenant du poly-aspartate (Giralt et al. 2002) sem-
ble confirmer les hypotheses développées ici. De la méme maniere, la plus grande stabilité ther-
modynamique de la calcite, I'absence de mucilage et de polymeres d’acides aminés chez Ralstonia
eutropha et Streptomyces sp. permet d’expliquer la précipitation de calcite chez celles-ci. Néanmoins
les propriétés des structures pariétales particulieres semblent rester primordiales du point de vue de
la morphologie. Chez Ralstonia eutropha, ces structures ont une influence limitée, mais visible sur
la cristallisation de la calcite. En effet les cristaux produits par cette souche se développent avec des
faces et des angles proches de ce qu’on pourrait attendre de la calcite en milieu saturé abiotique. 11
faut toutefois remarquer que les angles de ceux-ci sont souvent émoussés, ce qui trahit ’action des
structures pariétales. En revanche, les "hyphes” indurées produites par Streptomyces suggerent que
la paroi de celui-ci est un site préférentiel pour la nucléation et la croissance de la calcite. Dans le
cas de Streptomyces, la croissance de la calcite le long des hyphes de celui-ci ne produit ni face, ni
angle rappelant un rhomboédre de calcite. La différence de comportement de ces deux souches vis a
vis de la cristallisation du carbonate de calcium montre que si certains types de structures pariétales
n’influencent que peu la morphologie du carbonate de calcium, d’autres peuvent la controler de
maniere stricte.

Conclusion

La précipitation de carbonate de calcium par des bactéries du sol est un phénomene courant (Bo-
quet et al. 1973, Rivadeneyra et al. 1994, 1996, 1998, 2004, Castanier 2000, Ferris et al. 2003). Les
expériences et les résultats présentés ici montrent sans ambiguité que la production de carbonate
de calcium peut étre obtenue lors de la dégradation bactérienne de I’oxalate de calcium. De méme,
les données présentées ci-dessus montrent I'influence du milieu et des bactéries sur la précipitation
et la cristallisation du carbonate de calcium. La production de calcite, d’aragonite, de dolomite, et
de monohydrocalcite, avaient déja été obtenue lors de cultures bactériennes (Boquet et al. 1973,
Castanier et al. 2000, Gonzalez-Munos et al. 2000, Parraga et al 1998, Rivadeneyra et al. 1998, Warth-
mann et al. 2000). Néanmoins la formation de vatérite en culture n’avait pas été décrite jusque 13,
bien qu’elle ait été souvent associée a la présence de bactéries (Sanchez-Moral et al. 2003). Toutefois,
ce serait une généralisation abusive de penser que toutes les souches produisant des exopolysaccha-
rides et des polymeres pariétaux composés d’homopolypeptides peuvent produire de la vatérite. En
effet, 1a diversité des exopolysaccharides et des polymeres pariétaux a travers le monde bactérien
est tres importante (Kandler et al. 1983) et incite a la plus grande prudence avant de tirer des con-
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Figure 28: Représentation des quatres composants principaux de I’exopolysaccharide (EPS) de X.
autotrophicus (acide glucuronique, glucose, mannose) et de son polymere pariétal (poly-aspartate).
Notez que le poly-aspartate peut aussi étre polymériser a ’aide du carboxyle de la chaine latérale de
cet acide aminé. Les groupes carboxyles libres susceptibles d’interagir avec la formation de carbon-
ate de calcium sont indiqués en grisé. Representation of the 4 major component of X. autotrophicus
exopolysaccharide (glucuronic acid, glucose, mannose) and its cell wall polymer (poly-aspartic acid).
Note that poly-aspartic acid can also polymerize using the lateral chain carboxyl group. Grey areas
indicate the free carboxylic acid able to interact with the calcium carbonate precipitation.

clusions hatives. De méme la diversité des biofilms naturels (Sutherland 2001 a,b,c) nous appelle a
développer des techniques mieux adaptées a I’étude de la formation du carbonate de calcium dans
ces derniers.

Résumé - Summary

¢ Lesbactéries oxalotrophes augmentent notablement le pH de leur milieu en culture. Cette aug-
mentation de pH correspond uniquement a la consommation des oxalates et a la production
d’ions carbonates comme le montrent les équations 34 a 92. Oxalotrophic bacteria increase the
pH of their media. This pH increase is only due to the consumption of oxalate ions and their
replacement by carbonate ions as it is shown in equations 34 to 92.

¢ Les bactéries oxalotrophes sont capables de précipiter du carbonate de calcium a partir d’oxa-
late de calcium. Les carbonates produits se trouvent essentiellement sous forme d’agrégats
micritiques sphériques et de batonnets micritiques. L'analyse de ces carbonates a montré qu'il
s’agissait de calcite ou de calcite faiblement magnésienne. Oxalatrophic bacteria are able to
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precipitate calcium carbonate from calcium oxalate. Carbonates produced are mainly found as
spherical micritic aggregates and micritic rods. Analyses of these carbonates has shown that they
are made of calcite or low magnesian calcite.

Sur des milieux riches, les bactéries oxalotrophes testées ont montré que diverses morpholo-
gies et minéralogies de carbonate de calcium pouvaient étre produites. Les exopolysaccharides
et les polymeres pariétaux semblent jouer un réle important dans la formation des divers poly-
morphes du carbonate de calcium observés. On rich culture media, oxalotrophic bacteria have
shown that different morphologies and mineralogies of calcium carbonate can be precipitated.
Exopolysaccharides and parietal polymers seem to play an important role in the formation of the
different calcium carbonate polymorphs.
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Chapitre 4: Etude du cycle
oxalate-carbonate en milieu naturel

Le chapitre précédent a montré les aspects physico-chimiques et biologiques du cycle oxalate-carbo-
nate en laboratoire. Ce chapitre va s’intéresser au cycle oxalate-carbonate dans des sols naturels
autour de plantes produisant de I’acide oxalique et de I’oxalate de calcium.

Introduction

De nombreuses plantes poussant dans des environnements tres divers produisent de 1'acide ox-
alique et/ou de I’oxalate de calcium. Néanmoins, toutes ces plantes ne peuvent étre utilisées comme
modele pour I’étude du cycle oxalate-carbonate. Le choix des plantes étudiées dans ce travail a été
fait de maniere a pouvoir observer et mesurer au mieux les parametres importants du cycle oxalate-
carbonate. Dans un premier temps, nous avons étudié des plantes produisant de grandes quantités
d’oxalate et poussant sur des sols ne contenant pas de minéraux carbonatés. Ces deux conditions
assuraient de pouvoir détecter non seulement les oxalates produits par la plante, mais aussi les car-
bonates résultant de I’oxydation de ceux-ci. Ceci nous a conduit a étudier deux plantes modeles:
Milicia excelsa (syn: Chlorophora excelsa) et Opuntia sp. Milicia excelsa appartient a la famille des
Moracées (Aubréville 1936, Satabié 1985). Il s’agit d'un arbre tropical dioique communément appelé
"Iroko”. D’autres noms vernaculaires locaux tels que Odoum, Abang, et Mandji lui sont parfois at-
tribués en Afrique. Cet arbre mesure généralement 28 metres de hauteur pour un diametre de 1.70
metres. Les feuilles et les fleurs étant souvent inaccessibles, les taches orangées caractéristiques que
I’on peut voir sous I’écorce du tronc qui se délite, ainsi que sur les racines, permettent de reconnaitre
cet arbre en forét. Les principales caractéristiques et la distribution de cet arbre sont résumées dans
la figure 29. L'iroko est I’objet d’étude principal de ce travail.

Opuntia sp. appartient a la famille des cactacées. Le nom commun de ce cactus est "figuier
de Barbarie”. Cet arbuste succulent apprécie les sols sableux et caillouteux bien drainés. Il peut
atteindre jusqu’a 5 metres de hauteur. Les Opuntia sont originaires du continent américain et ont été
importés en Europe ot ils sont utilisés comme plantes ornementales ou pour faire des haies (Figure
30 - Heywood 1996, Spichiger et al. 2002).

Dans un second temps, nous avons étudié une plante produisant elle aussi de grandes quantités
d’oxalate, mais sur un sol danslequel se trouvaient des carbonates hérités. L'objectif étant d’observer
la production de carbonates liés au cycle oxalate-carbonate afin de voir si ceux-ci pouvaient étre
discriminés des carbonates hérités. La plante choisie pour cette partie était Vitis vinifera, que I'on
connait sous le nom commun de "vigne”. Le genre Vitis appartient a la famille des Vitacées. 1l s’agit
d’un arbuste grimpant muni de vrilles pouvant atteindre jusqu’a 5 metres de haut (Heywood 1996).
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Figure 29: A: Photo d’un iroko pres du village de Malantouem (Cameroun). B: Détails des feuilles
et des fleurs des irokos males et femelles (d’apres Aubréville 1936). C: Détails des tissus ligneux de
I'iroko (d’apres Aubréville 1936). D: Carte de répartition approximative de I'iroko A: An iroko tree near
the village of Malantouem (Cameroon). B: Drawings of the leaves and flowers of the iroko tree (after
Aubréville 1936). C: Optical microscope view of the woody tissues of the iroko tree (after Aubréville
1936). D: Map showing approximate distribution map of iroko trees.
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Figure 30: A: Détail des fleurs et des tiges des Opuntiae. B: Photo d’'un Opuntia en fleur. A: Drawings
of flower and stems of Opuntiae. B: A flowering Opuntia. (A: Spichiger et al. 2002)



68

Méthodes

Description des sites
Sites échantillonnés pour I'étude de I'iroko

L'étude du cycle oxalate-carbonate autour de Milicia excelsa s’est déroulée sur plusieurs sites. Des
échantillons ont été collectés au Cameroun et en Cote d’Ivoire (Figure 31). Quatre sites ont été étudiés
au Cameroun. Le premier est situé 10 km a I’ouest de la préfecture de Lolodorf (3°13'N, 10°47’E). Ce
site se trouve sous un climat tropical humide (Figure 31) et sur un sol latéritique jaune (i.e. un sol
ferralitique) bien développé (< 3m) sur roche mere granitique. La végétation qui se développe sur ce
site est une forét tropicale humide sempervirente.

Le deuxieme site se situe dans la région de Leboudy (4°07’N, 11°30’E), environ 15 kilometres au
nord de Yaoundé. Cet endroit se situe sous un climat tropical humide avec une saison séche plus
marquée que sur le site précédent (Figure 31). Une fine couche (< 1m) de sol latéritique rouge (i.e.
sol ferralitique) s’y développe sur inselberg granitique. La végétation qui recouvre cet inselberg est
constituée d'une forét tropicale sempervirente. Les deux derniers sites se situaient dans les villages
de Mankaré (5°22’N, 11°06’E) et de Machatoum (10°59’N, 5°24’E), proches de la préfecture de Mas-
sangam (11°00’N, 5°25’E). Cette région est sous I'influence d’un climat tropical sec avec une saison
seche bien marquée (Figure 31). Le sol a Mankaré est un sol latéritique jaune développé sur alluvions.
Mankaré se situe a 'intérieur de la forét galerie bordant le fleuve Mbam. A Machatoum, le sol est un
sol latéritique brun rouge typique. La végétation autour de ce site est une savane arborée.

Un seul site a été étudié en détail en Cote d’Ivoire et un second a été prospecté. Le site étudié
se situe proche du village de Biga (6°36'N,6°29’0). Un second site a toutefois été prospecté. Celui-ci
se trouve dans la région de Kani, dans la forét protégée n° 134 (Kani) qui a une superficie de 31’000
hectares (8°31’N,6°32’0). Biga se trouve sous un climat tropical avec deux saisons seches (Figure 31).
Le sol a cet endroit est un sol latéritique brun rouge. La végétation dans cette région est une forét
tropicale semi-décidue bordant une forét récemment exploitée.

Sites échantillonnés pour I'étude des Opuntiae

Les observations sur les Opuntiae ont été faites en Espagne (Figure 32). Le site choisi se trouve au
nord du désert de Tabernas (33°03’N,2°23’0) pres du village de Tahal (37°13'N,2°17°0). Le climat
dans cette région est un climat semi-aride ou les précipitations moyennes par année sont de 215 mm
(Figure 32). Le sol sous les Opuntiae échantillonnés est un colluviosol isohumique se développant
sur schistes argileux et schistes a la fois comme substrat et roche mere. La végétation dans cette zone
est une végétation de type thermo-méditerranéenne (Peinado et al. 1992).

Sites échantillonnés pour I'étude de la vigne

Le site choisi pour cette derniere partie se trouve en Suisse (Figure 32) dans la localité de Bevaix
(46°55’N,6°50’E). Ce site est divisé en deux plantations de vignes, la premiere est cultivée avec des
plants de vignes depuis 500 ans environ, alors que la seconde n’est en culture que depuis 20 ans
environ. Le sol sur lequel se développent ces vignes est une moraine anthropisée. Le climat dans
cette région est de type tempéré semi-continental (Figure 32). Le travail sur ce site a été mené en
collaboration avec le Dr. Jérome Hamelin et le centre national de compétence et de recherche "survie
des plantes” (NCCR-Plant survival).

Méthode d’échantillonage

Les échantillons de sol pour les analyses bactériologiques et chimiques ont été pris a intervalles
réguliers le long du profil de sol sous la plante productrice d’oxalate. Ils ont été collectés dans des
récipients stériles a ’aide de matériel stérilisé a I’éthanol. Les échantillons ont ensuite été séparés
en deux parties. La premiere partie a été utilisée immédiatement pour les analyses bactériologiques,
alors que la seconde partie a été séchée dans une étuve en vue d’analyses chimiques ultérieures. Les
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Figure 31: A: Carte du Cameroun indiquant les principales villes () et les sites échantillonés (1,2,3).
B: Carte de la Cote d’Ivoire indiquant les principales villes () et les sites échantillonés (4, »). 1:
Climat de la région de Massangam. 2: Climat de la région de Yaoundé. 3: Climat de la région de
Lolodorf. 4: Climat de la région de Daloa A: Map of Cameroon indicating important cities (0)) and
sampling sites (1,2,3). B: Map of Ivory Coast indicating important cities (0) and sampling sites (4, x).
1: Climate in the Massangam area. 2: Climate in the Yaounde area. 3: Climate in the Lolodorf area. 4:

Climate in the Daloa area.
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échantillons conservés pour les analyses chimiques ont été broyés sauf pour I’analyse du pH(H-0O).

Cette procédure garantit que les mémes échantillons sont utilisés pour les analyses chimiques et
bactériologiques.
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Figure 32: A: Carte de I'Espagne indiquant les principales villes (O) et le site échantillonné (5). B:
Carte de la Suisse indiquant les principales villes () et le site échantillonné (6). 5: Climat dans la
région de Tabernas. 6: Climat dans la région de Neuchétel. A: Map of Spain indicating important

cities () and sampling site (5). B: map of Switzerland indicating important cities (0)) and sampling
site (6). 5: Climate in the Tabernas area. 6: Climate in the Neuchdtel area.

Analyses microbiologiques

Le nombre de bactéries cultivables a été déterminé par comptage des colonies sur milieu Angle. De
méme, le nombre de bactéries oxalotrophes cultivables a été déterminé par comptage des colonies
sur milieu Schlegel additionné d’oxalate de calcium (4 g / L). Pour chaque échantillon deux dupli-
cats ont été réalisés et 4 a 6 boites de Pétri portant de 10 a 250 colonies ont été comptées. De plus,
une inspection visuelle des boites de Pétri a la loupe binoculaire ou avec un microscope de terrain
a permis d’estimer le nombre d’actinobactéries totales et d’actinobactéries oxalotrophes, en comp-
tant les colonies filamenteuses. Cette approche a été complétée par des cultures d’enrichissement
en milieu Schlegel liquide additionné d’oxalate de potassium (4 g / L). Dix microlitres de ces cultures



71

d’enrichissements ont ensuité été étalés sur du milieu Schlegel solide additionné d’oxalate de cal-
cium (4 g/ L). Les bactéries oxalotrophes montrant un fort halo de dissolution de I’oxalate de calcium
ont ensuite été isolées et purifiées. L'identification des bactéries isolées a ensuite été faite soit en util-
isant des systemes d’identification api® 20NE (Biomérieux), soit par amplification et séquencage
d’'un segment de 500 paires de bases environ de I’ADN ribosomial 168.

Analyses chimiques

La concentration d’oxalate dans les sols a été déterminée de maniere enzymatique a I’aide de kits
de détermination de I'oxalate (Sigma diagnostics, Suisse; ou Trinity biotech, Wicklow, Irlande). Le
contenu en carbonate des sols a été mesuré par titration en retour de I’acide sulfurique. Finalement
le pH a été mesuré a I’aide d'une électrode a pH.

Observations et analyses d’échantillons de plantes

Sur les différents sites, des échantillons de plantes saines et dégradées ont été prélevés. Ces échantil-
lons ont ensuite été observés, soit en lames minces, soit a ’aide d'un microscope électronique a
balayage. L'objectif de ces observations était de voir sous quelles formes se trouvaient les oxalates et
les carbonates associés aux plantes, ainsi que d’observer la dégradation de ceux-ci. De méme, ces
échantillons ont été analysés par diffraction des rayons X afin de mettre en évidence la minéralogie
des cristaux présents dans les tissus des plantes. Ces deux techniques sont utilisées ici de maniere
complémentaire puisqu’a elles deux, elles permettent de préciser la minéralogie et lalocalisation des
cristaux observés.

Expérience de biominéralisation

Un grand nombre (n = 20) de souches oxalotrophes importantes a été mis en culture sur extrait de
sol, et extrait de sol synthétique de maniere a observer si la production de carbonate avait lieu dans
chaque cas. Une partie des carbonates produits lors de cette expérience a été observée en lames
minces ou a I’aide d'un microscope électronique (Philips XL.30 ESEM).

Résultats

Observations autour des irokos
Profil de Mankaré

A Mankaré, on observe une diminution de la concentration d’oxalate de 70 mg / kg dans les couches
de sols supérieures a 0 mg / kg en profondeur. Dans ce cas, la concentration d’oxalate maximale a
été observée a 20 cm de profondeur (Figure 33). La concentration de carbonate décroit de maniere
similaire avec la profondeur. La partie supérieure du profil de sol contient entre 68 % et 70 % de
carbonate de calcium, alors qu'on n’en observe plus que 1 % dans les échantillons prélevés le plus
profondément (Figure 33). Le carbonate de calcium se trouve sous forme de blocs indurés similaires
a ceux décrits par Cailleau (2005), Braissant et al. (2004) et Carrozzi (1970) (Figure 33-34). Finalement,
les valeurs de pH de ce profil varient entre 10.3 et 9.9 (Figure 33). De telles valeurs de pH, atypiques
pour ce type de sol (les sols latéritiques typiques ont un pH qui varie entre 4.5 et 6.0 - Leneuf 1959),
sont en accord avec d’autres études qui ont observé des pH compris entre 9.0 et 8.2 autour d’irokos
(Cailleau 2005). Le nombre de bactéries cultivables et de bactéries oxalotrophes par gramme de sol
décroit respectivement de 107 a 10° et de 10° a 10° avec la profondeur. L'observation des boites a
montré que les actinobactéries représentent 89 % + 8 % des bactéries oxalotrophes, alors qu’elles ne
représente que 9 % + 4 % des bactéries totales. La grande majorité des actinobactéries dénombrées
dans cette étude semble donc étre oxalotrophe. L'ensemble des isolats réalisés sur ce profil a été
identifié comme appartenant au genre Strepromyces ('identification a été réalisée dans un premier
temps sur les caracteres morphologiques des colonies puis par amplification et séquencage d'un
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segment de I’ADN ribosomial 16S). Lors des observations au microscope électronique, une colonie
d’actinomycetes a été identifiée comme appartenant potentiellement au genre Nocardia (ceci avec
les réserves qu'implique ce genre d’identification).

Profil de Machatoum

Sur le site de Machatoum, on n’observe que tres peu d’oxalate. La concentration de celui-ci avoisine
les 3 mg / kg (Figure 34). De méme, le taux de carbonate de calcium dans ce sol reste tres faible
et se situe a la limite de détection (Figure 34). En revanche, le pH montre a nouveau des valeurs
supérieures a celles des sols latéritiques rouges typiques. Les pH mesurés le long de ce profil vari-
ent entre 7.5 et 7.9 (Figure 34). Néanmoins, des blocs de carbonate de calcium ont été trouvés dans
I'arbre, et a quelques endroits, le sol a montré une faible effervescence lorsqu'une goutte d'HCl y
était déposée. Les populations de bactéries cultivables et de bactéries oxalotrophes montrent une
décroissance similaire a celle observée dans le profil de Mankaré. Le nombre de bactéries cultivables
diminue de 107® a 10° bactéries par gramme de sols avec la profondeur, alors que le nombre de
bactéries oxalotrophes passe quant a lui de 107 bactéries par gramme de sol en surface a 10° bactéries
par gramme de sol en profondeur. Dans ce profil, les actinobactéries représentent 94 % =+ 4 % des
bactéries oxalotrophes, alors qu’elles ne représentent qu’une fraction de 18 % + 8 % des bactéries
cultivables. Dans ce profil, toutes les souches oxalotrophes ont été identifiées comme appartenant
au genre Streptomyces ('identification a été réalisée dans un premier temps sur les caractéres mor-
phologiques des colonies puis par amplification et séquencage d’'un segment de ’ADN ribosomial
16S).

Figure 33: A: Photo de terrain montrant un bloc de bois fortement induré trouvé sur le site de
Mankaré (Cameroun). Ce bloc était probablement une racine d’iroko avant sa carbonatation. B:
Détail d'un morceau de bois induré observé en lumiere polarisée. On peut observer une large zone
minéralisée (sombre) au dessus de tissus de bois bien préservés. A: Field picture of an indurated wood
bloc found in the Mankaré site (Cameroun). This bloc was probably a part of a root before it was min-
eralized. B: Detail of an indurated wood block observed in polyrized light. A large mineralized area
can be seen (dark) over well preserved organic tissues.

Enrichissements réalisés sur les sols de Lolodorf, Leboudy et Biga

Sur ces trois sites, seules des cultures d’enrichissement ont été réalisées. Les isolats obtenus de ces
cultures pour les sites camerounais appartiennent aux genres Comamonas, Stenotrophomonas, Ral-
stonia, Methylobacterium, Azospirillium et Pandoraea. De méme, les genres Comamonas, Delftia,
Stenotrophomonas, Ralstonia, Oxalicibacterium ont été isolés a partir des cultures d’enrichissement
réalisées a Biga, en Cote d’'Ivoire.
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Figure 34: Concentration en oxalate, nbre de bactéries cultivables et oxalotrophes, pH et concen-
tration en carbonate sur les sites Camérounais. A,B,C,D: profil de Massangam. E,EG,H: Profil de
Machatoum. Oxalate concentration, number of cultivable and oxalotrophic bacteria, pH and carbon-
ate concentration at the Cameroon sites. A,B,C,D: Massangam profile. E,FG,H: Machatoum profile
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Minéralogie des cristaux associés a I'iroko

De nombreuses minéralogies d’oxalates et de carbonates ont été observées lors de I’analyse par
diffraction des rayons X des différents échantillons de bois d’iroko. Ces différences permettent de
préciser le role des différents acteurs du cycle oxalate-carbonate autour de l'iroko. L'analyse par
diffraction des rayons X montre que les échantillons de bois sain contiennent uniquement de I’oxalate
de calcium monohydrate et de la silice amorphe. En revanche dans les échantillons de bois dégradé,
on trouve de ’oxalate de calcium monohydrate, de la silice amorphe, mais aussi de I’oxalate de cal-
cium dihydrate, du carbonate de calcium ainsi que du calcium-phosphate-carbonate (Figure 35).
L observation au microscope électronique d’échantillons d’écorce et de bois sains fracturés montre
que I'oxalate de calcium monohydrate se trouve sous forme de cristaux automorphes d’environ 50
um. Ces cristaux sont enchassés dans les tissus de bois, généralement pres d’éléments conducteurs.
Lobservation de bois d’iroko dégradé montre la présence d’oxalate de calcium monohydrate et di-
hydrate. Comme auparavant, la forme monohydrate se trouve sous forme de cristaux automorphes
enchissés dans les tissus du bois. Néanmoins, ces cristaux montrent souvent des golfes de dissolu-
tion associés a la présence de bactéries (Figure 36). La forme dihydrate de 1’oxalate de calcium n’est,
quant a elle, pas associée aux tissus de I'iroko, mais a des hyphes fongiques. Ces cristaux se trou-
vent sous forme de baguettes de 10 um visibles a la surface des hyphes. Sur un seul site, une crotte
d’oxalate de calcium a pu étre observée a la surface d'une racine, sous une fine cuticule (Figure 36).
Le carbonate de calcium se trouve sous forme de calcite ou de calcite faiblement magnésienne. On
observe plusieurs types de carbonate dans les tissus en décomposition. De larges portions de tissus
minéralisés sont visibles en microscopie optique. Dans ces zones, le microscope électronique per-
met de distinguer des cellules et des fibres de cellulose minéralisées (fossilisées). De méme, on trouve
des cristaux de calcite xXénomorphes a subautomorphes remplissant les vaisseaux conducteurs de ces
zones. Finalement, les sécrétions de seve provenant de parties blessées de 1’arbre contiennent des
agrégats micritiques (Figure 37).

Observations autour des Opuntiae
Profil de Tabernas

Le long du profil levé sous les Opuntiae de Tabernas, on observe une tres forte diminution de la
concentration d’oxalate avec la profondeur. En effet celle-ci passe de 1330 mg / kg dans la partie
supérieure du profil a 50 mg / kg dansles échantillonsles plus profonds (Figure 38). La concentration
en carbonate diminue de la méme facon passant de 1 % dans les échantillons de surface a 0 % dans
les échantillons prélevés en profondeur (Figure 38). Finalement, le pH décroit de 6.7 a la surface a
des valeurs toujours inférieures a 5.7 dans le reste du profil (Figure 38). On observe le méme type
de décroissance pour tous facteurs mesurés lorsqu’on s’éloigne du pied du cactus (Figure 38) Les
nombres de bactéries cultivables et de bactéries oxalotrophes montrent eux aussi une décroissance
rapide en fonction de la profondeur. On observe une diminution de 107 a 10° bactéries cultivables
par gramme de sol et une diminution de 10° & 10® bactéries oxalotrophes par gramme de sol des
couches de surface vers les couches les plus profondes. Les actinobactéries représentent de 30 % a 35
% des bactéries oxalotrophes. Les isolats d’actinobactéries oxalotrophes appartienent tous au genre
Streptomyces ('identification a été réalisée dans un premier temps sur les caracteres morphologiques
des colonies puis par amplification et séquencage d’un segment de ’ADN ribosomial 16S). Parmi les
autres bactéries oxalotrophes, des représentants des genres Agrobacterium et Burkholderia ont pu
étre identifiés (a I’aide de galeries api® 20 NE).

Cristaux associés aux Opuntiae

L'analyse par diffraction des rayons X montre que les cactus contiennent de 1'oxalate de calcium
mono- et dihydrate. L'oxalate de calcium monohydrate se trouve sous la forme de druses ayant un
diametre de 150 pm (Figure 39). L'oxalate de calcium dihydrate, plus rare, se trouve quant a lui sous
forme de batonnets bipyramidaux. L'oxalate est visible sous forme macroscopique a la surface des
tiges d’Opuntiae en décomposition sur le sol. En effet, celui-ci forme une crofite blanche sur la trame
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Figure 36: Photographie et observations au microscope optique et électronique de cristaux d’oxalate
associés a I'iroko. A: Cristaux de whewellite enchéssés dans les tissus ligneux d'un morceau d’écorce
fracturé. B: Bactéries sur un crystal de whewellite. C: Cristal de whewellite montrant de larges golfes
de dissolution. D: Cristaux de weddellite associés a une hyphe fongique. E: Racine d’iroko recou-
verte d’oxalate de calcium. F: Détail de E montrant les cristaux de whewellite encroutant la racine
d’'iroko. SEM images of calcium oxalate crystals associated with the iroko tree: A: View of fractured
bark showing whewellite encased in woody tissues. B: Bacteria on a whewellite crystal. C: whewellite
crystal showing large dissolution area. D: Weddellite associated with a fungal hyphea. E: Iroko root
encrusted with calcium oxalate. F: Close-up of E showing the whewellite crystals encrusting the root.
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Figure 37: Cristaux de carbonate de calcium associé a l'iroko: A,B: Tissus minéralisés montrant des
cellules remplacées par du carbonate de calcium. Notez les parois minéralisées ainsi que le fantome
de vacuole remplacé par du carbonate de calcium (B). C: Tissus conducteur rempli par des cristaux
xénomorphes ou subautomorphes de carbonate de calcium. D: Cristaux de carbonate de calcium
trouvés dans du bois décomposé. E: Fibre de cellulose minéralisée. F: Agrégats micritiques et rom-
bohedres présents dans de la seve d’iroko. Calcium carbonate crystals and carbonate-enriched tissues
found in the iroko mineralized tree. A,B: Cells totally replaced by calcium carbonate. Note the in-
durated cell-walls and the ghost of vacuole filled with calcium carbonate in B. C: Conductive vessel
infilled with anhedral to subhedral carbonate crystals. D: Calcium carbonate crystals found in de-
caying wood. E: Cellulose fiber replaced by calcium carbonate. F: Cellulose fibre entirely replaced by
calcium carbonate.
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Figure 38: A,B,C,D: Concentration en oxalate, nombre de bactéries cultivables et oxalotrophes, pH
et concentration en carbonate sur le site espagnol (profil de Tabernas). E,F: Essais de cartographie
de la concentration d’oxalate (E) et du pH (F). En abscisse: la distance en centimetres depuis la base
de I'Opuntia étudié; en ordonnée, la profondeur. Notez les valeurs élevées a la base de 1'opuntia,
en surface et proche des racines. Cette cartographie a été réalisée par interpolation bicubique des
données de terrain a 'aide du logiciel Matlab A,B,C,D: Oxalate concentration, number of cultivable
and oxalotrophic bacteria, pH and carbonate concentrations in Spain (Tabernas profile). E,F: Attempt
to map the oxalate concentration and the pH around an opuntia. Note the higher value at the base of
opuntia, in the surface samples and near the roots. This map has been done by bicubic interpolation
of our data using Matlab
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Figure 39: A: Diffractogrammes des rayons X d’'un échantillon d’Opuntia montrant la présence de
whewellite. B,C,D: Cristaux d’oxalates associés aux Opuntiae. B,C: Cristaux de whewellite en druse
observés au microscope électronique (B) et au microscope optique (C). D: Photographie montrant
une couche blanche formée de cristaux d’oxalate sur une raquette d’Opuntia en décomposition. E:
Cristaux de carbonate de calcium associé a de la matiere organique d’Opuntia en décomposition. A:
X-ray diffractogram of an opuntia sample showing the presence of whewellite. B,C,D: Oxalate crystals
associated with opuntiae. B,C: Whewellite crystals with a druse shape observed in electron (B) and light
(C) microscopy. D: Picture of an opuntia racket showing a white crust composed of calcium oxalate. E:
Calcium carbonate crystals associated with decayed opuntia organic matter.
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organique plus résistante a la décomposition (Figure 39). La présence de carbonate de calcium est
révélée par effervescence lorsque de 'HCI est déposé a la surface du sol ou d'une tige d’'Opuntia en
décomposition. En revanche, ces carbonates sont difficilement observables au microscope (optique
ou électronique). On les trouve le plus souvent sous forme de petits cristaux microsparitiques as-
sociés a de la matiere organique en décomposition (Figure 39).

Observation dans une vigne
Profils de Bevaix

Dans le premier profil situé sous la ”jeune” plantation de vigne, la concentration en oxalate aug-
mente de 17 mg / kg a la surface du profil a 106 mg / kg en profondeur au niveau des racines fines.
Le contenu en carbonate de calcium diminue quant alui de 17 % a 0 % avec la profondeur, alors que
dans le méme temps le pH augmente de 7.4 a 8.3. Dans le second profil, situé dans les plantations
"agées”, la concentration en oxalate varie entre 17 mg / kg et 9 mg / kg sans tendance visible. La
concentration en carbonate de calcium augmente quant a elle avec la profondeur, passant de 16 %
a 25 %. Finalement le pH suit la concentration en carbonate et montre une augmentation de 7.5 a
8.6. Dans les deux profils, le nombre de bactéries cultivables décroit de 107 bactéries par gramme de
sol a la surface a 10° bactéries par gramme de sol dans les échantillons prélevés en profondeur. On
observe la méme diminution chez les bactéries oxalotrophes (Figure 41). Celles-ci voient leur nom-
bre décroitre de 10° a 10* bactéries par gramme de sol. Aucune identification n’a été effectuée sur ce
profil; néanmoins de nombreuses colonies d’actinobactéries ont été observées lors des comptages.

Cristaux associés aux plants de vigne

Seul le carbonate de calcium a été recherché lors de I’étude autour des plants de vigne. Dans ce cas,
il se trouve sous forme de concrétions se trouvant autour des racines fines (Figure 40). C’est le seul
type de carbonate que nous avons pu associer ici a une activité biologique. Les autres carbonates
présents sont des carbonates hérités de la moraine.

Figure 40: Observation au microscope optique des cristaux de carbonate de calcium associés aux
plants de vigne. A: Coupe transversale d'un manchon de carbonate de calcium formé autour d'une
racine fine. B: Coupe longitudinale d'un manchon de carbonate de calcium formé autour d’une
racine fine Crystals of calcium carbonate associated with grape plant. A: Transverse section of a car-
bonated sheath encrusting a fine root. B: Longitudinal section of a carbonated sheath encrusting a fine
root.



o —A o
| o
— o
5% o
<
= i o
o)
0 o _ o
®
o
7o
o
IS o
A\ T T T T
0 5 10 15
Oxalate (mg / kg)
o —C [A] o+
_ —a— ol
—_ O o
g O
S ¥ 7 —A —o—
i
°a — A [}
o)
o o A o
S 1
' @ °
T—a— a
o
§ - A oI
. T T T T
4.0 5.0 6.0 7.0

Log cultivable bacteria (o), oxalotrophic bacteria (&)

o —E o
o o
S -
— o
o
§ %1,
<
§ 8- o
o}
o o
8 -
o o
o 4
- (<]
! T T T T T
20 40 60 80 100
Oxalate (mg / kg)
[ — o
8 _G A o
— ' —— o
o
E ¥ 7 e °
%_ 8 - A —o0—i
o 8 | (2551 (=]
' HOA —0o—
8
- (] ol
T T T T T T T T
40 45 50 55 60 65 70 75

Log cultivable bacteria (o), oxalotrophic bacteria ()

Depth (cm)

-80

Depth (cm)

-80

Depth (cm)

Depth (cm)

-40

-120

-120 -40

-80 -60 -40 -20 O

-100

-80 60 -40 -20 O

-100

81

4o
B °
o
7] o
- o
_ (<]
o
7] o
_ o
T T T T T T
7.6 7.8 8.0 8.2 8.4 8.6
pH
o —
D o
o
T (<]
- o
i o
o
7] o
- o
T T T T T
18 20 22 24 26
CaCo, (%)
- ©o
|F °
o
T o
_ o
) o
o
7] o
T T T T T
7.4 7.6 7.8 8.0 8.2
pH
_ H )
) o
o
7] o
m )
i (<]
o
T o
T T T
5.0 10 15
CaCo, (%)

Figure 41: Concentration en oxalate, nombre de bactéries cultivables et oxalotrophes, pH et concen-
tration en carbonate sur les sites suisses. A,B,C,D: "profil dans une vigne agée”. E,EG,H: "profil dans
une vigne jeune”. Oxalate concentration, number of cultivable and oxalotrophic bacteria, pH and car-
bonate concentration at the Swiss sites. A,B,C,D: "old grape plant profile”. E,EG,H: "young grape plant

profile’.
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Expérience de biominéralisation

Les cultures (n = 20) réalisées sur extrait de sol, et extrait de sol synthétique ont toutes mené a la disso-
lution de I’oxalate de calcium, et a la précipitation concomitante de carbonate de calcium. Les halos
de dissolution de I’oxalate de calcium apparaissent apres une semaine environ alors que les premiers
cristaux de carbonate de calcium n’apparaissent qu’apres 3 a 4 semaines. Les cristaux produits sont
des agrégats micritiques sphéroidaux ou en batonnets, similaires en tous points a ceux décrits dans
le chapitre précédent. Ces agrégats peuvent étre coalescents et former des blocs centimétriques. Les
cristaux produits sont les mémes pour toutes les souches testées. Néanmoins, il faut signaler que
les halos de dissolution autour des colonies d’actinobactéries se forment plus vite et sont de plus
grande taille que ceux formés par les autres bactéries. Ceci montre qu'’il est raisonnable d’attribuer
la formation de carbonate de calcium aux bactéries isolées du sol.

Discussion

Les résultats présentés ici montrent des variations importantes dans les parametres étudiés (con-
centration d’oxalate, concentration de carbonate de calcium et pH). La variabilité de ces parametres
est discutée ici en tenant compte de 'influence des producteurs (les plantes et les mycetes) et des
consommateurs d’oxalates (les bactéries).

Réservoirs / "Pools” d’oxalate dans les sols

La quantité d’oxalate dans les sols semble dépendre essentiellement de 1’oxalate libéré par les plantes
sous forme d’exudat racinaire ou dans la litiere. Toutefois I’acide oxalique en solution ne représente
probablement qu’une tres faible fraction de 'oxalate total. Cette fraction comprise entre 1 % et
10 % s’explique facilement par la faible solubilité des oxalates de calcium. De grandes concentra-
tions d’oxalate sont visibles sous les cactus dont le contenu en oxalate de calcium peut représenter
entre 10 % et 85 % du poids sec (Robert et Roland 1980, Garvie 2003). A I'inverse, des concentra-
tions plus faibles sont mesurables sous les irokos ainsi que sous la vigne qui contiennent respec-
tivement 2,2 g / kg et 6.0 pmole / kg (Ishida et al. 2004, Li et al. 2003). De plus, les sols des vignes
étudiés sont régulierement débarrassés de leur litiere (afin de limiter les contaminations par Botry-
tis cinerea) et contiennent jusqu’a 300 ppm de cuivre. Ces deux facteurs contribuent probablement
au maintien d’'une faible concentration d’oxalate sur la partie supérieure des deux profils de Bevaix,
en supprimant les oxalates d’origine végétale et fongique contenus dans la litiere, et en diminuant
I'activité fongique (McHargue et Calfee 1931). Finalement, les cristaux d’oxalate de calcium sont
courants aux extrémités de racines ce qui peut expliquer I’augmentation des oxalates au-dessous de
50 centimetres de profondeur. Dans ce contexte, la contribution des champignons a la concentration
d’oxalate dans les sols est difficile a estimer. De nombreuses études ont montré que les champignons
produisaient de I’acide oxalique (Cochrane 1958, Gadd 2000); néanmoins aucune quantification n’a
été réalisée dans un sol. Dans le cas des Opuntiae et des irokos, on peut toutefois estimer que la
contribution des champignons est faible, en comparaison a celles des plantes comme 1’ont montré
Casarin et al. (2003). En ce qui concerne la vigne, I'’entretien de celle-ci fait que 'influence des
champignons est limitée. On peut toutefois se demander s’il en serait de méme dans un systeme
non anthropisé.

Dégradation bactérienne des oxalates

Dans tous les profils de sols étudiés, les comptages de bactéries indiquent que 1'oxalate est proba-
blement dégradé dans la partie supérieure des sols, de 0 cm a 30 cm de profondeur. C’est, en effet,
a ces profondeurs que I’on observe le maximum de bactéries oxalatrophes. Il faut toutefois garder a
I'esprit que ces comptages ne montrent que la présence de bactéries et non leur activité ; pour étre
parfaitement rigoureux, on devrait dire ici que le potentiel de dégradation de I’oxalate est maximal
de 0 cm a 30 cm de profondeur. Ces observations sont en accord avec celles d’études précédentes
dans lesquelles la dégradation de 'oxalate a été mesurée a I'aide d’acide oxalique marqué au '*C



83

(van Hees et al. 2002, Jones 1998). Une dégradation rapide et importante des oxalates est aussi
suggérée par la différence tres marquée de la concentration d’oxalate entre 1’échantillon de surface
et les autres échantillons du profil de Tabernas. Ici, on observe la dégradation de 95 % de 1’oxalate
entre 0 cm et 10 cm de profondeur. En revanche au-dela de 10 cm, la concentration d’oxalate reste
stable. Leur nombre élevé, ainsi que leur efficacité a dégrader I'oxalate de calcium, suggerent que les
actinobactéries, et en particulier le genre Streptomyces, assurent probablement la majeure partie de
la dégradation des oxalates contenus dans les sols. Dans tous les profils, on observe une proportion
plus ou moins constante de bactéries oxalotrophes qui représentent environs 10 % des bactéries cul-
tivables quelle que soit la profondeur. Ceci suggere qu’il n’y a aucun enrichissement pour la fonction
oxalotrophe en particulier. Ceci n’est pas surprenant dans la mesure ou les bactéries oxalotrophes
connues sont tres versatiles quant a leurs potentialités métaboliques. Des proportions similaires
d’actinobactéries et de bactéries appartenant a la famille des Oxalobacteriaceae ont été observées
dans d’autres sols et dans des croiites biologiques (Nagy et al. 2004, Fierer et al 2003). Bien que
ces études n’aient pas porté sur le caractere oxalotrophe des bactéries, de nombreuses bactéries ox-
alotrophes appartiennent a ces deux grands groupes (Sahin 2003, 2004). Tous ces éléments suggerent
que 'acide oxalique et I'oxalate de calcium sont probablement des sources de carbone importantes
dans les sols pour les actinobacteries et en particulier pour les streptomycetes. L'omniprésence des
streptomycetes ne doit pas pour autant éclipser la présence et le role des protéobactéries isolées
des cultures d’enrichissement. Dans ce travail, les bactéries ont été isolées a partir d’échantillons
de sol par étalement direct et apres culture d’enrichissement. L'utilisation de ces deux techniques
complémentaires, |'une favorisant le dénombrement d’actinobactéries et I’autre favorisant le dévelop-
pement des protéobactéries, donne une image assez globale de ce a quoi peut ressembler une com-
munauté oxalotrophe (Figure 42, Tables 10 et 11). Dans ce contexte, on peut rattacher les Protéobacté-
ries a la rhizosphere de I'iroko. En effet, les genres de protéobactéries isolés ici sont fréquemment
observés dans la rhizosphere de différentes plantes. (Roesti 2005, Hamelin 2003, Gaskins et al. 1984).

Augmentation du pH et précipitation de carbonate de calcium

Dans les sols ne contenant pas de carbonate hérité (i.e. Mankaré, Machatoum, et Tabernas), on ob-
serve une décroissance de la concentration de carbonate avec la profondeur. Cette décroissance
va de pair avec la décroissance de la concentration d’oxalate. L'absence de carbonate hérité dans
ces sols permet d’attribuer a la transformation oxalate-carbonate I’ensemble du carbonate de cal-
cium présent sur ces sites. Les bactéries réalisent la quasi-totalité de cette oxydation. Néanmoins
lors d’incendies (d’origine naturelle ou anthropique), des formes atypiques du carbonate de calcium
peuvent se former par transformation thermique des oxalates de calcium en carbonate de calcium
(Cailleau et al. 2005, Canti 2003, 2002). Ce processus n’affecte toutefois que les premiers centimetres
de sol et les cristaux de carbonate de calcium qui en résultent sont des pseudomorphoses de cristaux
d’oxalates de calcium originaux. Ces cristaux se trouvent essentiellement dans des débris de char-
bons et les cendres. La comparaison de la morphologie des cristaux de carbonate de calcium trouvés
dans les sols avec ceux produits lors de I'’expérience de biominéralisation et avec la littérature (Cail-
leau et al. 2005, Cailleau 2005) donne de nombreux arguments en faveur d'une origine biologique-
ment induite, au sens de Mann (2001), de ces carbonates. Sur les sites de Machatoum et de Tabernas
ou il y a peu de carbonate dans les sols (< 1 %), le pH plus élevé est aussi un indicateur pertinent
de la dégradation bactérienne de 1'oxalate. En Suisse, les deux profils sous vignes étudiés conte-
naient beaucoup de carbonate hérité. Dans ce type d’environnement, seules des formations car-
bonatées spécifiques telles que les encrotitements de racines, peuvent étre associées directement a
une activité biologique. L’absorption de I’eau par les racines est connue pour produire ce genre de
carbonatation. La transformation des oxalates en carbonate peut étre invoquée dans ce cas car la vi-
gnes sécrete beaucoup d’acide oxalique au niveau de ses racines, et de méme renferme de nombreux
cristaux d’oxalates dans la partie apicale de celles-ci (Ishida et al. 2004, Li et al. 2003). Dans ce cas,
il faut toutefois relativiser I'importance de la transformation oxalate-carbonate. En effet, le sol con-
tenant beaucoup de carbonates hérités, une partie de ceux-ci peut étre dissoute et reprécipitée au-
tour des racines lors de l’absorption de I’eau. La transformation dans ce cas peut favoriser la cristalli-
sation des carbonates en augmentant le pH et en libérant le calcium initialement lié aux oxalates.
De plus amples connaissances des biomarqueurs et de la signature isotopique des carbonates seront
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Figure 42: Estimation des relations phylogéniques existant entre les bactéries oxalotrophes isolées au
cours de cette étude. Les séquences de bactéries oxalotrophes dont le génome a été séquencé ont été
ajoutées (nom indiqué en entier sur fond blanc); de méme la séquence de Bacillus megaterium qui
a servi de controle positif dans toutes les manipulations de biologie moléculaire a été ajouté aussi.
Cette estimation se fonde sur les séquences ADN obtenues. L'alignement des différentes séquences
a été fait avec le logiciel "Clustall X” et I'arbre a été dessiné avec le logiciel "Unrooted”. Le détail de
I'identification des échantillons et des souches de référence figure dans les tables 9 et 10. Estimate
of the phylogenic relationships between the oxalotrophic bacteria isolated during this work. Sequences
of oxalotrophic bacteria having their genomes completely sequenced have been added (Full names in-
dicated). Moreover, B. megaterium sequence which was used as a control was also added. Sequences
alignment and the phylogenic tree were produced using Clustall X and Unrooted software respectively.
Details about the samples and the references strains used here can be found in tables 9 and 10.
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Table 10: Liste des souches isolées au cours de ce travail et identifiées par séquencage du 16STRNA.
Les références aux échantillons correspondent aux indications de la figure 42. Le "genre attribué”
correspond au genre dans lequel ont été classés les isolats. L'identité de 1’espece et/ou du clone
environnemental le plus proche est indiqué, accompagné du numéro de la séquence correspondante
sur le site du NCBI entre parenthese. Finalement I’homologie entre la séquence de I’échantillon et
la souche la plus proche est indiqué dans la derniere colonne. La nomenclature utilisée est celle
utilisée par le NCBI. List of the strains isolated and identified by 16SrDNa sequencing. The references
to the samples are corresponding to those used in the figure 42. The name of the closest relative strain
and/or environmental clone is indicated with the NCBI sequence accession number between brackets.
The homolgy between the closest relatives and the strain isolated and is indicated in the last column.
Bacterial names are used according to the NCBI taxonomy.

Echantillons  Genre attribué eEspéce ou clone le plus proche Homologie
o - protéobactéries
AX3 Azospirillum Azospirillium sp. TS18 (AB114196) 0.932
AX5 Methylobacterium Methylobacterium aminovorans CCM 4612T 0.949
AX6 Methylobacterium Methylobacterium aminovorans CCM 4612T 0.962
5 - protéobactéries
Ca2 Pandoraea Pandoraea sp. G5084 (AF247693) 0.991
Ca2b Pandoraea Pandoraea sp. G5084 (AF247693) 0.988
Cil Ralstonia Ralstonia sp. 1265a (AB121226) 0.917
Cam321 Ralstonia Ralsonia sp. SKJH-4 (AY749435) 0.874
Ci3 Oxalicibacterium Oxalicibacterium flavum (T) TA17, NEU98 0.880
~ - protéobactéries
Caml Stenotrophomonas  Stenotrophomonas maltophilia alfa-2 0.976
Ci9 Stenotrophomonas  Stenotrophomonas maltophilia c20 (A]J293469) 1.000
Ci4 Stenotrophomonas -y - protéobactérie non cultivée 1.000
ou Stenotrophomonassp. S3 (AJ002814) 0.988
Cilda Stenotrophomonas  Stenotrophomonas maltophilia c20 (A]J293469) 1.000
Cil4b Stenotrophomonas -y - protéobactérie non cultivée FTL204 1.000
ou Stenotrophomonassp. S3 (AJ002814) 0.988
Cil9 Stenotrophomonas -y - protéobactérie non cultivée FTL204 0.978
ou Stenotrophomonassp. e-a23 (AJ293472) 0.962
Ci7 Delftia Delftia acidovorans MC1 (AF149849) 0.959
Cam311 Comamonas Comamonas testosteroni (T) (M11224) 0.959
Cam312 Comamonas Comamonas testosteroni (T) (M11224) 0.988
Cam4b Comamonas Comamonasnon cultivé KL27-1-15 0.725
Cil2 Comamonas Comamonas testosteroni (T) (M11224) 1.000
ou Pseudomonas straminea NGJ1 (AB127967) 1.000
bactéries gramd
Mas12 Streptomyces Streptomyces sp. Y70014 (AY623722) 0.987
Tab9 Streptomyces Streptomyces sp. C7655 (Y10843) 0.934
Tab9s Streptomyces Streptomyces sp. C7655 (Y10843) 0.941
Violl Streptomyces Streptomyces tuirus ATT509 (AY758195) 0.988
Viol2 Streptomyces Streptomyces tuirus ICSSB 1017 (AF503493) 0.946

Table 11: Liste des souches utilisées comme références pour construire I’arbre phylogénétique de la
figure 42. Le nom des bactéries est accompagné du numéro NCBI de la séquence du gene codant
pour ’ARN 168. *: Bacillus megaterium n’est pas oxalotrophe, mais a été utilisé comme contréle lors
de toutes les manipulation de biologie moléculaire. List of the strains used as references to construct
the phylogenetic tree from figure 42. The bacterial name is noted with the NCBI sequence accession
number of the 16S RNA gene. *: Bacillus megaterium is not oxalotrophic but was used as control in
every molecular biology experiment.

Nom Groupe n° séquence NCBI
Streptomyces coelicolor A3(2) gramd 3134054
Streptomyces avermitilis MA-4680 grama 29826540
Bradyrhizobium japonicum USDA 110 o - protéobactéries ~ BA000040
Burkholderia fungorum LB400 5 - protéobactéries ~ BA000040

Bacillus megaterium* NEU16 gramd
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nécéssaires pour discriminer plus précisément quelle part des carbonates de ce profil sont d’origine
biologique. Dans ce contexte, I’absence de corrélation observée dans le ”jeune” profil, peut étre in-
terprétée comme un argument de plus en faveur d'une transformation importante des oxalates en
carbonate. Ce manque de corrélation entre les carbonates et le pH (généralement bien corrélés) a
déja été observé dans un contexte similaire lié a la transformation oxalate-carbonate par Cailleau et
al. (2005). Finalement, il faut noter que les profils de vignes étudiés sont travaillés par labourage
jusqu’a une profondeur de 50 cm environ. Les strates au dessous de celles travaillées ou 1’on trouve
encore beaucoup de racines de vignes, sont donc plus représentatives d'une évolution a long terme.
En dessous de 50 cm, la différence entre le contenu en carbonate de calcium du jeune profil (5%)
et celui du profil agé (21%-27%) peut étre attribuée a des processus liés a la présence de la vigne et
en particulier de ses racines. Le cycle oxalate-carbonate fait partie des processus qui pourraient étre
invoqués pour expliquer cette différence de contenu en carbonate de calcium.

Evolution vers un systeme carbonaté

Lensemble des points développés ci-dessus permet de se faire une idée de la mise en place d'un
systeme d’enrichissement en carbonate autour d’'une plante. Un premier pool d’ oxalate se forme
dans les plantes qui produisent de I’acide oxalique. Cet acide oxalique va ensuite réagir avec le
calcium pour former de la whewellite (CaC204-H20). Un second pool d’oxalate est produit par les
champignons saprophytes. Ceux-ci produisent de I’acide oxalique qui va réagir avec le calcium con-
tenu dans lalamelle moyenne des cellules végétales, affaiblissant celles-ci, et formant ainsi de la wed-
dellite (CaC-:0. - 2H,0). L'action des champignons ne s’arréte pas la, puisque ceux-ci contribuent
aussi a libérer les cristaux d’oxalates contenus dans les tissus ligneux. Ces deux pools d’oxalate sont
consommés au fur et a mesure de leur production par les bactéries oxalotrophes. Il résulte de cette
consommation une augmentation du pH. Une fois que celui-ci atteint 8.4 environ (pH de stabilité
des carbonates a température ambiante et pression atmosphérique), les carbonates précipitent sous
forme de calcite ou de calcite faiblement magnésienne. Quand assez de carbonates ont précipité, le
systeme peut se maintenir de lui-méme, par dissolution et reprécipitation des carbonates. La con-
centration de carbonate continue quant a elle d’augmenter tant que la plante et les champignons
alimentent le systeme en oxalate de calcium (Figure 43). Les carbonates que I’on trouve dans les
plantes peuvent avoir quant a eux deux origines. La premiere est physico-chimique; quand la plante
pompe de I’eau du sol, elle pompe aussi le calcium et les ions carbonates dissous. Une fois dans les
vaisseaux des plantes, le carbonate de calcium peut précipiter, méme a partir d'une solution sous-
saturée, grace a des phénomenes de capillarité (Wollast 1971). La seconde est liée aux blessures des
plantes. Les blessures permettent probablement aux bactéries d’entrer dans les tissus d’une plante.
Aidées de champignons saprophytes qui libérent ’acces a I'oxalate de calcium, elles vont produire
du carbonate de calcium directement a I'intérieur de la plante. Cela rejoint les observations de Harris
(1935) et de Campbell et Fisher (1933) qui ont noté que les blocs de carbonate de calcium trouvés a
I'intérieur des irokos se trouvaient le plus souvent associés a d’anciennes blessures. Les blocs formés
al'intérieur des plantes peuvent ensuite étres incorporés aux sols lors de la dégradation de celles-ci
(Figure 43).

Autour d’'un iroko dont1’age a été évalué a 200 ans, Cailleau et al. (2004) ont estimé qu’il pouvait y
avoir jusqu’a 10 tonnes de carbonate de calcium. En considérant les taux de dégradation de I’oxalate
indiqués dans la littérature (van Hees et al. 2002, Smith et Oremland 1983), on s’apercoit que dans
la zone vadose, le cycle oxalate-carbonate peut a lui seul assurer la précipitation de I’ensemble du
carbonate. En effet, pour obtenir 10 tonnes de carbonate de calcium dans un volume de 18.9 m?
(la surface du cylindre utilisée par Cailleau et al. (2005) dans leur estimation, multipliée par 30 cm
de profond, la zone de dégradation maximale de I’oxalate) il faudrait avoir un taux de dégradation de
I’oxalate de 0.036 pmole d’oxalate de calcium par gramme de sol et par jour (en considérant une den-
sité de sol de 2185 kg/m?). L'utilisation d’oxalate marqué au **C a montré que dans des sols sous forét
on pouvait obtenir des taux de dégradation variant entre 0.0024 ymole-g~! - j=! et 0.912 ymole-g~!
j~* (van Hees et al 2002). Le cycle oxalate-carbonate peut donc permettre a lui seul I'installation de
systémes carbonatés. Un des éléments pouvant influencer la mise en place de ces systemes par ce
processus est le pool de calcium présent. En I’absence de calcium, les ions des especes carbonatées
peuvent rester en solution et étre dispersés.
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Figure 43: Modele simplifié du cycle oxalate-carbonate autour des plantes étudiées: 1: Les plantes
produisent un premier pool d’oxalate en utilisant le carbone fixé pendant la photosynthese. 2: Les
champignons saprophytes produisent un second pool d’oxalate lors de la dégradation des plantes.
De plus leur action favorise la libération des cristaux d’oxalate enchéssés dans les tissus végétaux.
3: Les bactéries oxalotrophes consomment 1'oxalate et produisent du CO-. Cette consommation
mene a la précipitation de carbonate de calcium autour des plantes. 4: Une partie de ce carbonate
de calcium peut passer en solution et é&tre pompée par la plante; une fois dans les vaisseaux de la
plante, il peut reprécipiter grace a des phénomenes de capilarité. Ce processus mene probablement
al’accumulation de carbonate de calcium dans certaines plantes.
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Figure 43: Simplified sketch showing the oxalate-carbonate cycle involving the studied plants: 1: A
first pool of oxalate is produced by plants using the carbon fixed during the photosynthesis. 2: Fungi
produce a second pool of oxalate during the degradation of woody plant tissues. Moreover their action
helps to release calcium oxalate crystals encased in plant tissues. 3: Oxalotrophic bacteria consume
oxalic acid and calcium oxalate leading to CO, production. Such oxalate consumption and CO- pro-
duction release lead to a pH increase and to calcium carbonate precipitation. 4: A part of the calcium
carbonate produced may be dissolved. Once in solution carbonate ions may be pumped by the plant
during water absorbtion. These anions reprecipitate in the tree even from an undersaturated solution
because of strong capillary action. This process probably leads to secondary calcium carbonate depo-
sition inside the tree through vessels.

Conclusion

Dans les sols ou il n'y a pas de carbonate hérité, les interactions entre les producteurs d’oxalates, les
pools d’oxalates, et les bactéries oxalotrophes menant a ’augmentation de pH et a la précipitation
de carbonates secondaires sont claires. De plus, les connaissances des compositions isotopiques (C
et O) ainsi que de la morphologie des carbonates produits lors d'incendies permettent de ne pas
faire d’erreur d’interprétation des résultats. Dans les sols contenant des carbonates hérités, il faudra
a 'avenir développer des méthodes capables de discriminer les carbonates hérités des carbonates
secondaires. Ce point est particulierement important car les oxalates et les carbonates représentent
d’importants réservoirs de carbone organique et minéral dans les sols. La compréhension des re-
lations entre ces réservoirs sera d'une importance capitale pour estimer le puits de carbone qu’ils
représentent potentiellement.

Résumé - Summary

¢ Les pools d’oxalates dans les sols sont tres variables (3 - 1300 mg / kg) et semblent dépendre
des plantes étudiées. Oxalate pools in soils seem highly variable (3 - 1300 mg / kg) and seem to
be linked to the studied plant.

¢ Des bactéries ont été observées dans tous les systemes étudiés. Elles représentaient environ 10
% des bactéries cultivables. Les bactéries oxalotrophes étaient majoritairement représentées
par des actinobactéries et en moindre proportion par des protéobactéries. Oxalotrophic bacte-
ria have been found in every systems studied. These bacteria represent > 10 % of the cultivable
bacteria. Oxalotrophic bacteria were mostly represented by actinobacteria with a smaller fraction
of proteobacteria.

e Le pH et les quantités de carbonate observés dans les sols ne contenant pas de carbonates
hérités sont souvent atypiques et sont facilement attribuables au cycle oxalate-carbonate. Une
estimation fondée sur la littérature montre que les quantités de carbonate de calcium trouvées
sont compatibles avec les taux de dégradation de I’oxalate observés par d’autres auteurs. In
soils that contain no inherited carbonate, pH and calcium carbonate concentrations observed
are often atypical and can be easily attributed to the oxalate-carbonate cycle. Estimations based
on the litterature shows that calcium carbonate concentrations observed are compatible with
oxalate degradation rates measured by other authors.



Chapitre 5: Influence des structures
bactériennes sur le carbonate de
calcium produit

Les chapitres précédents ont mis en évidence la formation de plusieurs morphologies et minéralogies
du carbonate de calcium précipité par les bactéries oxalotrophes en laboratoire, comme en milieu
naturel. Ce chapitre va dans un premier temps essayer de donner un inventaire des morphologies et
des minéralogies produites en culture. Dans un second temps, il va s’attacher a examiner le réle des
exopolysaccharides et des acides aminés dans la cristallisation du carbonate de calcium. L'influence
de ceux-ci avait en effet été suggérée au chapitre 3.

Introduction

La biominéralisation est un phénomene courant dans le monde bactérien (Ehrlich 1996, 1998, Ferris
1989). Les bactéries, de par leur métabolisme et la nature de leur paroi, interagissent avec la cristalli-
sation du carbonate de calcium (Bosak et al. 2004, Dove et al. 2003). Il résulte de ces interactions de
nombreuses morphologies et minéralogies. Parmi les minéralogies obtenues en laboratoire, la cal-
cite et ’aragonite sont les plus courantes. La calcite est souvent liée a I'utilisation de milieux dopés
simulant un environnement continental (tuf, travertin, sol, lac et riviere - Boquet et al. 1973, Monger
et al. 1991, Pentecost et Terry 1988, Merz et Zankl 1993), alors que I’aragonite est associée a des mi-
lieux simulant un environnement marin (milieu intertidal, lagune et mer ouverte - Krumbein 1979,
Castanier et al. 1989). Les résultats de ces expériences de laboratoire décrivent souvent la calcite
et 'aragonite sous forme de sphérules, d’halteres ou de batonnets. L'aragonite apparait aussi sous
forme d’aiguilles ou de fagots. Des minéralogies métastables et hydratées du carbonate de calcium
peuvent aussi étre formées en laboratoire. La vatérite a été décrite dans cette these dans le chapitre
3 ainsi que dans Braissant et Verrecchia (2002). De méme la production de monohydrocalcite a été
obtenue lors de cultures de Halomonas eurihalina (Rivadeneyra et al. 1998, 2004). La dolomite a elle
aussi été produite en laboratoire récemment (Vasconselos et al. 1995, Reid et al. 2000). Finalement
aucune production bactérienne d’ikaite en laboratoire n’a été relevée dans la littérature a ce jour.
Les différences de morphologies et de minéralogies du carbonate de calcium sont donc un vaste
sujet d’étude. Ce chapitre se limitera a dresser un inventaire des cristaux produits par les souches
oxalotrophes, et a tenter d’expliquer certaines différences morphologiques et minéralogiques.

Méthode

De maniere a réaliser un inventaire morphologique des cristaux de carbonate de calcium que les
bactéries oxalotrophes peuvent produire, les souches oxalotrophes isolées des systemes étudiés (voir
chapitre 4) ont été mises en culture sur milieu B4 (pour rappel, ce mileu contient de I’acétate de cal-
cium, mais pas d’oxalate - il est utilisé car il permet d’obtenir des grandes quantité de cristaux comme
cela a été décrit par Boquet et. al 1973). Ces souches appartenaient aux genres: Stenotrophomonas,
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Comamonas, Ralstonia, Pandoraea, Azospirilium, Oxalicibacterium, Delftia, Streptomyces. Une sou-
che utilisée pour réaliser ces cultures reste non identifiée a ce jour. Les cristaux formés sur les
colonies ont ensuite été prélevés a ’aide de brucelles et observés au microscope électronique a bal-
ayage.

Afin de mettre en évidence le role des exopolysaccarides et des polymeres pariétaux dans la for-
mation des différentes morphologies de vatérite et de calcite observées au chapitre 3, une expérience
abiotique a été réalisée. La réaction du carbonate d’ammonium avec le chlorure de calcium (équ. 22
- 23) en milieu fermé a été utilisée pour faire cristalliser du carbonate de calcium dans un exopolysac-
charide commercial: le xanthane (Figure 44). La synthese de carbonate de calcium a été réalisée dans
une solution de CaCl; 0.05 M a laquelle a été ajoutée une quantité croissante de xanthane (0 %, 0.1
%, 0.5 %, 1 %) et 1 % d’acides aminés (L-aspartate, L-gluatamate, L-glutamine). Les acides aminés
utilisés ont été choisis car ils sont courants dans les parois bactériennes. En effet, on trouve du polyg-
lutamate chez Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis et Sporosarcina halophila, de méme on
trouve de la polyglutamine dans les genres Xanthobacter et Flexithrix (Kandler et al. 1982). Finale-
ment le polyaspartate est associé au genre Synechococcus. Les cristaux produits ont été récupérés
soit par centrifugation, soit a ’aide de brucelles. Dans certains cas, ils ont été lavés avec une solu-
tion d’hypochlorite de calcium saturée de maniere a éliminer la matiere organique restant autour
du cristal sans risquer de dissolution. Les cristaux produits de maniere abiotique ont été comparés
avec des cristaux produits par Xanthobacter autotrophicus et Ralstonia eutropha. Tous les cristaux
ont ensuite été observés au microscope électronique a balayage. Dans certains cas, les colonies ont
été observées in situ, apres préparation.

CHOH CHOH
o - Glc S Glc
OH OH
| _In
CH,OAc o 0
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Figure 44: Monomere de xanthane. Les zones grisées indiquent les groupes carboxyles susceptibles
de réagir avec des cations. Xanthan monomer. Grey areas indicate carboxylic acid able to interact with
cations.

Finalement I’affinité du xanthane pour les différents cations a été mesurée en utilisant deux mé-
thodes différentes. La premiere consistait a dialyser 1 mL d’une solution de xanthane 1.0 % contre
10 mL d’une solution de cations 5 ppm préparée a partir d'un sel de carbonate ou d’hydroxyde, et a
mesurer les concentrations de cations apres une journée (18 heures) par chromatographie ionique.
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De méme, la méme expérience a été répétée avec une solution contenant plusieurs cations (Ca%t 5
ppm, Mg?* 5 ppm, et Sr?* 5 ppm - sous forme de CaCO3, Mg(OH)- et SrCO3). La seconde expérience
consistait quant a elle a mettre en contact une solution de xanthane 1.0 % et une solution saturée
de carbonate de calcium a l'intérieur d'une cellule de mesure a deux compartiments séparés par
une membrane de filtration (Figure 45). Ce dispositif permet de suivre les échanges entre la solution
cationique et la solution de xanthane. Pour suivre ces échanges, on a enregistré 1’évolution du pH
et les concentrations en calcium, sodium, et potassium a 1’aide d'une électrode pH et d’électrodes
spécifiques aux différents cations couplées a un enregistreur de données (Squirrel, Eltek, Cambridge,
Angleterre). Les électrodes spécifiques ont été calibrées dans des solutions standards de concentra-
tions connues (0.3, 1.0, 3.0, 10.0 et 30 ppm). De méme 1’électrode pH a été calibrée en utilisant 3
tampons de pH connus (pH 4.0, pH 7.0 et pH 9.0) L'utilisation de ces deux méthodes avait pour but
de déterminer un ordre d’affinité croissante des cations d’intérét pour le xanthane, et dans un second
temps d’estimer la cinétique de liaison du calcium au xanthane.

Résultats

Inventaire morphologique des cristaux produits par des bactéries oxalotrophes
isolées

De maniere générale, les cristaux produits sur le milieu B4 (sans oxalate) au sein d'un méme genre
sont tres similaires. C’est pourquoi la description des cristaux obtenus lors des cultures va étre
donnée par genre.

Cristaux produits par les souches de Streptomyces

Les cristaux de calcite produits par Streptomyces ont des morphologies tres variables. Dans ’agar
a la limite de la colonie ou a proximité de celle-ci, on trouve des spheres fibroradiées similaires a
celles décrites dans les chapitres précédents. Ces spheres ont un diametre maximal de 200 ym et
sont souvent coalescentes. Elles ont parfois une couleur brun clair. On peut noter la présence de cel-
lules et de chaines de spores montrant une morphologie typique du genre Streptomyces a l'intérieur
de ce type de cristaux. Au centre de ces spheres, on peut voir un nucleus souvent arrondi, et plus
rarement anguleux (Figure 46). Parmi I’ensemble des cristaux, on trouve quelques agrégats micri-
tiques; il est possible que ceux-ci soient des stades précoces des "grandes spheres”. Il semble que
la précipitation de carbonate de calcium sur les colonies ne se fasse qu’apres la précipitation des
spheres en bordure de celles-ci. Sur les colonies, on peut noter la présence d’hyphes indurées. A
un stade précoce, celles-ci forment des filaments allongés ayant un diametre de 600 nm pour une
longueur maximale de 40 um (Figure 47), la distinction entre des structures organiques et minérales
n’est pas encore tres marquée. Sur les hyphes déja fortement biominéralisées, on peut observer des
épitaxies, donnant une morphologie de baguette indentée (Figure 47). Au final, ces hyphes sont
entourées de cristaux formant une gaine de 2 a 3 4m autour de la structure originale (Figure 47). Fi-
nalement on observe des batonnets micritiques répartis aléatoirement sur la colonie. Ces batonnets
donnent parfois 'impression de s’organiser en fagots.

Cristaux produits par les souches de Comamonas

Les cristaux produits par les souches de Comamonas sont des cristaux de calcite anguleux mesurant
jusqu’a 600 ym. La surface supérieure de ces cristaux (exposée coté air) se présente sous forme d'un
polyedre tronqué, plat ou concave. Il faut noter que ce polyedre adopte souvent les angles de la cal-
cite (Figure 48). La face inférieure de ces cristaux (exposée coté colonie) est constituée d'un agrégat
micritique arrondi. La morphologie de celui-ci peut varier de la sphere al’étoile (Figure 48). A lalim-
ite de la colonie, on trouve des cristaux ayant la morphologie de la "calcite de Framont” (Lacroix
1962 - Figure 48). On trouve de plus rarement des agrégats de cristaux styloidiques (Figure 48).
Lobservation en détail de ces cristaux montre que ceux-ci semblent avoir une croissance dendri-
tique (Figure 48).
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Figure 45: Photo de l'installation utilisée pour estimer I’affinité des cations pour les exopolysaccha-
rides. A: Vue générale montrant I’enregistreur de donnée et la cellule de mesure contenant la so-
lution d’exopolysaccharide et la solution cationique. B: Détail de la cellule de mesure montrant les
électrodes cations spécifiques. The device used to estimate cation affinity for exopolysaccharides. A:
The datalogger and the measurement cell containing the cation solution and the exopolysaccharides.
B: Close-up of the measurement cell showing the different electrodes.
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Figure 46: Cristaux produits par les souches de streptomycetes observés en microscopie optique
(A,B,C) et électronique (D,E,F). AB: Spheres fibroradiées montrant un nucléus central. C: Détail
montrant une chaine de spores typiques emprisonnées dans le cristal. D: Spheres fibroradiées et
batonnets micritiques. E: Agrégats micritiques sphéroides. F: Détail d'un batonnet micritique. Crys-
tals produced by streptomycetes strains observed in light (A, B,C) and electronic microscopy (D,E,F). A,B:
Fibroradial spheres showing a central nucleus. C: Close-up showing a typical spore chain entombed in
the crystal. D: Fibroradial spheres and micritic rods. E: Spheroid micritic aggregate. F: Close-up of a
micritic rod.
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Figure 47: "Hyphes indurées” produites par les souches de streptomycetes observés en micro-
scopie électronique. A.B: Hyphes recouvertes d'un manchon de carbonate de calcium. C,D: Hyphes
minéralisées montrant des épitaxies formant des indentations. E: Epitaxies formant un cristal massif
embroché sur '’hyphe indurée. F: autres types de cristaux en aiguilles. "Indurated hypheas” produced
by the streptomycetes strains. A,B: Hyphea covered with a calcium carbonate sheath. C,D: Mineral-
ized hypheas showing indentations due to epitactic growth of calcium carbonate. E: Epitaxy forming a
large crystal around a mineralized hypha. F: other needle like crystals.
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Figure 48: Cristaux produits par les souches de Comamonas observés en microscopie électronique.
A,B: Cristaux polyedriques montrant les angles typiques de la calcite. A: Face exposée a 'air. B: Face
exposée vers la colonie, montrant un agrégat micritique central. C,D: Agrégats micritiques en forme
de calcite de Framont (C) et en étoile (D). E,F: Cristaux stiloidiques. F: Détail d'un cristal styloidique
montrant sa croissance en dendrite. Crystals produced by Comamonas strains observed in electronic
microscopy. A,B: Polyedric crystals showing typical calcite angles. A: Face exposed to the air. B: Face
exposed to the colony, showing micritic aggregate as central nucleus. C,D: Micritic aggregates having
a Framont calcite or a star shape. E,F: Stiloidic crystals. F: Close-up of a styloidic crystal showing its
dendritic growth.
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Cristaux produits par les souches de Stenotrophomonas

Les cristaux produits par Stenotrophomonas sont sensiblement identiques a ceux produits par Co-
mamonas. 1l s’agit de cristaux calcitiques en polyedres tronqués, plats ou légerement concaves ayant
a leur base un agrégat micritique sphéroide ou en étoile. Ces cristaux mesurent jusqu’a 600 xm et
sont souvent coalescents au point de donner des plaques centimétriques (Figure 49). La formation
de telles structures est probablement due a la forte croissance des souches de Stenotrophomonas sur
le milieu B4. En revanche, contrairement a Comamonas, les agrégats de cristaux stiloidiques n’ont
pas été observés.

Cristaux produits par la souche de Delftia

La souche de Delftiaa produit des cristaux en batonnets micritiques épais mesurant 20 4m de largeur
pour une longueur d’environ 50 zm. Ces cristaux adoptent souvent une morphologie proche de celle
de la "calcite de Framont” (Lacroix 1962). Ces cristaux sont coalescents mais ils ne forment que de
petits polyedres aplatis a la surface de la colonie (Figure 50).

Cristaux produits par les souches de Ralstonia

Les isolats de Ralstonia ont produit des cristaux tres similaires a ceux observés dans le chapitre 3. Ces
cristaux de calcite anguleux sont comme les précédents des polyedres tronqués concaves. Comme
chez les autres souches, on peut observer sous la base de ces polyedres des agrégats micritiques
sphériques ou en étoiles (Figure 51). Sur certaines des faces de ces cristaux, on observe une inhibition
de la croissance du cristal se traduisant par la croissance d’aiguilles a la surface du cristal. Ce type de
structure est toujours associé a la présence de bactéries sur la face en question.

Cristaux produits par la souche d’ Oxalicibacterium

Parmi les cristaux produits par Oxalicibacterium, on trouve beaucoup d’agrégats micritiques adop-
tant la morphologie de la "calcite de Framont” (Lacroix 1962). Ces agrégats se forment a I'intérieur
de la colonie; néanmoins si une extrémité de ceux-ci atteint la surface, le cristal s’étale alors en
disque (Figure 52). Un autre type de cristaux se forme dans les colonies d’ Oxalicibacterium. 11 s’agit
d’agrégats sphéroidaux de petits polyedres micritiques (Figure 52).

Cristaux produits par les souches de Pandoraea

Les souches de Pandoraeaisolées ont produit plusieurs types de cristaux. Des spheres mamelonnées
rappelant les cristaux de vatérite produits par Xanthobacter autotrophicus. Ces spheres formées a
I'intérieur de la colonie peuvent s’étaler en disques fibroradiés si elles se forment a la surface de la
colonie (Figure 53). Les spheéres mesuraient entre 80 et 300 #m de diametre. Ces souches ont aussi
formé des agrégats micritiques plus grossiers d’apparence calcitique. A la surface de la colonie, ces
cristaux se développent aussi en disque, néanmoins ceux-ci ne montrent aucune structure fibro-
radiée (Figure 53). Les deux types de cristaux ont été observés au sein d'une méme structure formée
par la coalescence de ceux-ci. (Figure 53).

Cristaux produits par la souche d’Azospirillium

Cette souche forme principalement des cristaux sphériques mamelonnés d'un diametre moyen de
100 pm (Figure 54). Ces cristaux rappellent les cristaux de vatérite produits par Xanthobacter au-
totrophicus. L observation en détail de ces cristaux suggere qu’il s’agit de vatérite. Néanmoins, en
I’absence d’analyse par diffraction des rayons X, ce dernier point ne peut étre tenu pour sir. On
trouve aussi des agrégats de cristaux sphériques plus petits qui coalescent. Ces deux types de cristaux
sont généralement brun clair. Un dernier type de cristaux tres rare a été observé. Il s’agit de batonnets
fins ayant une croissance en dendrites. Le diametre de ces batonnets n’excede pas 1 pm. L'ensemble
du cristal forme une masse rose correspondant a la couleur des pigments d’Azospirillum.
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Figure 49: Cristaux produits par les souches de Stenotrophomonas observés en microscopie
électronique. A: Agrégats micritiques en forme de calcite de Framont. B: Polyedres coalsecents for-
mant des structures centimétriques. Crystals produced by Stenotrophomonas strains observed in elec-
tronic microscopy. A: Micritic aggregates with a Framont calcite shape. B: Large portion of calcium
carbonate constituted by coalescent polyedric crystals
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Figure 50: Agrégats micritiques (A,B) et petits polyedres coalescents (C,D) formés par la souche de
Delftia. Micritic aggregates (A,B) and small coalescent polyedra (C,D formed by the Delftia strain.
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Figure 51: Cristaux produits par les souches de Ralstonia. A,B: Vue de la face supérieure (A) et de la
face immergée dans la colonie (B) de cristaux polyedriques. Notez I’agrégat micritique au centre de
la face inférieure. Agrégats micritiques sphéroides (C), et en forme d’étoile (D). Crystals produced by
the Ralstonia strains. A,B: Upper face (A) and colony face (B) of polyedric crystals. Note the micritic
aggregate on the colony face of the crystal.
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Figure 52: Agrégats micritiques produits par la souche d’ Oxalicibacterium. A: Notez les deux disques
formés a la surface de la colonie (fleches). B: Agrégat micritique en étoile. Micritic aggregates formed
by the Oxalicibacterium strains. A: Note the two discs formed at the colony surface (arrows). B: Star-like
micritic aggregate.
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Figure 53: Cristaux produits par les souches de Pandoraea. A: Sphérulite probablement vatéritique
surmontée d’'un disque fibroradié formé a la surface de la colonie. B: Sphérulite formée a I'intérieur
d’une colonie. Crystals produced by Pandoraea strains. A: Spherulite (probably vaterite) covered by a
fibroradial disk formed at the surface of the colony. B: Spherulite precipitated inside a colony.
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Figure 54: Cristaux produits par les souches d’Azospirillium. AB: Sphérulites, probablement
vatéritiques, formées dans une colonie. A: Sphérulite massive. B: Agrégats de petites sphérulites.
C,D: Cristaux dendritiques formés en bordure d’une colonie. D: détail d'un cristal dendritique. Crys-
tals produced by the Azospirillium strains. A,B: Spherulites, probably of vateritic nature, formed inside

the colonies. A: Massive spherulite. B: Small spherulite aggregates. C,D: Dendritic crystals formed at
the border of the colonies. D: detail of a dendritic crystal.
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Cristaux produits par la souche non identifiée

Cette souche comme beaucoup des souches mises en culture a produit des polyedres tronqués de
nature calcitique. La base de ces polyedres enfoncée dans les colonies est constituée d’'un agrégat
micritique. Cet agrégat peut adopter des formes comprises entre la sphere et I’étoile.

Role des exopolysaccharides
Cristaux produits en culture par Ralstonia eutropha et Xanthobacter autotrophicus

Les cristaux produits par Xanthobacter autotrophicus sont composés de plusieurs types de spheres
ayant un diametre compris entre 50 ym et 200 pm (Figure 55). Les monocristaux composant ces
spheres peuvent étre en éventails, en pétales ou en aiguilles (donnantlieu a des spheres fibroradiées
- Figure 55). La minéralogie de ces spheres est vatéritique dans la plupart des cas. Néanmoins, il n’est
pas possible de faire la différence entre les spheres fibroradiées formées de calcite ou vatérite unique-
ment sur la base d’observations microscopiques (Dedek 1966). Dans ce cas, I'indication de la nature
minéralogique des spheres ne peut étre établie que par diffraction des rayons X. Outre les spheres,
Xanthobacter autotrophicus produit aussi des morphologies accessoires, plus rares (Figure 55). Parmi
ces morphologies, on trouve des associations de structures plates, en disques, formées a la surface
de la colonie, avec des structures sphéroidales formées a l'intérieur de la colonie. L'observation au
microscope optique et électronique révele que la nature minéralogique de ces structures est sou-
vent mixte; la vatérite s’associant facilement a la calcite. En effet, en observant la partie centrale de
ces morphologies en "oeuf au plat”, on peut voir le détail des cristaux de vatérite formant de petits
hexagones typiques. La partie extérieure est quant a elle formée de "plaques de calcite”. Une autre
des morphologies accessoires observées se trouve sous la forme d’agrégats sphéroidaux formés de
cristaux de calcite imbriqués les uns dans les autres. Ces cristaux représentent probablement la frac-
tion de calcite qui n’a pas pu étre observée au chapitre 3.

Ralstonia eutropha produit des cristaux polyédriques plats ou légerement concaves. Ces cristaux
de calcite ont une taille maximale de 600 ym. Parfois les cristaux produits par Ralsonia eutropha
prennent une forme de fleur. On peut noter la présence d’'un germe central arrondi. Celui-ci cor-
respond aux agrégats micritiques formés sur la partie inférieure de cristaux similaires décrits dans
I'inventaire ci-dessus.

Cristaux produits lors de I'expérience abiotique

La réaction entre la solution de CaCl; et le (NH,4)2CO3 sans addition de xanthane ou d’acide aminé
donne lieu a la précipitation de rhomboedres de calcite. En revanche, I’addition d’acides aminés ou
de xanthane mene a un grand nombre de morphologies différentes. L'addition de xanthane a rai-
son de 0.1 % mene a la précipitation de cristaux en dendrites. Ces dendrites peuvent avoir une mor-
phologie ordonnée le long des trois axes de croissance de la calcite ou étre désordonnées et similaires
a ce que I'on obtiendrait dans un systeme a diffusion limitée. Néanmoins a cette concentration, les
rhomboedres subautomorphes restent la forme majoritairement précipitée. Lorsqu'une concentra-
tion de 0.5 % de xanthane est ajoutée, on obtient majoritairement des formes dendritiques formées
d’empilements de rhomboedres. Ces cristaux représentent environ 90 % des cristaux précipités. Les
10 % restant se partagent entre des rhomboedres (5 %) et des agrégats de rhomboedres imbriqués
les uns dans les autres formant des structures sphéroidales (5 %). Quand la concentration de xan-
thane atteint 1 %, de plus en plus de rhomboedres entremélés se forment allant jusqu’a construire
des structures subsphériques. Quelque soit la concentration de xanthane ajoutée, la minéralogie est
toujours calcitique (Figure 56). 'ajotit d’acides aminés complique beaucoup ce tableau. En effet, un
grand nombre de morphologies différentes apparait. De plus, deux minéralogies sont produites, de
la calcite et de la vatérite. Néanmoins 1’observation de chaque minéralogie en fonction de I’acidité
relative de I’acide aminé ajouté permet de déduire une séquence morphologique pour chacun des
deux polymorphes du carbonate de calcium. En ce qui concerne la calcite, la séquence commence
avec les rhomboedres formés dans un milieu exempt de xanthane mais contenant de la glutamine
(Figure 56). L'addition de xanthane et d’acides aminés acides (glutamate et aspartate) provoque un
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"lissage” des angles des rhomboeédres et la formation de nombreux macles s’agglomérant autour
d’un point central. Au final, ce sont des spheres calcitiques fibroradiées qui se forment (Figure 56).
La séquence de la calcite peut se résumer de la maniere suivante: une diminution de la taille, des
monocristaux constituant chaque forme du rhomboeédre unique aux nombreux cristaux en aiguilles
formant une sphere fibroradiée (Figure 56). En ce qui concerne la séquence de la vatérite, ’habitus
sphérulitique est préservé tout au long de celle-ci. Dans un milieu sans xanthane contenant de la
glutamine, la vatérite se trouve sous forme de sphérules composées de monocristaux en aiguille.
Dans ce milieu, quelques sphérules montrent des monocristaux légerement plus grossiers, mais tou-
jours tres petits (Figure 56). La taille des monocristaux augmente avec I’addition d’acide glutamique
et d’acide aspartique. Dans ces milieux, des sphérules constituées par agrégation de cristaux auto-
morphes se forment. Néanmoins en présence de xanthane et d’acides aminés, des sphérulites fibro-
radiées de vatérite finissent par précipiter (Figure 56). Comme pour les cristaux d’origine biologique,
seule la diffraction des rayons X permet de distinguer les sphérulites de calcite des sphérulites de
vatérite. Dans ce travail, c’est le recoupement des informations obtenues par diffraction des rayons
X, I'observation au microscope électronique a balayage, et les données de lalittérature qui ont permis
d’établir la minéralogie des cristaux observés.

Pour résumer ces résultats, on peut dire que I’addition de xanthane et d’acides aminés tend a don-
ner des morphologies sphériques. Le xanthane en augmentant la viscosité du milieu force physique-
ment cette morphologie, comme on peut le voir avec les cristaux de calcite et de vatérite. Les acides
aminés, quant a eux, vont interagir chimiquement avec la formation du carbonate de calcium, for-
mant]'un oul’autre des polymorphes observés, et influencant la croissance, doncla taille des cristaux
produits.

Affinité du xanthane pour différents cations
Mesure par dialyse

Le pourcentage de cations absorbés par la solution de xanthane a été calculé en tenant compte de la
dilution induite par I’addition de la solution de xanthane de la maniere suivante:

(7 L, — Cﬁnale
Oabsorbé — Vinitial
initiale * Viinal

(100)

Pour les cations testés individuellement, les pourcentages d’absorption ont permis d’obtenir I’or-
dre d’affinité suivant : Mg?* (44.8 % + 0.5 %), Sr** (36.5 % + 2.2 %), Ca** (19.1 % =+ 4.0 %), Nat (7.9
% £ 2.2 %), et K (-11.1 % % 3.3 %). Le cas du potassium est particulier. En effet, le xanthane contient
du potassium; celui-ci est relargué par le xanthane, quelles que soient les conditions. Pour les cations
divalents en compétition, cet ordre se modifie légerement et ’on obtient : Sr** (42 %), Mg?t+ (41 %),
et Ca’t (38 %). Lordre obtenu pour les cations individuellement n’est que peu indicatif. En effet,
pour ne pas introduire de cations ou d’anions parasites dans cette expérience, les différents sels sont
utilisés seuls. Il en résulte des différences de pH entre les solutions de cations testées. Cette différence
affecte directement le comportement du xanthane dont les groupements carboxyles vont étre plus
ou moins protonés (i.e. sous forme -COO ou COOH). Ceci affecte donc directement la capacité de
liaison d'un cation au xanthane. On peut toutefois estimer que I’affinité du xanthane pour les cations
monovalents est plus faible que son affinité pour les cations divalents. En revanche, en compétition,
le pH est le méme pour tous les cations, ce qui implique que les ordres d’affinités déterminés sont
eux, représentatifs, pour le pH testé.
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Figure 55: Figure de grande taille et légende compléte dans ’annexe 2. Full size picture with caption
in annex 2.
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Figure 56: Figure de grande taille et légende compléte dans ’annexe 3. Full size picture with caption
in annex 3.
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Mesure en cellule

Les mesures en cellule (deux répétitions, il s’agit 1a de résultats préliminaires, la méthode décrite
ayant été longue a mettre au point) ont montré une décroissance rapide de la concentration de cal-
cium, de potassium pendant les 200 premieres minutes (Figure 57). Le pH quant a lui diminue de
maniere réguliere pendant cette période (Figure 57). Dans la gamme de pH correspondant a ces 200
premieres minutes, le xanthane a une forte affinité pour le calcium et le potassium. Une fois le pH
descendu en dessous de 10.4, le calcium est relargué d’abord de maniere rapide puis plus lentement
(Figure 57). Le potassium lui reste fixé jusqu’a la fin de I'’expérience. Au long de cette expérience,
le sodium a un comportement erratique, difficilement explicable. En effet, celui-ci est libéré et ab-
sorbé de maniere tres rapide sans liaison apparente avec une variation de pH. L'évolution des con-
centrations en calcium, en potassium, ainsi que I’évolution du pH suggerent que les échanges entre
le milieu (ici la solution de Ca(OH),) et le xanthane se font de maniere complexe avec des phases
rapides telles que I'absorption du calcium et du potassium, et des phases plus lentes telles que la
diminution du pH et le relarguage du calcium. Il faut noter que lors de I’arrét des mesures, les deux
solutions n’avaient pas atteint I’équilibre. En effet, la concentration de calcium et le pH n’étaient pas
encore stables. Ceci met en évidence qu’une solution d’exopolysaccharides est un systeme a grande
résilience ot les interactions a long terme ont probablement une grande importance.

Discussion

L'inventaire morphologique et |'expérience abiotique ont produit de nombreux cristaux différents.
Une facon d’aborder ’ensemble de ces cristaux de maniere synthétique est de les organiser sous
forme de séquences. Ces séquences peuvent étre agencées de maniere temporelle ou selon une
variable expérimentale. Dans notre cas, les cristaux de I'inventaire morphologique seront orga-
nisés de maniere temporelle et les cristaux issus de I’expérience abiotique seront organisés en séries
minéralogiques suivant la concentration d’exopolysaccharides et d’acides aminés.

Cristaux de I'inventaire morphologique

Deux séquences principales peuvent étre extraites de 1'inventaire morphologique. La premiere est
celle menant a la formation de baguettes indentées chez Streptomyces. Celle-ci commence avec
I'induration progressive d’'une hyphe de Streptomyces. Cette induration est suivie par ’apparition
d’épitaxies, et de cristaux en brochette résultant de la croissance de ces épitaxies (Figure 58). La sec-
onde séquence, que I’on retrouve sous diverses variantes chez toutes les bactéries testées, commence
avec la formation de petits agrégats micritiques. Assez rapidement ces cristaux s'organisent soit en
sphéroides, soit en polyedres (le plus souvent ces polyédres ont une forme similaire a la calcite de
Framont décrite par Lacroix 1962). Spheres et autres agrégats micritiques peuvent étre coalescents a
I'intérieur des colonies. A I'interface air/colonie, la croissance en agrégats micritiques fait place a une
croissance en disque ou en polyedre tronqué. Il en résulte des cristaux en disques ou en polyedres
tronqués reposant sur des agrégats micritiques eux-mémes le plus souvent sphéroidaux (Figure 59).

Role des exopolysaccharides et comparaison entre culture et expérience abiotique

Comme cela a été montré précédemment les cristaux produits de maniere abiotique peuvent étre or-
ganisés en deux séquences: celle de la calcite et celle de la vatérite. Ces deux séquences peuvent étre
arrangées en fonction de I’acidité relative de I’acide aminé utilisé et de la quantité d’exopolysaccha-
ride présent dans la solution (Figure 60). Dans ce contexte les cristaux produits par Xanthobacter
autotrophicus et Ralstonia eutropha peuvent facilement étre replacés dans la figure 60. En effet,
Ralstonia eutropha qui ne produit que tres peu d’exopolysaccharides a permis la précipitation des
cristaux de calcite polyédriques, rhomboédriques ou en fleurs. Ceci correspond a ce qui peut étre
observé aux étapes 1 et 2 de la figure 60. En revanche, Xanthobacter autotrophicus qui produit de
grandes quantités d’exopolysaccharides et dont la paroi est riche en poly-glutamine (Kandler et al.
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Figure 57: Evolution du pH, de la concentration en calcium, en potassium et en sodium lors d'une
mesure d’affinité réalisée en cellule de mesure. En abscisse le temps en minute, en ordonnée la con-
centration des ions en mg / L. En rouge, une courbe d’approximation de la concentration en calcium.
Evolution of pH, calcium concentration, potassium concentration and sodium concentration during
an affinity measure made inside the cell. In red an approximation curve of the calcium concentration
is shown.
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Figure 58: Séquence menant a la formation d’hyphes indurées. A: Un manchon de carbonate de
calcium se forme autour de I’hyphe d’'un streptomycete. B: Des épitaxies se forment sur une hyphe
recouverte de carbonate de calcium. Il en résulte un filament indenté. C: Ces épitaxies croissent
jusqu’a former des cristaux subautomorphes. Sequence leading to the formation of indurated strepto-
mycetes hypheas. A: A calcium carbonate sheath precipitates around a streptomycete hypha. B: Epitac-
tic growth of calcium carbonate on the indurated hypha leads to the formation of a indented filament.
C: Epitactic growth continues until subhedral crystals form on the hypha.
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Figure 59: Séquences possibles menant a la formation des différentes morphologies de carbonate de
calcium observées dans |'inventaire morphologique. Des agrégats micritiques en calcite de Framont
ou sphériques se forment dans la colonie. Quand ces agrégats atteignent la surface de la colonie, la
croissance se poursuit en disque ou en polyedres applatis. Dans la plupart des cas, les cristaux ainsi
formés sont coalescents et peuvent former des structures centimétriques. Possible sequences lead-
ing to the formation of the different morphologies observed in the morphological inventory. Micritic
aggregates form in the colonies. Once these aggregates reach the surface of the colony, crystal growth

change to form disks or polyedra. Most of the time, these crystals coalesce until they form centimetric
structures.
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1983, Wiegel 1991) précipite des sphérulites vatéritiques correspondant aux étapes 2 a 4 de la fig-
ure 60. De méme les cristaux de calcite produits en moindre quantité par cette bactérie étaient des
agrégats micritiques pouvant étre rapprochés eux de I’étape 2 de la figure 60.

L'habitus sphérulitique est tres présent dans les deux séquences. Dans la nature, cet habitus du
carbonate de calcium est souvent décrit dans des sédiments superficiels ou dans des sols. L'origine de
tels cristaux dans les échantillons naturels est souvent attribuée a la présence de matiere organique
ou de bactéries sans explication supplémentaire. Néanmoins de nombreuses expériences en labo-
ratoire ont montré que la morphologie sphérique pouvait facilement étre obtenue lors de cultures
bactériennes. Rivadeneyra et al. (1996) ont obtenu la formation de sphérulites aragonitiques lors
de la culture de Deleya halophila. Ce groupe attribue la formation de ces sphérulites a la calcifica-
tion et I'agglomération des cellules de Deleya halophila. De méme, des sphérulites calcitiques ont
été obtenues lors de cultures de cyanobactéries. Ces sphérulites se sont formées dans les fourreaux
mucilagineux de celles-ci (Verrecchia et al. 1995). Les sphérulites vatéritiques produites par Xan-
thobacter autotrophicus lors de la présente expérience montrent une fois de plus que I’on peut relier
ce type de morphologies a une activité bactérienne.

Affinité des cations pour le xanthane

Les cations divalents (Sr?t, Mg?*, Ca?t) semblent avoir une affinité plus élevée pour le xanthane que
pour les cations monovalents (Nat, K*). Parmi les cations divalents, les différences d’affinités sem-
blent faibles (< 4 %). Néanmoins seule une gamme de pH quasi neutre (6.1-7.1) a été testée durant
les expériences de dialyse. Il est possible que ces différences s’accentuent a des pH basiques. En effet
a pH basique, les groupes carboxyles portés par le xanthane sont déprotonés; dans cet état, le xan-
thane montre probablement un comportement différent vis-a-vis de chaque cation. Les mesures ef-
fectuées en cellule a pH basique (10.8) montrent effectivement une tres forte affinité pour le calcium
et le potassium. L'évolution lente du pH ainsi que la libération plus lente du calcium depuis un pH
de 10.4 suggerent une forte résilience du systeme. Cette résilience est soulignée par le fait qu’apres
40 heures le systeme n’avait pas encore atteint I’équilibre. Cette résilience peut s’expliquer en partie
par la nature hydro-colloidale du xanthane. Celui-ci en monopolisant les molécules d’eau et en ren-
dant le milieu visqueux (1 % de xanthane rend le milieu 1000 x plus visqueux) limite probablement
la diffusion des ions et en particulier des ions HT (il faut noter que le rayon ionique de I'ion Ht est
supérieur a celui des cations en solution). Cette forte résilience et sa forte affinité pour les cations
divalents font que la solution de xanthane peut avoir une forte influence sur la précipitation de car-
bonate de calcium. En effet, une fois la solution de xanthane sursaturée par rapport au carbonate de
calcium, les ions carbonate vont entrer en compétition avec le xanthane pour les cations divalents.
A ce moment, la solution de xanthane pourra potentiellement modifier la composition chimique du
carbonate en libérant les cations pour lesquels elle a le moins d’affinité. Les cations ainsi libérés
pourront ensuite s'intégrer a la maille du carbonate en formation pour produire par exemple de la
calcite magnésienne.

Conclusion

Les bactéries oxalotrophes sont capables de précipiter des cristaux de carbonate de calcium ayant
beaucoup de morphologies différentes. Ces morphologies s'organisent en séquences temporelles
aussi bien qu’en séquences minéralogiques ou liées a des facteurs expérimentaux. L'influence des
bactéries, et des exopolysaccharides (xanthane) sur la morphologie et la minéralogie ressort bien
de ces séquences. Les cristaux appartenant aux différentes séquences sont directement compa-
rables a des échantillons naturels. Lintégralité de la séquence menant a la formation d’”hyphes
minéralisées” peut étre rapprochée des observations faites sur la calcite en aiguille (NFC : needle
fiber calcite) du Cameroun, de la Céte d’ivoire, du Mexique, des Etats-Unis d’Amérique, et d’Europe
(Cailleau et al. 2005, in press, Boston et al. 2001, Newman et al. 1997, Verrecchia et Verrecchia 1994).
De méme des sphérules de carbonate de calcium (Grasby et al. 2003), calcitiques (Cailleau et al.
2005) et vatéritiques (Giralt et al. 2001) ont été observées dans les sols, les sédiments lacustres, et
les rivieres. Finalement les différentes formes d’agrégats micritiques ont aussi été observées dans
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Figure 60: Séquences morphologiques des cristaux de calcite et de vaterite obtenus durant
I’expérience abiotique. Les deux séquences sont organisées en fonction de la concentration crois-
sante en EPS et de 'acidité de I'acide aminé ajouté. Les échelles sont relatives. La séquence de
la calcite commence avec des rhomboedres. Puis la taille des monocristaux formant les agrégats
décroit du stade 1 au stade 6 jusqu’a la formation d’aiguilles. La forme générale des cristaux évolue
durhomboedre ala sphere fibroradiée. La vatérite précipite toujours sous forme de spheres. La taille
des monocristaux augmente du stade 1 (petites aiguilles) au stade 6 (hexagones massifs). Entre les
étapes 2 et 3 la vatérite peut se trouver sous forme de sphérulite fibroradiée. Sequences of calcite and
vaterite morphologies obtained during the abiotic experiment. This sketch shows the morphologies re-
lated to increasing amino acid acidity and xanthan content. Scales are relative. The various domains of
influence of amino acids are shown. Six main steps can be described for both vaterite and calcite. The
calcite sequence starts with rhombohedra. Size of monocrystals forming the clusters decreases from
Step 1 to Step 6 until they form needles. The general shape of calcite evolves from rhombohedra to
fibro-radial spherulites. Vaterite sequence: vaterite is always precipitated as spheres. The monocrystals
constituting the spheres increase in size from Step 1 (short needles) to Step 6 (large hexagons). Between
Step 2 and Step 3, vaterite can occur as fibro-radial spherulites.
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des milieux marins (Trichet et al. 2001). Linfluence des exopolysaccharides et des acides aminés
sur la morphologie et la minéralogie du carbonate de calcium est directement observable. En re-
vanche, I'influence des exopolysaccharides sur la composition chimique des carbonates précipités
est un phénomene beaucoup plus difficile a aborder. En effet, il reste malaisé de mettre au point
un systeme expérimental simple permettant d’avoir des conditions de pH constantes et de n’utiliser
gqu'un sel du cation a tester de maniere a ne pas introduire d’ions parasites. Dans ce cas, il sera impor-
tant a I’avenir de développer des méthodes spécifiques a I’étude de la précipitation du carbonate de
calcium dans les exopolysaccharides en général, et dans les biofilms en particulier. Ceci est d’autant
plus important que les exopolysaccharides sont des polymeres trés répandus dans I’environnement.
On les trouve par exemple dans les tapis microbiens ainsi que dans les crottes biologiques (Figure
61).
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Figure 61: Exemple de systemes continentaux riches en exopolysaccharides: A: Tapis microbien
provenant d’'un lac hypersalin (Bahamas). B: Modele simplifié du tapis microbien montré en A. C:
Crotte biologique. D: Détail de la surface d'une croute biologique. Example of continental ecosys-
tems containing large amounts of exopolysaccharides. A: Microbial mat found in a hypersaline lake
(Bahamas). B: Simplified model of the microbial mat shown in A. C: Biological soil crust. D: Close-up
of the surface of a biological soil crust.

Résumé / Summary

¢ Les bactéries oxalotrophes peuvent produire de nombreuses morphologies et minéralogies de
cristaux de carbonate de calcium. Oxalotrophic bacteria are able to precipitate numerous differ-
ent morphologies and mineralogies of calcium carbonate.
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¢ Les différentes morphologies et minéralogies obtenues en cultures peuvent étre expliquées en

partie par les quantités d’exopolysaccharides et les types d’acides aminés présents dans les mu-
cilage bactériens. L'expérience abiotique a permis de reproduire une grande partie des mor-
phlogies et minéralogies obtenues en cultures. The different morphologies and mineralogies
obtained during bacterial culture can be partially explained by the amount of exopolysaccha-
rides and amino acids present in bacterial mucilaginous sheath. Many of the morphologies and
mineralogies obtained in culture were reproduced during the abiotic experiment.

La plupart des cristaux produits lors de cultures ou d’expériences abiotiques ont des équivalents
dans la nature. Ceci suggere I'importance des processus de biominéralisation dans la forma-
tion de plusieurs types de cristaux de carbonate de calcium retrouvés dans les sédiments. Most
the crystals produced during bacterial cultures or abiotic experiment have equivalents in natural
samples. This suggest the importance of biomineralisation processes in the formation of several
types of calcium carbonate crystals found in sediments.



Chapitre 6: Discussion générale

Ce chapitre va reprendre les aspects principaux du cycle oxalate-carbonate développés dansles chapi-
tres précédents et les replacer dans un contexte plus global. En effet, les méthodologies appliquées et

développées dans ce travail peuvent servir a I’étude de processus liés au cycle oxalate-carbonate ou

similiares a celui-ci. De méme, les différents résultats obtenus peuvent concerner divers domaines,

tels que les sciences du sol, 'agronomie, ou la médecine.

Lacide oxalique ; un acide organique parmi les autres

L'acide oxalique appartient au grand groupe des acides organiques de faibles poids moléculaires.
Ces acides sont communs chez les plantes et chez les champignons qui les produisent en grandes
quantités. Ceux-ci servent par exemple a I’acquisition de nutriment ou a la détoxification de métaux
comme 'aluminium et le cuivre (Jones 1998, Gadd 1993, 1999, 2000). Chez les plantes, les plus
courants sont I’acide citrique, ’acide malique, I’acide succinique, I’acide acétique, I’acide fumarique,
I’acide aconitique. Chez les champignons, on retrouve essentiellement les mémes que dans le regne
végétal, mais il faut ajouter a cette liste une série d’acides organiques plus complexes tels 1’acide
diméthylpiruvique, I’acide glutaconique et I’éthylene oxide «-3 dicarboxylate, par exemple (Cochrane
1958). La consommation d’oxalate de calcium peut mener a I’augmentation du pH et a la précipitation
de carbonate de calcium. La carbonatogénese a partir d’oxalate de calcium est un cas simple. En
effet, la consommation d’oxalate de calcium fournit les ions carbonates et le calcium en quantité
suffisante pour précipiter du carbonate de calcium. Les autres acides organiques ne fournissent pas
le calcium comme I’oxalate, mais leur consommation peut aussi mener a 1’alcalinisation du milieu
dans la mesure ou celle-ci va transformer un acide organique faible en acide carbonique (encore
plus faible - Table 12). Dans cette situation, si une source de calcium est présente, du carbonate de
calcium peut précipiter. Bien que les pools d’acides organiques dans les sols et les sédiments soient
relativement bien connus (Jones 1998, van Hees et al. 2002, 2003, Tani et Higashi 1999, Certini et al.
1999, Smith et Oremland 1983), les flux d’oxalates entre les plantes, les champignons et le sol reste
mal connu. Dans un systeme aussi dynamique que le cycle oxalate carbonate, il serait important
d’avoir une estimation de la contribution relative a I’'apport d’oxalates dans les sols des plantes et des
champignons. Néanmoins I’étude de champignons ectomycorhiziens a montré que la contribution
en oxalate de ceux-ci ne participait que peu a production totale d’oxalate (Casarin et al. 2003).

Table 12: pKs des acides organiques fréquemment rencontrés dans la nature et la rhizosphere. pKs
of organic acids commonly found in the nature and rhizosphere.

Formule Nom courant K, pK2 pKs Formule Nom courant K, pK:  pKs
H,CO3 Acide carbonique  6.37  10.25 — HCOOHs  Acide formique 3.7 — —
H2C204  Acide oxalique 1.23 419 — HeC305 Acide lactique 3.08 — —
H4C202  Acide acetique 474 — — HsC402 Acide butyrique 483 — —
H4C304  Acide malonique 282 570 — HeC40y4 Acide succinique  4.21 564 —
HsCsO-  Acide citrique 3.13  4.76 6.40
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La guilde oxalotrophe

Dans la premiere partie de cette these, deux souches ont été étudiées en détail de maniere a mettre en
évidence les processus liés a la consommation d’oxalates. Il s’agissait de Xanthobacter autotrophicus
et Ralstonia eutropha. Par la suite, plusieurs autres bactéries oxalotrophes ont été isolées et iden-
tifiées. Plusieurs de ces bactéries se sont révélées étre des bactéries communes de la rhizosphere,
on peut donc légitimement essayer de mettre en évidence les relations qui peuvent exister entre
les producteurs d’oxalates et la guilde des bactéries oxalotrophes. Afin d’estimer les interactions
plantes-champignons-bactéries on peut placer les bactéries isolées dans différents groupes fonction-
nels indépendants de la phylogénie. Le premier de ces groupes est celui des bactéries consommatri-
ces d’acides organiques. Dans ce groupe, on trouve Ralstonia, Comamonas, Delftia et Azospirillium
(Holt et al. 2000, Tamer et Aragno 1980). Un deuxieme groupe fonctionnel peut étre constitué avec
les bactéries potentiellement capables de fixer ’azote atmosphérique. Ce groupe contient Azospir-
illium et Comamonas qui sont aussi membres du groupe précédent, ainsi que Stenotrophomonas
(Andrade et al. 1997, Park et al. 2005, Halsall et al. 1989). Le troisiéme groupe est représenté par
les bactéries methylotrophes du genre Methylobacterium. Finalement le dernier groupe réunit les
streptomycetes qui sont des bactéries capables de dégrader des substrats récalcitrants souvent com-
plexes. Outre I’oxalotrophie, la consommation d’acides organiques, de méthanol, la fixation d’azote
et la dégradation de substrats récalcitrants sont autant de caractéristiques importantes qui vont in-
fluencer les relations entre les plantes et ces 4 groupes de bactéries oxalotrophes (Figure 62). Avec
les plantes, on peut estimer que ces relations vont du commensalisme au mutualisme. En effet, les
bactéries consommatrices d’acides organiques et méthylotrophes consomment 1’oxalate et acces-
soirement le méthanol produit par la plante sans bénéfice en retour pour la plante. En revanche les
plantes peuvent profiter de la présence de bactéries fixatrices d’azote qui vont leur fournir ce nutri-
ment. Cette hypothese est d’autant plus probable que I’action chimio-attractive de 1’acide oxalique
sur Azospirillium a été démontrée auparavant (Reinhold et al. 1985, Alexandre et al. 2000). Finale-
ment les plantes auront plutot a souffrir de la présence de bactéries telles que les streptomycetes
qui vont s’associer de maniere synergique aux champignons pour dégrader les tissus ligneux des
végétaux (Groot 1971). Outre cette association avec les streptomycetes, les champignons peuvent
aussi profiter de la présence de bactéries fixatrices d’azote. En effet, le rapport C : N dans le bois est
de 350 : 1, les champignons peuvent donc profiter de cet apport d’azote pour combler un manque
de ce nutriment (Clausen 1996). Néanmoins beaucoup de champignons saprophytes sont capables
de se procurer cet azote par translocation de celui depuis le sol comme il le font avec d’autres nutri-
ments.

Au final, il est concevable qu’'une partie de la guilde oxalotrophe comprenant les oxalotrophes fix-
ateurs d’azote et méthylotrophes, soit associée a la plante de maniere mutualiste. Une autre fraction
dela guilde oxalotrophe constituée cette fois des streptomycetes serait elle associée aux champignons
saprophytes. Les streptomycetes pouvant consommer les cristaux d’oxalate de calcium libérés des
tissus végétaux par les champignons saprophytes ainsi que 1’acide oxalique excrété par ceux-ci. Pour
terminer la derniere partie de la guilde oxalotrophe consomme 1'oxalate de maniére opportuniste
dans la litiere ou proche des racines.

Contribution de la guilde oxalotrophe a la production de carbonate

A une échelle macroscopique, toutes les souches oxalotrophes mises en cultures sur des milieux
liquides ou gélosés contenant de 1’oxalate ont montré leur capacité a augmenter le pH et a provo-
quer la précipitation de carbonate de calcium sous différentes formes. Les carbonates trouvés en
Afrique et en Espagne témoignent que |’activité observées en laboratoire existe aussi dans le milieu
naturel. De la méme maniere qu’au laboratoire, plusieurs formes de carbonates telles que la calcite,
la calcite magnésienne, la monohydrocalcite et 1a podolite (phosphate-carbonate) ont été observées
dans les sols (Cailleau 2005, Cailleau et al. 2005). A I’échelle microscopique, la guilde oxalotrophe
s’est montrés capable de produire en culture un grand nombre des cristaux observés sur le terrain.
Une partie de ces morphologies peuvent étre expliquées par la production d’exopolysaccharides et
d’homopolypeptides pariétaux. Dans un sol, la production d’exopolysaccharides par les microor-
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Figure 62: Arbre phylogenique montrant les propriété métaboliques importantes des souches ox-
alotrophes isolées et identifiées (sur la base du séquencage du gene codant pour ’ARN 16S) au cours
de ce travail. Les souches dont les noms sont indiqués en toute lettre sont des souches oxalotro-
phes de références (a I’exeption de Bacillus megaterium qui n’est pas oxalotrophe) qui ont servi a la
construction de l'arbre phylogénique. Phylogenetic tree of isolated strains showing their important

metabolic properties. Strains indicated with they full names are reference oxalotrophic strain (exept
for Bacillus megaterium) used to construct the phylogenetic tree.
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ganismes est liée a la formation de biofilms dans lesquels vivent probablement la majorité des cel-
lules microbiennes (Sutherland 2001, a,b,c). C’est donc dans des biofilms que vont vraissemblable-
ment se former la plupart des carbonates observés. Dans ce travail, c’est le xanthane qui a servi de
modele pour estimer la contribution des biofilms a la formation des différentes formes du carbon-
ate de calcium observées. Le chapitre 5 a montré que 'influence de celui-ci sur les mouvements
de cations, et du calcium en particulier, était complexe. Dans les systemes naturels, cette com-
plexité est probablement renforcée du fait de la participation de nombreux organismes différents
a la formation du biofilm. De plus les substitutions de monosaccharides (ou d’autre groupes de
I’exopolysaccharide) par des acides organiques ou inorganiques sont fréquentes. Ainsi des acides or-
ganiques tels que I'acide acétique, I’acide glycérique, 1’acide pyruvique, I’acide succinique et I’acide
hydroxybutanoique sont souvent présent dans les biofilms. De méme, la présence de phosphates
chez les bactéries gram positives et celle de sulfates chez certaines cyanobactéries est commune
(Sutherland 2001 a). A I'avenir il sera donc important d’appliquer les méthodologies développées
dans ce travail a des biofilms naturels, et particulierement dans des environnements vadoses. De
méme il sera important de mettre au point des méthodes spécifiques a I’extraction et I’étude de ces
biofilms.

Conséquences de I'activité oxalotrophe liée au cycle oxalate-carbonate

Les différents chapitres ont montré divers aspects du cycle oxalate-carbonate. Tous les processus
observés ont des conséquences dans les systemes examinés. Une partie de ces conséquences sont
traitées ci-dessous.

Stockage de carbone

Le stockage de carbone est probablement la conséquence environnementale la plus importante du
cycle oxalate-carbonate. La transformation des oxalates en carbonates équivaut a la transforma-
tion d'un carbone organique en un carbone minéral. Les systemes étudiés suggerent que la trans-
formation des oxalates en carbonates a lieu dans de nombreux écosystemes. L'iroko, les opuntiae
ainsi que la vigne ne sont toutefois que trois modeles parmi tant d’autres. La dégradation des ox-
alates et leurs transformations en carbonates peut potentiellement prendre place autour de toutes
les plantes citées dans I'annexe 1. De méme la transformation oxalate-carbonate n’est pas limitée
aux écosystemes terrestres, puisque les tapis alguaires (cyanobactéries comprises) contiennent des
quantités non négligeables d’oxalate (environ 210 mg / kg de masse seche). On peut donc étendre
ce cycle aux environnements fluviatiles, lacustres et marins (Smith et Oremland 1983). Les études
précédentes ont montré qu’il était possible de former environ 10 tonnes de carbonate de calcium
autour d'un iroko (Cailleau et al. 2004, 2005), ce qui représente environ 1200 kilos de carbone.
Bien que l'iroko soit une plante "exceptionelle”, la généralisation de ce type de résultats a plusieurs
systémes suggere que le puits de carbone lié a la transformation des oxalates en carbonates n’est pas
négligeable! En revanche ce type de puits de carbone est probablement ”écologiquement fragile”. En
effet, il a été montré que le déficit de piégeage de carbone lié a la déforestation et a I’exploitation du
bois d’iroko en Céte d’Ivoire représentait environ 1.53 x 10~* PgC / ans (Cailleau et al. 2005). L'étude
de ce type de puits de carbone se révele donc nécessaire rapidement dans la mesure ou le stockage
de carbone sous forme minérale n’est pas pris en compte dans les modeles globaux (Prenctice et al.
2001), et ou les exemples les plus probants comme I'iroko sont menacés a court terme.

Modification des sols - mobilité des métaux

L'augmentation du pH des sols, méme si elle ne mene qu’ala précipitation de faibles quantités de car-
bonate de calcium, influence la mobilité des métaux. De maniere générale, certains métaux comme
le fer sont mobiles a pH acide alors que d’autres comme molybdene le sont a pH basique. Dans
les sols tropicaux étudiés, le pH peut s’élever de 4.3 a 10.3. Dans ces conditions, des métaux tels
que I'aluminium, le chrome, le mercure et le cuivre, vont étre immobilisés (Forstner 1985). Ceci
représente un avantage important pour les irokos et les plantes vivant a sa proximité. En effet, a



115

pH acide I'aluminium, et le manganese sont toxiques pour les plantes car ceux celui-ci entre en
compétition avec des nutriments comme le fer et le calcium. En revanche cette alcalinisation va aug-
menter la mobilité de semi métaux et de non-métaux comme 1’arsenic et le sélénium. Néanmoins
ceux-ci se trouvent généralement a I’état de traces dans les sols, on peut considérer que I’augmenta-
tion du pH dans des sols généralement acides est bénéfique pour I’écosysteme en général.

Perspectives et éventuelles applications

Ce travail a essentiellement réalisé un grand débroussaillage autour de systemes de biominéralisation
jusque-la peu étudiés et donc peu connus. Néanmoins durant la réalisation de ce travail, de nom-
breux travaux concernant directement ou indirectement le cycle oxalate-carbonate ont été publiés.
Ceux-ci ouvrent de nouvelles voies de recherches et permettent d’envisager de nouvelles approches
du cycle oxalates-carbonate. La suite de cette partie donne un apercu des nouvelles voies de recher-
ches dans lesquelles il est possible de s’engager.

Biologie moléculaire

De nombreux micro-organismes ont vu leur génome completement séquencé et annoté ces dernieres
années. Parmi ces micro-organismes des bactéries telles que Streptomyces coelicolor A3(2), Strepto-
myces avermitilis (MA-4680), Burkholderia fungorum LB400, et Bradyrhizobium japonicum (USDA
110). Chez ces bactéries, on a trouvé un opéron regroupant les genes indispensables a I’oxalotrophie.
La vérification de I’oxalotrophie de ces souches a été faite par mise en culture de ces souches sur mi-
lieu DSM 81 additionné d’oxalate de calcium. Ces opérons ayant une organisation semblable (Figure
63), il est envisageable de développer a court terme des sondes ADNs permettant d’approcher les
communautés oxalotrophes et leurs diversités a I’aide d’outils moléculaires. Une telle approche per-
mettra de se libérer des méthodes dépendant de la culture des bactéries, et probablement d’avoir
une image plus pertinente de la guilde oxalotrophe.

Microcosmes

Le développement de techniques moléculaires permet d’envisager la fabrication de microcosmes.
Ces microcosmes pourraient servir a étudier les interactions plantes-bactéries-champignons. Les
microcosmes fournissent un environnement contr6lé dans lequel il est possible d’introduire des
bactéries oxalotrophes connues. De méme ces bactéries peuvent subir des différents types de mar-
quages. On peut en effet marquer une bactérie oxalotrophe al’aide de gfp et ainsi voir sa répartition
dans le microcosme en particulier au niveau des racines. Il est aussi possible de marquer un des
genes indispensable a I’oxalotrophie a I’'aide de gfp en opérant une "fusion gfp”. Finalement le double
marquage d'une bactérie associant les 2 marquages précédents en utilisant la gfp et la rfp permettrait
de mettre en évidence la répartition et 1’activité d'une bactérie. L'approche en microcosme a beau-
coup a apporter a I’étude de la guilde oxalotrophe, de sa répartition et de son activité. Néanmoins,
les microcosmes pour étres parfaitement efficaces devraient étre exempts de carbonate et d’oxalate
au départ. Ce qui implique I'utilisation de sol synthétique tel qu’il a été décrit par Ellis (2004) sans le
carbonate de calcium.

Les biofilms

Les exopolysaccharides et les biofilms en général se sont révélés étre des systemes particulierement
difficiles a aborder d’'un point de vue méthodologique. Néanmoins, la combinaison d'une cellule
de mesure et d’électrodes cations spécifiques couplées a un enregistreur de données s’est révélée
performante dans I’approche de la dynamique de systemes tels que les biofilms. Une méthodologie
standard doit maintenant étre développée pour permettre d’obtenir des points de comparaison en-
tre les différents types de biofilms naturels. En particulier des biofilms d’environnements vadoses
encore mal connus.
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Figure 63: Shéma représentant les opérons contenant des genes impliqués dans le métabolisme de
I’oxalate. (basé sur des recherches effectuées par blast) Sketch showing the operons containing genes
associated with the oxalate metabolism (based on gene blast).

Identification des carbonates

Les carbonates trouvés dans les sols africains et espagnols ont pu étre attribués directement a une
activité bactérienne grace a leur composition isotopique en *3C et au fait qu’il n'y avait pas de car-
bonate hérité dans les sols étudiés. Néanmoins en présence de carbonates hérités, cette distinction
n’est plus envisageable. Il sera donc important a I’avenir de développer des méthodes de micromor-
phologie des sols permettant de prélever de petites quantités de carbonates sur lesquels des analyses
plus poussées seront possibles.

Utilisation des carbonates

Apres I’abattage des irokos, de grandes quantités de carbonate de calcium restent dans le sol ou elles
sont inutilisées. Le carbonate de calcium étant rare dans les régions d’Afrique prospectées celui-ci
pourrait étre mis en valeur. En effet, celui-ci sert a faire de la chaux par exemple. Mais ce carbonate
pourrait aussi avoir un usage agronomique. En effet, il pourrait étre utilisé pour chauler certaines
cultures afin de maintenir les sols a un pH optimal. Bien que cette ressource en carbonate de calcium
soit limitée, elle pourrait étre tres utile. De méme des co-cultures avec des irokos (ou des cactus pour
certains sols) sont une alternative envisageable pour maintenir des sols a un pH moins acide que
celui des sols latéritiques typiques. Encore une fois, une étude agronomique serait nécessaire dans
ce domaine.
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Une vision plus large du cycle oxalate-carbonate

Comme le montre ce chapitre, le cycle oxalate-carbonate est un processus complexe aux conséquen-
ces environnementales multiples. Un moyen est de ’aborder du point de vue environnemental et de
relier les différents processus de ce cycle en montrant leurs effets respectifs sur I’environnent (Fig-
ure 64). Un autre moyen est de I’aborder du point de vue du biologiste et de résumer les interac-
tions qui ont lieu entre les différents organismes intervenant dans ce cycle (Figure 65). Ces deux
visions complémentaires permettent d’obtenir une image globale du cycle oxalate-carbonate et de
ses conséquences. Au final, il ressort de ces deux visions que le cycle oxalate-carbonate est un pro-
cessus impliquant un écosysteme entier (bactéries, plantes et champignons) et que ce processus ne
pourrait avoir lieu sans les interactions entre tout ces acteurs.

metal mobility
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CaCOs Oxalotrophlc — Qxala.te Fungi
Bacteria in soil

Norg

(available)

Figure 64: Schéma simplifié des interactions possibles entre les parametres physico-chimiques et
les organismes vivants participant au cycle oxalate-carbonate. Ce schéma montre les nombreuses
retroactions possibles liées au cycle oxalate-carbonate. La plupart de celles-ci comme la fixation
de l'azote par des bactéries telles qu’Azospirrillium ou 'immobilisation de métaux toxiques sont
probablement bénéfiques pour les plantes. Simplified sketch representing the possible interactions
between physico-chemical parameters and living organisms involved in the oxalate-carbonate cycle.
This sketch shows the numerous possible retroactions linked to the oxalate-carbonate cycle. Many of
these retroactions such as nitrogen fixation by bacteria such as Azospirrillium and toxic metals immo-
bilization are probably positive for the plant.
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Figure 65: Schéma représentant les interactions possibles entre les plantes, les bactéries oxalotrophes
et les champignons. La plante peut fournir de I’acide oxalique ainsi que d’autres acides organiques et
du méthanol aux différentes bactéries oxalotrophes. En retour, les bactéries oxlotrophes capable de
fixer I’azote peuvent fournir ce nutriment a la plante. Ces bactéries peuvent aussi fournir de I’azote
aux champignons saprophytes, I’azote étant limitant dans le bois. De méme, I’association des strep-
tomycetes et des champignons montre un effet synergique sur la dégradation des bois. En plus de
ces associations, la plante renouvelle périodiquement le stock d’oxalate du sol par I'intermédiaire de
sa litiere. Sketch representing the interactions between plants, oxalotrophic bacteria, and fungi. Plants
can provide oxalic and other organic acids as well as methanol to the different oxalotrophic bacterias.
In return, oxalotrophic bacteria able to fix nitrogen may furnish this nutrient to the plant. These bac-
teria may also provide organic nitrogen to fungi during wood decay, as this nutrient is in low amount
in wood. In the same way, association between streptomycetes and fungi have a synergistic effect on
wood decay. Finally the oxalate stock in soil is periodically renewed by the plant contribution to litter.



Chapitre 7: Conclusions

L étude du cycle oxalate-carbonate a montré qu’il s’agissait d'un cycle biogéochimique tres actif dans
les sols menant a I’accumulation de carbonate de calcium. Les acteurs de ce cycle, les plantes, les
champignons et les bactéries sont présents dans tous les écosystemes, ce qui suggere que le cycle
oxalate-carbonate n’est pas limité aux systemes étudiés. Les mesures réalisées sur le terrain mon-
trent que la transformation des oxalates en carbonates est un processus qui se passe dans la partie
supérieure des sols; les trente premiers centimetres.

Les bactéries se sont révélées étre le principal moteur de ce cycle, consommant I’ oxalate, et provo-
quant ’augmentation du pH et la précipitation de carbonate de calcium. Dans les systemes naturels,
celles-ci sont alimentées constamment en oxalates par les plantes et les champignons. Les différents
systemes étudiés ont montré que la litiere et la rhizospheres étaient les lieux préférentiels de la
dégradation de l'oxalate. L'identification des bactéries oxalotrophes isolées a confirmé que beau-
coup de celles-ci étaient des bactéries communes de la rhizosphére. Les streptomycetes quant a eux
sont communs dans les sols, |’oxalate présent dans la litiere et dans les premieres couches du sol con-
stitue probablement une source de carbone intéressante pour ceux-ci. Le fait que les streptomycetes
soit connus pour s’associer avec les champignons milite aussi en faveur de leur activité dans la litiere.

Les cultures de bactéries oxalotrophes ont produit de nombreux carbonates différents. Ces car-
bonates ont montré de grandes ressemblances morphologiques et minéralogiques avec des carbon-
ates associés aux plantes productrices d’oxalate. L'influence des polymeres pariétaux et des ex-
opolysaccharides s’est révelée primordiale dans la morphologie et la minéralogie de ces carbonates.
Les expériences conduites en utilisant un exopolysaccharide commercial ont montré que 1’on peut
s’attendre a une forte influence de celui-ci sur la chimie des carbonates produits.

Tous ces éléments impliquent que le cycle oxalate-carbonate se comporte comme un puits de
carbone pleinement fonctionnel. Néanmoins pour en estimer I'importance en termes de stockage
de carbone a I’échelle des continents, de nombreuses études restent a faire. En particulier il est
important de quantifier de maniere précise la contribution du cycle oxalate-carbonate au bilan de
séquestration du carbone, y compris dans des systemes carbonatés.

Pour conclure, il faut dire que ce travail ne représente que la contribution microbiologique a
I’étude pluridisciplinaire du cycle oxalate-carbonate. Il laisse donc de nombreuses questions ou-
vertes, telles que le réle des biofilms dans la précipitation du carbonate de calcium ou les conséquen-
ces agronomiques du cycle oxalate-carbonate. J’espere que ces questions auront I’occasion de trou-
ver des réponses au gré des études qui suivront ce travail.
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Annexe 1: Liste des plantes contenants de I'oxalate

Annex 1: List of oxalate containing plants

Ordre des Ginkoales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Ginkgoaceae Ginkgo biloba Ca-oxalate Horner and Wagner 1995
Pinaceae Abies sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995

Tsuga sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995
Taxaceae Taxus Ca-oxalate Pobeguin 1943

Ordre des Hydrochatiales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Hydrocharitaceae Elodea canadensis Ca-oxalate Pobeguin 1943
Elodea densa Ca-oxalate Pobeguin 1943

Ordre des Arecales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Arecaceae Jubaeopsis caffra Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Caryota sp Ca-oxalate California Poison Control System

Ordre des Arales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Araceae Pistia startoties Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Anthurium sp Ca-oxalate California Poison Control System
Arum sp Ca-oxalate California Poison Control System
Caladinm bicolor Ca-oxalate California Poison Control System
Zanthedeschia aethiopica Ca-oxalate California Poison Control System
Aglaonema sp Ca-oxalate California Poison Control System
Diffenbachia sp Ca-oxalate California Poison Control System
Colocasia sp Ca-oxalate California Poison Control System
Colocasia esculenta Ca-oxalate California Poison Control System
Alocasia sp Ca-oxalate California Poison Control System
Xanthosoma sp Ca-oxalate California Poison Control System
Syngoninm sp Ca-oxalate California Poison Control System
Philodendron spp Ca-oxalate California Poison Control System
Epipremnum anreum Ca-oxalate California Poison Control System
Monstera deliciosa Ca-oxalate California Poison Control System




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Arales (suite)

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Lemnaceae Lenmna aequinoctalis Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Lenma sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995
Spirodela punctata Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994

Ordre des Commelinales

Famille Genre espece type d'oxalate référence
Commelinaceae  Zebrina pendula Ca-oxalate 3H20 Pobeguin 1943
Rhoeo sp Ca-oxalate Pobeguin 1943
Tradescantia virginica Ca-oxalate Pobeguin 1943
Ordre des Cyperales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Poaceae Setaria anceps Ca-oxalate Tokarnia et al. 2002
Ordre des Typhales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Thyphaceae Typha pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Sparganiaceae Sparaganinm Jallax Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Ordre des Arales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Musaceae Ravenala pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Zingiberaceae Hedychium gardnerianum Whewellite Frey - Wyssling 1981
Elettaria cardamonmum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Orchidales
Famille Genre espece type d'oxalate référence
Otrchidaceae Vanilla planifolia Ca-oxalate Pobeguin 1943
Aspasia Ca-oxalate Pobeguin 1943




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Liliales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Liliaceae Allinm cepa Weddelite Frey - Wyssling 1981
Allinm sativum Ca-oxalate Pobeguin 1943
Allinm ursinum Ca-oxalate Pobeguin 1943
Allinm schoenoprasum Ca-oxalate Pobeguin 1943
Allinm oleracenm Ca-oxalate Pobeguin 1943
Allinm sphaerocephalum Ca-oxalate Pobeguin 1943
Colehicum sp Ca-oxalate Schneider 1901
Colehicum antumnale Ca-oxalate Pobeguin 1943
Ornithogalum candatum Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Aspidistra elatior Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Hosta (Funkia) sp. Whewellite Pobeguin 1943
Pobygonatum vulgare Ca-oxalate Pobeguin 1943
Hemerocallis Sulva Ca-oxalate Pobeguin 1943
Asparagus sp Ca-oxalate Pobeguin 1943
Hyacinthus orientalis Ca-oxalate Pobeguin 1943
Amaryllidaceae  Pancratinm sickenbergeri Ca-oxalate Ruiz et al 2002
Agapanthus umbellathus Ca-oxalate Pobeguin 1943
Iridaceae Iris psendacarns Ca-oxalate Frey - Wyssling 1981
Iris germanica Ca-oxalate Pobeguin 1943
Iris pallida Ca-oxalate Pobeguin 1943
Montbretia sp Whewellite Pobeguin 1943
Agavaceae Agave amricana Ca-oxalate Frey - Wyssling 1981
Dracaena sanderian Ca-oxalate Pennisi et al 2001
Dracaena fragrans Ca-oxalate Pobeguin 1943
Youeca spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Philydraceae Philydrum lannginosum Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Pontederiaceac  Eichornia crassipes Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Monochoria vaginalis Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Monochoria sp Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Pontederia sp Ca-oxalate Pobeguin 1943
Dioscoreaceae Dioscorea transversa Whewellite Pobeguin 1943




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Magnoliales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Magnoliaceae Magnolia pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Lilicium pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Myristicaceae Mpyristica [fragrans Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Mpyristica Surinamensis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Pycanthus koo Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Virola spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Ranunculales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Ranunculaceae  Helleborus Joetidus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Paceonia pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Berberidiaceaec ~ Berberis vulgaris Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Nympheales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Nymphaeaceae  Euwryale Sferox Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nelumbo Intea Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nelumbo nucifera Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nuphar shimadai Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nymphea lotus Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nymphea mexicana Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nymphea tetragona Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Nymphea p Ca-oxalate Horner and Wagner 1995
Victoria cruziana Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994

Ordre des Piperales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Piperaceae Peperonia 5p Ca-oxalate Franceschi 2001




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Papaverales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Papaveraceae Argemone mexicana Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Glancinm Iuteum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Papaver sommniferum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Hammamelidales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Hamamelidaceae  Distylium racenosum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Hamamelis mollis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Hamamelis virginiana Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Liguidambar styraciflua Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Parrotia persica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Sinowilsonia henryi Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Urticales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Ulmaceae Ulpins suberosa Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ulpins pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Moraceae Milicia excelsa Whewellite This work, Pobeguin 1943

Ordre des Urticales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Fagaceae Quercus p Ca-oxalate Schneider 1901
Fagus Sylvatica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Fagus ferruginea Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Betulaceae Corylus avellana Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Corylus spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Theales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Caryocaraceae Caryocar nuciferum Whewellite Frey - Wyssling 1981




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)
Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Caryophylalles

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Cactaceae Carnegia (Cerens)  gigantea Whewellite and Wedd Garvie 2002
Opuntia cochenillifera Whewellite Pobeguin 1943
Opuntia longispina Whewellite Monje and Baran 2002
Opuntia microdasys Whewellite Monje and Baran 2002
Opuntia penicilligera Whewellite Monje and Baran 2002
Opuntia anranthiaca Whewellite Monje and Baran 2002
Opuntia imbricata Whewellite Rivera and Smith 1979
Opuntia englemannii Whewellite Rivera and Smith 1979
Echinomastus intertextus Whewellite Rivera and Smith 1979
Escobaria tuberculosa Whewellite Rivera and Smith 1979
Echinocactus horizonthalonins Whewellite Rivera and Smith 1979
Puna clavarioides Whewellite Monje and Baran 2002
Tephrocactus articulatus Whewellite Monje and Baran 2002
Maihueniopsis Glomerata Whewellite Monje and Baran 2002
Echinocerens berlandier: Whewellite Pobeguin 1943
Phylocactus sp. Whewellite Pobeguin 1943
Cactus senilis Ca-oxalate Robert and Roland 1989
Chamacerens silvestrii Weddellite Monje and Baran 2002
Cleistocactns banmanii Weddellite Monje and Baran 2002
Gymmocallycinm cytianum Weddellite Monje and Baran 2002
Gymmocallycinm Platense Weddellite Monje and Baran 2002
Rebutia margarethae Weddellite Monje and Baran 2002
Pyrrhocactus strausianus Weddellite Monje and Baran 2002
Wigginsia tephracantha Weddellite Monje and Baran 2002

Chenopodiaceae  Anabasis articulata Ca-oxalate Doaigey 1991
Anabasis arvensis Ca-oxalate Doaigey 1991
Chengpodinm album Ca-oxalate Doaigey 1991
Beta vulgaris Ca-oxalate Horner and Wagner 1995

Caryophyllaceae  Lychnis dioica Ca-oxalate Pobeguin 1943
Dianthus caryophyllus Ca-oxalate Pobeguin 1943

Aizoaceae Mesembryanthemum sp Ca-oxalate Pobeguin 1943

Nyctaginaceae Pisonia nitida Ca-oxalate Pobeguin 1943

Ordre des Capparales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Brassicaceae Barbarea vulgaris Ca-oxalate Webb and Arnott 1982




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Polygonales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Polygonaceae Pobygonum hydropiper Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Rumex: nervosus Ca-oxalate Doaigey 1991
Rumex sp Ca-oxalate Schneider 1901
Rbeuns sp Ca-oxalate Schneider 1901
Rbeum rbabarbatum Ca-oxalate California Poison Control System
Ordre des Malvales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Tiliaceae Corcorus pilobolus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Tilia argentea Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Tilia spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Sterculiaceae Theobroma cacao Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Bombacaceae Adansonia digitata Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Bombax malabaricum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ceiba petandra Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Eriodendron anfractuosum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Malvaceae Sida rhombifolia Ca-oxalate Molano-Flores 2001
Gossypinm spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Hibiscus spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Hibiscus esculentus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Salicales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Salicaceae Salix p Ca-oxalate Schneider 1901
Populus sp Ca-oxalate Schneider 1901
Ordre des Primulales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Primulaceae Analgallis pp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Cyclamen spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Violales
Famille Genre espece type d'oxalate référence
Caricaceae Carica papaya Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Cucurbitaceae Citrullus colocynthis Ca-oxalate Doaigey 1991
Flacourtiaceae Hydnocarpus lanrifolia Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Taraktogenos knrzii Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Loasaceae Blumenbachia hieronymi Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Begoniaceae Begonia sp Weddelite Frey - Wyssling 1981
Begonia viandsi Ca-oxalate Pobeguin 1943
Ordre des Rosales
Famille Genre espece type d'oxalate référence
Rosaceae Qunillaja p Ca-oxalate Schneider 1901
Prunus salicina Ca-oxalate Sanchez-Alonso and Lachica 1988
Prunus avium Ca-oxalate Sanchez-Alonso and Lachica 1988
Prunus anygdalus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Pyrus malus Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Kerria sp. Ca-oxalate Pobeguin 1943
Saxifragaceae Ribes rubrum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ribes spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Arisaena triphyllum Ca-oxalate California Poison Control System
Ordre des Cornales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Cornaceae Aucuba spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Celestrales
Famille Genre espece type d'oxalate référence
Celastraceae Celastrus paniculatus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
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Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Fabales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Mimosaceae Mimosa pudica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Fabaceae Medicago truncata Ca-oxalate Mec Conn and Nakata 2002
Phaseolus vulgarss Ca-oxalate Barnabas and Arnott 1990
Phaseolus multiformus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Canavalia ensifornis Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Glycine max Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Glycine gracilis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Cercidium Sloridum Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Cercis canadensis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Cercis siliquastrum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Dolichos biflorus Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Lupinus Iutens Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Acacia mellifera Ca-oxalate Goutlay and Grimes 1994
Acacia karoo Ca-oxalate Goutlay and Grimes 1994
Acacia nilotica Ca-oxalate Goutlay and Grimes 1994
Acacia albida Ca-oxalate Goutlay and Grimes 1994
Acacia tortilis Ca-oxalate Goutlay and Grimes 1994
Canavalia sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995

Ordre des Myrtales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Myrtaceae Euncalyptus erythrocorys Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Eucalyptus spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Trapaceae Trapa bispinosa Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994

Onagraceae Ludwigia adscendens Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Ludwigia octovalvis Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Oenothera biennis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Oenothera Lamarckiana Ca-oxalate Pobeguin 1943
Clarkia elegans Ca-oxalate Pobeguin 1943

Combretaceae Terminalia catappa Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Lythraceae Rotala hippuris Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Rotala indica Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Rotala rotundifolia Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Rotala wallichii Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Euphorbiales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Buxaceae Simmondsia chinensis Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Euphorbiaceae  Claoxylon Ca-oxalate Franceschi 2001
Euphorbia peplis Ca-oxalate Doaigey 1991
Ricinns Communis Ca-oxalate Doaigey 1991
Tragia ramosa Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Tragia saxicola Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Aleurites spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Croton spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Tiglium officinalis Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Bracharia humidicola Ca-oxalate Tokarnia et al. 2002
Ordre des Sapindales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Hippocastanaceae Aesculus hyppocastanum Whewellite Frey - Wyssling 1981
Anacardiaceae Rhus spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Aceraceae Acer spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Rutaceae Citrus medica Whewellite Frey - Wyssling 1981
Citrus anrantinm Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Citrus spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Zygophyllaceac*  Balanites aegypta Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Meliaceae Amoora robituka Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Trichillia emetica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Sapindaceae Cardiospermum halicacabum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Staphyleaceae Staphylea pinnata Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Rhamnales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Vitaceae Cissus antartica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Vitis vinifera Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Parthenocissus sp Ca-oxalate California Poison Control System




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Geraniales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Oxalidaceae Oxcalis cornicnlata Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Oxalis Stricta Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Oxcalis spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Geraniaceae Geraninm robertianum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Geraninm spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Apiales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Araliaceae Hedera helix Ca-oxalate Pobeguin 1943
Apiaceae Ammi majus Ca-oxalate Doaigey 1991
Aethusa cynapinm Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Anethum graveolens Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Anthriscus cerefolinm Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Apium graveolens Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Carum carvi Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Coriandyum sativnm Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Dauncus carota Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Foeniculum vulgare Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Pastinaca sativa Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Petroselinum sativum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Pimpinella anisum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Ordre des Santanales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Loranthaceae Loranthus 5p Ca-oxalate Pobeguin 1943
Ordre des Gentianales
Famille Genre espece type d'oxalate référence
Apocynaceae Nerium oleander Ca-oxalate Doaigey 1991
Asclepiadaceac  Calotropis procera Ca-oxalate Doaigey 1991
Pergularia tomentosa Ca-oxalate Doaigey 1991




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Polygalales
Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Polygalaceae Pobygala butyracea Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Proteales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Proteaceae Macadamia ternifolia Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Haloragales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Haloragidaceaec  Myriophyllum 5p Ca-oxalate Pobeguin 1943

Ordre des Solanales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence
Solanaceae Datura stramoninm Ca-oxalate Doaigey 1991
Hyoscyamuns mnticus Ca-oxalate Doaigey 1991
Solanum nigrum Ca-oxalate Doaigey 1991
Solanum dulcamara Ca-oxalate Schneider 1901
Withania somnifera Ca-oxalate Doaigey 1991
Capsicum annunm Ca-oxalate Horner and Wagner 1992
Atropa belladona Ca-oxalate Schneider 1901
Physalis sp Ca-oxalate Schneider 1901
Nicotiana sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995
Lycopersicon esculentum Ca-oxalate Bouropoulos et al. 2001
Convolvulaceae  Convolvulus arvensis Ca-oxalate Doaigey 1991

Ordre des Scrophulariales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Oleaceae Olea enropeae Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Scrophulariaceae  Limnophila aromatica Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Limnophila indica Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994
Limnophila sessiliflora Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994

Limnophila sp Ca-oxalate Kuo-Huang et al 1994




Annexe 1: Liste des plantes contenants de l'oxalate (suite)

Annex 1: List of oxalate containing plants (continued)

Ordre des Lamiales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Pedialiaceae Sesamum indicum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Sesamum radiatum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Rubiales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Rubiaceae Coffea spp Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Psychotria sp Ca-oxalate Horner and Wagner 1995

Ordre des Dipsacales

Famille Genre espece type d'oxalate référence

Caprifoliaceae Sambucus nigra Whewellite Pobeguin 1943

Dipsacaceae Cephalaria procera Ca-oxalate Webb and Arnott 1982

Ordre des Asterales

Famille Genre espece type d'oxalate  référence

Asteraceae Helianthus annuus Ca-oxalate Franceschi and Horner 1980
Centanrea Jacea Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Scorzonera hispanica Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Silybum marianum Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
Tragopogon major Ca-oxalate Webb and Arnott 1982
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FIG. 56.—Scanning electron microscope photographs of crystal morphologies obtained during abiotically mediated synthesis of calcium carbonate in the presence of exopolysaccharides and amino acids. Abscissa: Blank (no amino acids present), Gln, L-glutamine, Glu, L-glutamic acid, Asp, L-aspartic acid.
Coordinates: xanthan content (a glucose and mannose polymer), from 0.0% (absence of xanthan) to 0.1, 0.5 and 1.0% w/v. A) Euhedral calcite crystals. B) Subhedral and denderitic calcite crystals. Dendritic crystals show two different morphologies: diffusion-limited aggregation clusters and ordered dendrites.
C) Crystal morphologies become chunkier, leading to imbricated twins. Some euhedral thombohedra are preserved. D) Agglomerated twins tending to form sphetes. E) Euhedral calcite thombohedra associated with vaterite spherulites composed of either short needle monocrystals or an agglomerate of
small euhedral crystals. F) Imperfect calcite rhombohedra are present with vaterite spheres. General structure of vaterite spherulites is similar to part E. G) Rare spherulitic vaterite associated with calcite rhombohedra. Edges of calcite crystals are smoother than in part A, and they tend to form imbricated
twin clusters. H) Vaterite and calcite spherulites. Calcite appears as imbricated twin clusters. In addition, both vaterite and calcite can be characterized by fibro-radial spheres. I') Upper part: vaterite spiky agglomerates and cauliflower-shaped calcite. Bottom part: left, calcite rhombohedra; right, epitactic growth
of a hexagonal vaterite crystal on a calcite substrate forming cauliflower clusters. J) Spiky agglomerate of vaterite starting to form a sphere, and a rough calcite spherulite. K) Calcite spheres. The arrow shows remains of a thombohedron emphasizing the transition between imbricated twin clusters shown in
parts G and H and the structure of spheres formed by styloidic crystals. Double sphere of calcite showing a structure close to fibro-radial spheres and composed by styloidic monocrystals. L) Fibro-radial calcite and vaterite spheres with a smooth surface associated with spiky vaterite spherulites (arrow). M)
Fibro-radial calcite spherulites (right). Spiky vaterite agglomerate (left). N) General view of spiky vaterite spherulites associated with calcite spheres. Flat shapes are due to contact of the surface of the medium with the atmosphere. O) Calcite spheres. Some spheres are constituted by stacked flat monocrystals,
which can be compared with spheres formed by styloidic crystals shown in part K. P) General view of vaterite and calcite spheres. Vaterite spherulites are characterized by the agglomeration of large monocrystals, whereas calcite spheres are smooth and fibro-radial.
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Annexe 3 (suite) : Légende en francais de la figure 56

Annex 3 (continued) : French caption of figure 56

FIG. 56. — Vue au microscope électronique a balayage des cristaux produits pendant la synthése

abiotique de cristaux de carbonate de calcium en présence d’exopolysaccharide et d’acides
aminés. En abscisse : blanc (sans acides aminés ajoutés), Gln, L-glutamine, Glu, L-glutamate,
Asp, L-aspartate. En ordonée : concentration de xanthane (polymeére de glucose, mannose et
pyruvate) de 0.0% (absence de xanthane) a 1% p/v. A) Cristaux de calcite automorphes. B)
Cristaux de calcite sub-automorphes et en dendrites. Les dendrites sont soit organisées selon un
mode¢le d’agrégation par diffusion limitée soit ordonnées. Quelques rhomboedres sont préservés.
D) Agglomérats de macles tendant a former une sphere. E) Rhomboedre de calcite automorphe
associé a des sphérulites de vatérites composées soit de petites aiguilles soit de petits cristaux sub-
automorphes. F) Rhomboedres calcitique imparfaits associés a des spheres de vatérites. La
structure des sphérulites de vatérites est similaire a la description de E. G) Quelques rares
sphérulites vatéritiques associées a des rhomboedres de calcite. Les angles des cristaux de calcite
sont plus arrondis quen A, et ceux-ci tendent a former des macles imbriqués. H) Sphérulites
calcitiques et vatéritiques. La calcite se présente sous forme d’agrégats de cristaux maclés. I)
Haut : agglomérat en hérisson de vatérite et calcite formant une structure en choux fleur
(framboide). Bas : Rhomboéedre de calcite (gauche) et cristal de vatérite hexagonal poussant en
épitaxie sur de la calcite en choux fleur. J) vatérite en hérisson avec une morphologie
s’approchant de la sphere et sphérulite calcitique rugueuse. K) Sphéres de calcite. La fleche
indique un reste de thomboedre montrant bien la transition entre les agrégats de cristaux maclés
(G et H) et les spheres formées de cristaux stiloidiques. Spheres de calcite accolées montrant une
structure fibroradiaire composée de cristaux stiloidiques. L) Calcite fibroradiée et sphérulites de
vatérite a surface lisse associée a de la vatérite en hérisson (fleche). M) Sphérulite de calcite fibro-
radiée (droite) et agglomérat de calcite en hérisson (gauche). N) Vue générale de spheres vatérite
en hérissons associées a des sphéres calcitiques. Les formes plates sont dues au contact de la
surface de la solution. O) Spheres de calcite. Quelques spheres sont formées de monocristaux
applatis qui sont comparables aux cristaux stiloidiques décrits en K. P) Vue générale de spheres
calcitiques et vatéritiques. Les sphéres vatéritiques sont caractérisées par l'agglomération de

cristaux massifs alors que la calcite apparait lisse avec une structure finement fibroradiée.
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Abstract Some commonly found species of soil bacteria
use low molecular weight organic acids as their sole
source of carbon and energy. This study shows that acids
such as citrate and oxalate (produced in large amounts
by fungi and plants) can rapidly be consumed by these
bacteria. Two strains, Ralstonia eutropha and Xantho-
bacter autotrophicus, were cultured on acetate- and ci-
trate-rich media. The resulting CO, and/or HCO;~ react-
ed with calcium ions to precipitate two polymorphs of
calcium carbonate (CaCO,), calcite and vaterite, depend-
ing on the quantity of slime produced by the strains. This
production of primary calcium carbonate crystals by ox-
alate- and citrate-degrading bacteria from soil organic
carbon sources highlights the existence of an important
and underestimated potential carbon sink.

Introduction

In soils, low molecular weight organic acids are usually
associated with microbial decay of organic matter and/or
root secretions in the rhizosphere (see Jones 1998 for a
review). Acetic, citric and oxalic acids produced by fun-
gi during organic matter degradation are able to interact
with metal ions and particularly with calcium (Ca) and
iron (Fe). As fungi constitute an important and ubiqui-
tous biomass in soils and sediments (Gobat et al. 1998;
Verrecchia 2000), these three acids are believed to play
an important role in various biogeochemica cycles
(Cochrane 1958; Verrecchia 1990; Gadd 1999), e.g. the
dissolution of phosphate minerals such as variscite
(AIPO,x2H,0) (IlImer et al. 1995).
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Low molecular weight organic acids, such as acetate,
glyoxylate, succinate, malate and citrate, are used as the
sole carbon and energy sources by many bacteria and are
metabolized through the tricarboxylic acid and glyoxy-
late cycles (Prescott et al. 1995; Lengeler et al. 1999).
Oxalate is used as the sole carbon and energy source by
a limited number of bacterial species. It is assimilated
through either the serine pathway or the glycolate path-
way (Tamer and Aragno 1980). Due to its high oxidation
degree and low molecular weight, the growth yield is
low, about 2.5 g/mol. Despite the low solubility of metal
oxalates (Kps=4x10-9 for Ca oxalate), they can be dis-
solved by oxalate-utilizing bacteria (Chandra and
Shethna 1975; Dijkhuizen et a. 1977; Friedrich et al.
1979; Tamer and Aragno 1980). Generally, the metabolic
role of oxalate in other bacteria remains unclear, but it is
assumed to be used in pH regulation, energy production
from glyoxylate and in aluminum detoxification by some
bacteria (Hamel et a. 1999; Tanner and Bornemann
2000). Ancther reason for bacterial degradation of ox-
alate is its detoxification, as it can easily become toxic
for many strains. Detoxification may occur, as it doesin
some plants using an oxalate oxidase, which produces
CO, and H,0O, from oxal ate (Koyama 1969).

Bacterial heterotrophic aerobic catabolism results in
general in the complete oxidation of the organic electron
and energy source, resulting in the production of CO,
and/or HCO5~ ions. This is the case with citrate and ox-
alate (Blackmore and Quayle 1970; Prescott et al. 1995;
Lengeler et al. 1999). In natural environments, carbonate
ions will rapidly react with Ca2* to precipitate CaCO,
when the required conditions are reached.

The aim of this study is to show that low molecular
weight organic acids such as citrate and oxalate pro-
duced in large amounts by fungi and plants can rapidly
be consumed by soil bacteria. This consumption results
in CO, and/or HCO4~ production and, after reacting with
calcium ions, Ca carbonate is precipitated. Particular
attention is paid to Ca oxaate crystals (weddellite
and whewellite) commonly associated with fungi
(Clémengon 1995; Dutton and Evans 1996) and with



Fig. 1 Clear zones (arrows) obtained during oxalate dissolution
by Ralstonia eutropha colonies

some plants (Horner and Wagner 1995; Franceschi
2001). These crystals may constitute a large metastable
substrate for bacteria.

Materials and methods

The bacteria used in this study were Ralstonia eutropha H16 (syn:
Alcaligenes eutrophus, DSM: 428, ATCC 17699) and Xanthobac-
ter autotrophicus (DSM 432, ATCC 35674). These bacteria are
ubiquitous and most easily found in oxalate-rich litters such as
those associated with Oxalis, Rumex, Rheum and Eucalyptus.
These two bacterial strains were obtained from the Neuchétel Uni-
versity Microbiology Laboratory (LAMUN). Both species metab-
olize oxalate through the glycolate pathway.

Bacteria were grown at 26°C on citrate containing media
(Merck yeast extract 4.0 g/l; Fluka tricalcium dicitrate 2.5 g/l;
Merck agar-agar 15.0 g/l) and on a Schlegel minera medium
(Aragno and Schlegel 1991) containing calcium oxalate (first lay-
er: NaHPO,x12H,0 9.0 g/l, KH,PO, 1.5 g¢/l, NH,CI 1.0 g/,
MgSO,x7H,0 0.2 g/l, anmoniacal ferric citrate 0.005 g/l, CaCl,
0.01 g/l, ZnSO,x7 H,0O 50 pg/l, MnCl,x4H20 15 pg/l, H;BO,
150 pg/l, CoCl,x6 H,O 100 pg/l, CuCl,x2H,0 50 pg/l,
NiCl,x6H,0 10 pg/l, NaM00O,x2H,0 15 pg/l, agar 15 g/l; second
layer: Schlegel mineral medium to which was added calcium ox-
aate monohydrate 4 g/l). On both media, consumption of citrate
or oxaate was indicated by the formation of a clear zone around
the colonies, due to the dissolution of Ca citrate and Ca oxalate
(Fig. 1). In order to obtain more CaCO; crystals, bacteria were
grown on a B4 medium (Merck yeast extract 4.0 g/l; Merck calci-
um acetate 2.5 g/l; Merck agar-agar 15 g/l). After 20 days, crystals
were collected from the bacterial colony and washed in a saturated
calcium hypochloride solution (to remove organic matter) until the
solution remained clear. Crystals were analyzed by X-ray diffrac-
tion (XRD) using a Scintag diffractometer, and observed with a
Philips XL 30 ESEM and XL 20 SEM. The XL 30 ESEM was
coupled to an EDS microprobe.

In order to monitor the conditions for crystal growth on oxalate
and its effect on the medium, liquid cultures were made in a
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Schlegel medium (Schlegel mineral medium to which was added
K oxalate 4.0 g/l) at 30°C in low agitation. Variations in the medi-
um pH were measured with a Methrom electrode (Herisau, Swit-
zerland). Oxalate consumption has been measured titrimetrically
with KMnO, 0.02 M in the presence of H,SO, 0.1 M. Finally, bac-
terial growth was measured turbidimetrically at 600 nm (using a
Perkin-Elmer spectrophotometer). After total consumption of ox-
alate, CaCl, 1 M was added to the culture media in order to pre-
cipitate the carbonate formed. The resulting precipitate was ana-
lyzed by XRD.

Results

CaCO; crystals were precipitated on acetate- and citrate-
containing media inoculated with either R. eutropha or
X. autotrophicus (Fig. 2A, B). They formed either inside
or close to the colony. Large amounts of other carbonate
crystals identified as calcium phosphate carbonate and
magnesium phosphate carbonate by microprobe analysis
have been found on the Schlegel mineral medium en-
riched with calcium oxaate (Fig. 2C, D).

Ralstonia eutropha produced colorless twin crystals
ranging from 100 pum to 600 um in size, whereas X. auto-
trophicus produced smaller brown spherulites having a
maximum size of 200 um. XRD analysis of crystals re-
vealed that two polymorphs of CaCO; were precipitated
during the growth on acetate- and citrate-rich media.
Ralstonia eutropha preferentially precipitates calcite
crystals, whereas X. autotrophicus mainly precipitates
vaterite spherulites (Fig. 2A, B).

In addition, XRD analyses showed no difference be-
tween crystals produced on acetate and citrate media for
both bacterial strains. On the Schlegel medium, similar
calcium and magnesium phosphate carbonate crystals
were produced by the two strains (Fig. 2C, D). XRD an-
alyses suggest that calcium phosphate carbonate crys-
tals may have a structure similar to rapidcreekite
(Cay(SO,)(COZz)x4H,0) (Roberts et al. 1986).

The growth of R. eutropha and X. autotrophicusin the
liquid Schlegel medium containing potassium oxalate
showed a rapid consumption of oxalate associated with a
continuous increase in pH (Fig. 3). The pH rapidly in-
creases during the exponential growth of the colony and
continues to increase at a lower rate after the stationary
phase has been reached. This can be explained by the re-
lease of metabolites during lysis of dead cells, which are
probably quickly reused by living cells, after the oxalate
source has been totally exhausted. Final pH after 7 days
of incubation was >9.5 in each case. Calculations show
that the theoretical pH should reach a value of 9.55+0.05
after total oxalate consumption, emphasizing the role of
bacteria in providing the required conditions for calcium
carbonate precipitation.

XRD analysis of precipitates obtained by addition of
calcium chloride 1 M indicated the presence of carbonate
in the media. As the Schlegel medium contains large
amounts of phosphates, carbonate ions were not directly
precipitated as calcium carbonate but as calcium phos-
phate carbonate (Cayo(PO,)sCO3). Another byproduct of
the precipitation triggered by CaCl, 1 M is chloroapatite
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Fig. 2 Scanning electron mi-
croscope (SEM) images of cal-
cium carbonate crystals ob-
tained in bacterial culture

(A, B) and SEM view of mag-
nesium calcium carbonate
phosphate (C, D) obtained in
bacterial culture (Ralstonia
eutropha and Xanthobacter
autotrophicus). A calcite crys-
tal associated with R. eutropha,
B vaterite spherulite associated
with X. autotrophicus, C mag-
nesium phosphate carbonate,

D calcium phosphate carbonate

11 § —@— Daysvs Abs. G00nm*50
] —C— DayswspH
1 —w— Dayswvs [Cxalic acid] g/l

Indices scale
o - [~ W o o o | [+- T . 4]

Xaréhobacter aviotrophicus

(Cas(PO,)3Cl), which is not surprising regarding the
composition of the Schlegel medium. Only chloroapatite
and calcium oxalate have been detected in the control
solutions, highlighting the role played by bacteria in
oxalate oxidation.

Days
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Discussion

Calcium carbonate production by bacteria from low mo-
lecular weight organic acids seems to be a common and
rapid process. On acetate- and citrate-containing media,
results clearly show the influence of bacteria on the min-
eralogical nature and shape of CaCO; crystals produced
on similar media. Precipitation of biogenic calcite crys-
tals is quite common (Boquet et a. 1973; Simkiss and
Wilbur 1989). However, biogenic production of vaterite
has only been reported for a few groups (Lowenstam and
Weiner 1989). It is known that organic matter and medi-
um viscosity can influence CaCO; crystallization
(Kitano and Hood 1965; Cailleau et a. 1979; Addadi
et a. 1990; Buczynski and Chafetz 1991). This point is
particularly important in this study because one of the
main cultural characteristics differentiating the two
strains studied is the amount of slime produced (mainly
exopolysaccharides composed of glucuronic acid, glu-
cose and mannose). Indeed, X. autotrophicus secretes

Fig. 3 Variations in indices [cell density measured turbidimetri-
cally at 600 nm, pH and oxalic acid concentration (g/l)] during the
culture of X. autotrophicus (top) and R. eutropha (bottom) in alig-
uid medium



abundant slime, noticeably increasing the viscosity of
the media (Wiegel 1991).

The influence of organic matter, exopolysaccharides
and polyaspartate in the precipitation of vaterite can also
be found in nature (Falini et a. 1998; Gower and Tirrell
1998). Vaterite crystals similar to those obtained in this
study have recently been found in Lake Issyk-Kul
(Kyrgyzstan) and have been attributed to Synechococcus
activity in mucilagenous mats containing polyaspartate
(Giralt et al. 2001). However, asthereis a great diversity
in the composition, chemical and physical properties of
bacterial slimes (see Sutherland 2001a, b, ¢ for a re-
view), it is premature to conclude that every bacterial
strain producing slime will precipitate vaterite crystals.

Culture in liquid and solid Schlegel oxaate media
demonstrate that bacteria change the medium conditions,
allowing calcite precipitation. Rapid consumption of ox-
alate in liquid media and production of calcium and
magnesium phosphate carbonate on solid media suggests
that large amounts of calcium oxalate or free oxalic acid
are probably rapidly transformed into secondary Ca car-
bonate in soils. This hypothesis is supported by biogeo-
chemical studies (Verrecchia and Dumont 1996), soil
biology (Cromack et al. 1977) and soil micromorphology
(Verrecchia 1990; Monger et a. 1991).

Conclusion

CaCO; crystals can easily be produced by two common
oxalate-degrading bacteria, R. eutropha and X. auto-
trophicus. Crystals, and particularly vaterite spherulites,
can be identified in soils where soil bacteria have been
involved in CaCO; precipitation. The two bacteria de-
scribed in this study use oxalate and citrate as a carbon
and energy source. The biogeochemical implications of
oxalate consumption and carbonate production by bacte-
ria in soils and surficial sediments emphasizes the exis-
tence of an important and underestimated potential car-
bon sink.
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Giralt et al. (2001) reported the formation of microbial biscuits of vaterite
in Lake Issyk-Kul (Republic of Kyrgyzstan). Although they state that the
trigger mechanisms for the natural precipitation of vaterite remain unclear,
they propose an explanation of the origin for the vaterite biscuits involving
bacterial activity. Our recent research seems to support their hypothesis,
although the way we obtain vaterite precipitation is not strictly related to
lacustrine or natural aqueous environments.

We have used laboratory cultures to demonstrate the ability of some soil
bacteria to transform an oxalate carbon source into carbonate, a hypothesis
supported by observations (Cromack et al. 1977; Verrecchia et al. 1993)
and biogeochemical studies (Verrecchia and Dumont 1996). The bacteria
used were isolated by Tamer and Aragno (1980) and identified as Xantho-
bacter autotrophicus (DSM 432, ATCC 35674, syn.: Corynebacterium au-
totrophicum), previously described by Wiegel et al. (1978). The bacteria
were grown in a B4 media (Boquet et al. 1973) to which calcium acetate
or calcium citrate was added. In this experiment, the only way to produce
carbonate ions involves bacterial metabolism using the wide range of car-
bon sources contained in the yeast extract, including acetate and citrate
(Fig. 1). Moreover, X. autotrophicus is able to produce a lot of exopoly-
saccharide and polyglutamine (Wiegel 1991).

In our experiments, bacterial metabolism lead to the production of cal-
cium carbonate (CaCO;) crystals inside the medium, associated with the
bacteria colonies. X-ray diffraction of the samples shows that the carbonate
mineral forming these crystals is vaterite and not calcite. The shape of the
crystals (Fig. 2A) is similar to those described by Giralt et al. (2001). A
blank experiment was conducted with the same medium exposed to the
same conditions of humidity and temperature, but the medium was not
inoculated. No crystals were formed under these conditions. This empha-
sizes the significant role of bacteria in the precipitation of crystals. The
lack of crystals in the blank experiments means the crystals associated with
the bacterial colonies cannot be artifacts due to the desiccation of the me-
dium.

In order to verify that the X. autotrophicus strain is related to vaterite
production, another bacterium, Alcaligenes eutrophus (syn.: Ralstonia eu-
tropha), was chosen to produce calcium carbonate under the same exper-
imental conditions. Alcaligenes eutrophus does not produce any polyglu-
tamine and much less polysaccharide than X. autotrophicus as observed in
the culture. Using exactly the same media inoculated with A. eutrophus,
calcite is precipitated instead of vaterite (Fig. 2B). The change of media
(acetate-rich instead of citrate-rich media) did not affect the result: X. au-
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AA + sugars Blomas
Ca2?* + 2 acetate —— 0032-
Ca?2* + 2citrate ‘—-—"‘”‘ Energy
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totrophicus and A. eutrophus produce crystals of vaterite and calcite re-
spectively.

Giralt et al. (2001) explain the precipitation of vaterite by “‘local super-
saturation in the microenvironment in which nucleation and growth of cal-
cium carbonate occur, . . . the presence of polyaspartates in the mucilagi-
nous mat of bacteria [favoring] the epitaxial precipitation of oriented va-
terite fibers’ (p. 433). Our experiments suggest a crucial link between the
presence or absence of exopolysaccharides produced by the bacteria and
the nature of the mineral precipitated, i.e., vaterite instead of calcite. More-
over, we have cultured bacteria in a mineral liquid medium containing
oxalate in order to control the pH during bacterial oxidation of low-mo-
lecular-weight organic sources. The initial pH of the medium was pH =
7. After seven days and total consumption of the carbon source, the final
pH was pH = 9.5 indicating stable conditions for calcium carbonate pre-
cipitation and preservation.

Although the general chemical conditions, crystal mineralogy, and mor-
phology obtained in our laboratory experiments are in total agreement with
Giralt et al.’s (2001) observations, it is still possible that the Lake Issyk-
Kul vaterites might be a post-sampling artifact. Giralt et al.’s samples from
dredged sediments of Lake Issyk-Kul were “‘stored in plastic bags for
study’™ (p. 430). It is possible that the micro-scale vaterite crystals Giralt
et al. described could have been produced by bacteria during storage. This
is indirectly suggested by the authors when they noted that the microbial
biscuits “‘could form very recently’’ (Giralt et al., p. 434). In addition,
microbial biscuits are present only in surficial sediments. This can be ex-
plained by the fact that appropriate bacteria able to transform carbon sourc-
es into vaterite are present only in these favorable environments (aerobic
strains).

In conclusion, although it is always possible to get artifacts with micro-
biological material, Giralt et al. (2001) throw light on a new possible source
of secondary calcium carbonate, one involving transformation of vaterite
into calcite. They bring new observations and arguments for a likely mi-
crobial mediation in the precipitation process of this CaCO,, indirectly
emphasizing two main consequences: (1) many secondary calcite continen-
tal deposits could result from a vaterite source, a possibility that is widely
underestimated because of the difficulty of detecting primary vaterite,
which transforms into calcite very rapidly; and (2) the possibility for mi-
croorganisms to precipitate a mineral phase such as vaterite or calcite from
organic carbon. This latter process undoubtedly constitutes a new potential
carbon sink.

a2+ —»CaCOg

Fi6. 1.—Possible metabolic pathways leading
1o carbonate precipitation in bacteria. AA,
amino-acids; TCA, tricarboxylic acid cycle; GA,
glyoxylic acid cycle.
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Fic. 2.—Scanning electron microscope
photographs of A) vaterite crystal obtained from
the Xanthobacter autotrophicus cullure, and B)
calcite crystal obtained from the Alcaligenes
eutrophus culture.
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Braissant and Verrecchia's discussion of our paper on microbial biscuits
of vaterite in Lake Issyk-Kul (Republic of Kyrgyzstan) clearly contributes
to a better understanding of the complexity of anhydrous and unstable
vaterite. They support the role of bacteria in the formation of vaterite in
the sediments of Lake Issyk-Kul using bacterial cultures in a media doped
by calcium acetate and calcium citrate, Their results seem to prove that the
high production of carbohydrates and proteins in the bacterial mucilaginous
product of the X. Autotrophius bacteria contributes to vaterite formation
whereas other experimental cultures carried out with bacteria producing
less polysaccarides precipitate only calcite.

Three main factors should be pointed out in an attempt to clarify the
natural occurrence of vaterite on top of the sediments of Lake Issyk-Kul,
the main point challenged by Braissant and Verrecchia. First, the external
shape of vaterite obtained by Braissant and Verrecchia (Fig. 2A) resemble
the microbial biscuits found in Lake Issyk-Kul, but in the absence of a
meriodional section of these spherical forms, it is difficult to state that both
spherical forms are identical. Vaterite occurrences reported by other authors
show similar external morphologies but with very different origins (Kralj
et al. 1994; Kralj et al. 1997; Manoli and Dalas 2001; Sondi and Matijevic
2001).

Second, Braissant and Verrecchia refer to the possibility of post-sam-
pling artifacts as the origin of the microbial biscuits in Lake Issyk-Kul.
The plastic bags that were used to collect the samples were perfectly clean,
and they never contained any organic component that could induce vaterite
formation. Moreover, subsequent field surveys have found similar micro-
bial biscuits in dredged samples, visually identified on board after washing
some sediment, just after the recovery of the dredge. Thus, the origin of
the vaterite is not due to a post-sampling artifact. The vaterite biscuits form
under natural conditions in the lake sediments.

Third, the Lake Issyk-Kul sediments also contain calcium carbonate min-
eral phases like monohydrocalcite that is also considered to be unstable,

Monohydrocalcite is the main mineral phase for the upper 80 ¢cm of the
sedimentary infill, and this mineral phase represents, on average, 40% of
the total mineral composition. According to a preliminary chronological
framework, this monohydrocalcite layer represents the last 2,000 years
(Giralt et al. 2001). Thus, it seems clear that some inhibitors to calcite
precipitation must play an important role in favoring precipitation and sta-
bilization within the sediments of these unstable carbonate mineral phases
(Kanakis et al. 2001; Kitamura 2001). In this environment, oversaturated
with respect to calcite and with inhibitors to its precipitation, the presence
of bacterial activity in the bottom and sub-bottom sediments contributing
to the organic matter decay could produce vaterite. In fact, vaterite is con-
sidered an initial phase that gradually transforms to calcite. and this trans-
formation is just a matter of time. Therefore, the suggestion that microbial
biscuits *‘could form very recently” must be understood in a broad geo-
logical sense of several centuries, and not just a few days or weeks.
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BACTERIALLY INDUCED MINERALIZATION OF CALCIUM CARBONATE IN TERRESTRIAL
ENVIRONMENTS: THE ROLE OF EXOPOLYSACCHARIDES AND AMINO ACIDS
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AsstracT:  Thisstudy stressestherole of specific bacterial outer struc-
tures (such as glycocalix and parietal polymers) on calcium carbonate
crystallization in terrestrial environments. The aim is to compare cal-
cium carbonate crystals obtained in bacterial cultures with those ob-
tained during abiotically mediated synthesis to show implications of
exopolysaccharides and amino acids in the mineralogy and mor phology
of calcium carbonate crystals produced by living bacteria. Thisisdone
using various amounts of purified exopolysaccharide (xanthan EPS)
and L-amino acids with a range of acidities. Amino acids and increas-
ing xanthan content enhance sphere formation in calcite and vaterite.
Regarding calcite, the morphology of crystals evolves from rhombo-
hedral to needle shape. This evolution is characterized by stretching
along the c axis as the amino acid changes from glutamine to aspartic
acid and as the medium is progressively enriched in EPS. Regarding
vaterite, the spherulitic habit is preserved throughout the morpholog-
ical sequence and starts with spheres formed by the agglomeration of
short needles, which are produced in a xanthan-free medium with glu-
tamine. Monocrystals forming spheres increase in size as xanthan is
added and the acidity of amino acids (glutamic and aspartic acids) is
increased. At high xanthan concentrations, amino acids, and mainly
aspartic and glutamic acids, induce vaterite precipitation. The role of
the carboxyl group is also probably critical because bacterial outer
structures associated with peptidoglycan commonly contain carboxyl
groups. This role, combined with the results presented here, clearly
demonstrate the influence of bacterial outer structure composition on
the morphology and mineralogy of bacterially induced calcium car-
bonate. This point should not be neglected in the inter pretation of cal-
cite cements and carbonate accumulations in terrestrial environments.

INTRODUCTION

Microbiologically induced mineralization is defined as processes leading
to inorganic mineral deposits by adventitious precipitation. This precipi-
tation arises from secondary interactions between various metabolic pro-
cesses producing carbonate species and the surrounding environment
(Mann 2001). Mineral precipitation by microbes has been known about for
along time (see historical aspects in Ehrlich 1996, 1998). Among bacte-
rially precipitated minerals, carbonates, and in particular calcium carbonate
(CaCO,) in numerous forms, are probably the most important (Ferris et al.
1989). Bacterially precipitated calcite (in terrestrial environments), and ara-
gonite and high Mg calcite (in marine environments) have been described
many times in the literature (e.g., Boquet et al. 1973; Castanier et a. 2000;
Chafetz 1986; Krumbein 1979). Although other species of calcium carbon-
ate minerals are only rarely associated with bacterial activity, there are a
couple of recently described examples: vaterite precipitation by the soil
bacteria Xanthobacter autotrophicus (Braissant et a. 2002; Braissant and
Verrecchia 2002) and monohydrocalcite (CaCOs - H,0) by the halophilic
bacteria Halomonas eurihalina (Rivadeneyra et a. 1998). The ecology of
the microbes associated with vaterite and monohydrocalcite is consistent
with the lacustrine environment in which the crystals formed (Giralt et al.
2001; Krumbein 1975) and not due to the activity of exotic strains under
exceptional conditions. To our knowledge, microbialy induced ikaite
(CaCO; - 6H,0) has not been reported, probably because of its instability.
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Fic. 1.—X-ray diffractograms of CaCOj crystals associated with A) Xanthobacter
autotrophicus and B) Ralstonia eutropha cultures. These diffractograms correspond
perfectly to vaterite (A) and calcite (B), respectively.
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Dolomite (CaMg(CO,),) has been reported by Warthmann et a. (2000) to
be precipitated by Desulfonatovibrio in anoxic marine environments.

Despite numerous reports of calcium carbonate precipitation by microbes
and the important biomass they represent in soils, accumulation of terres-
trial carbonates is still generally attributed to physicochemical processes
(Lal et a. 2000). In this paper, it is demonstrated that rel ationships between
morphologies and mineralogies of CaCO; encountered in soils and surficial
sediments reveal a bacterial influence related to microbial biofilms. This
study stresses the role of a specific exopolysaccharide (xanthan EPS) and
amino acids on cacium carbonate crystallization in terrestrial environ-
ments.

In marine environments, outer structures such as the cyanobacteria S-
layer have aready been recognized as the main crystalline biostructure able
to act as a nucleus for calcium carbonate growth (see review in Schultze-
Lam et d. 1992, 1996 and Smarda et a. 2002). Most microbial cells in
natural environments form communities inside microbial biofilms (Decho
1990, 2000; Sutherland 2001 a, 2001 b). Therefore, exopolysaccharides
(EPS) and amino acids most likely play an essentia role in calcium car-
bonate morphology and mineralogy. This study investigates the potential
relationships between EPS, amino acids, oxidative soil bacteria, and cal-
cium carbonate crystals using conventional bacterial cultures and abioti-
cally mediated calcium carbonate synthesis. The aim is to compare calcium
carbonate crystals obtained in bacterial cultures with those obtained during
abiotically mediated synthesis. This is done using various amounts of pu-
rified EPS and L-amino acids with a range of acidities and frequently as-
sociated with mucilages.

MATERIALS AND METHODS

Bacterialy mediated calcium carbonate crystals were obtained after 20
days culturing of Xanthobacter autotrophicus (syn: Corynebacterium au-
totrophicum, DSM 432, ATCC 35674) and Ralstonia eutropha H16 (syn:
Alcaligenes eutrophus, DSM: 428, ATCC 17699) on a B4 medium kept at
26°C (Merck yeast extract 4.0 g/L; Merck calcium acetate 2.5 g/L; Merck
agar-agar 15 g/L: Boquet et a. 1973). These two strains are oxidative
terrestrial bacteria commonly found in soils and sediments. In the cultures,
the main difference between the two strains is the amount of polysaccharide
produced: X. autotrophicus is surrounded by a large amount of slime,
whereas R. eutropha produces only an extremely low amount of glycocalix
(Holt et a. 1993). The pH was not monitored during culturing, but final
pH was > 9 as revealed by a droplet of pH indicator. Uninoculated Petri
dishes were kept as a sterility control.

Abioticaly mediated crystals have been obtained by precipitation from
aCaCl, / (NH,),CO;, reaction inside a polysaccharidic medium (EPS) with
various types of L-amino acids. The aim of this experiment is to simulate
precipitation of calcium carbonate in an EPS-rich environment without in-
volving living bacteria. Ten runs of this experiment have been conducted.
The synthesis was performed using a CaCl, 0.05 M solution to which was
added: (1) 1.0% (w/v) amino acids (L-glutamine, L-glutamic acid and L-
aspartic acid. These amino acids were chosen because they are commonly
found in the parietal structures of many bacteria, e.g. polyglutamate in
Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis, Sporosarcina halophila,
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polyglutamine in the genus Xanthobacter and Flexithrix, and finally po-
lyaspartate in Synechococcus sp.); and (2) 0%, 0.1%, 0.5% and 1.0% (w/
V) concentrations of xanthan from Sigma™ (a bacterial EPS mainly com-
posed of mannose and glucose). The pH of this solution was adjusted to
8.4 (the pH of calcite stability at 1 atm and 25°C) before adding xanthan.
The solution was sterilized by autoclaving at 121°C for one hour. After
sterilization, the solutions were placed in Petri dishes that remained for 20
days in ethanol-washed desiccators filled with (NH,),CO;. Petri dishes
were examined with a binocular microscope to control possible presence
of contaminants.

Crystals obtained in bacteria cultures, as well as in the abiotic experi-
ment, were both isolated by either sedimentation or directly from the cul-
ture using precision tweezers. The crystals obtained were gold coated and
observed with a Philips XL20 SEM. Crystals sampled from bacteria col-
onies were previously washed in saturated calcium hypochlorite solution
in order to remove organic matter from the surfaces of the crystals. Samples
of bacterial colonies bearing crystals were fixed with glutaraldehyde (5%),
immediately dehydrated in ethanol, and air-dried after ethanol replacement
by tetramethylsilane (TMS; Dey et a. 1989). These samples were gold
sputter coated for 60 seconds to give a 23 nm gold coating, and observed
with a Philips XL20 SEM. Crystals were analyzed by X-ray diffraction
(XRD) using a Scintag diffractometer and by an energy-dispersive spec-
trometry (EDS) microprobe coupled with a Philips XL30 environmental
scanning electron microscope (ESEM). Calcite and vaterite mineralogies
were determined by cross checking XRD analyses, crystal habits, and rel-
ative proportions of each phase plus comparison of observed crystal shapes
with shapes documented in the literature.

RESULTS
Calcium Carbonate Crystals Obtained in Bacterial Cultures

Bacterially mediated crystals were found mostly on the surfaces of col-
onies. They have various mineralogies and morphologies. In terms of min-
eralogy, X. autotrophicus produced mainly brown vaterite spherulites rang-
ing from 50 wm to 200 wm in diameter, with a small fraction of calcite
crystals (Fig. 1A), whereas R. eutropha produced colorless calcite crystals
ranging from 100 um to 600 um in size, with traces of vaterite (Fig. 1B).

Spheres produced by X. autotrophicus show three different monocrystal
(smal individua crystal) arrangements (Fig. 2A-D). Although the overall
sphere shape remains, the morphology of individual crystals forming the
sphere varies from a fan shape to a needle (Fig. 3). The crystals are or-
ganized around a central point and grow radialy to form the sphere. Ac-
cessory shapes are aso associated with the spheres. They are made of either
a polyhedral assemblage of cacite crystals or a mixture of cacite and
vaterite. Two main morphologies have been observed. ** Fried egg’’ shapes
are probably formed at the surface of the colony (Fig. 2E-G). The sub-
spherical part is constituted by vaterite and grows on a lens- to plate-shape
calcite surface. The flat part is in contact with the atmosphere, the sphere
being inside the colony. Therefore, the general shape is a flipped *‘fried
egg.”’ Cdcite aso forms imperfect spherical clusters made of imbricated
rhombohedra (Fig. 2H).

—

Fic. 2—Morphology of crystals obtained during bacterial growth. A—H, Xanthobacter autotrophicus ; |-P, Ralstonia eutropha. A) Genera view of vaterite spherulites
in cross-polarized light (XPL). B) Close-up of part A showing two different crystal arrangements. Spheres showing a black cross are constituted by needles, whereas other
spheres are formed by clusters of small monocrystals. C, D) Scanning electron microscope (SEM) view of individual (C) and coalescent (D) vaterite spherulites. The
surface of the sphere is not smooth and shows a mammillated rough topography. E, F) *‘Fried egg’” morphology of accessory crystals. These clusters are constituted by
two parts, a cacitic bottom part having a lens- to plate-shape and a central hemispherical upper part constituted by vaterite crystals of various sizes. G) Detail of the
hemispherical part showing small hexagons of vaterite. H) Imbricated rhombohedra forming imperfect spherical calcite clusters. |) Subhedral to euhedral rhombohedra.
XPL view. J) ESEM view of a calcite flower formed by flat sparitic crystals. K) SEM view of the heart of a calcite flower constituted by crystals forming a spira-like
structure. L) SEM view of a calcite flower with petals formed by thin palissadic crystals. M) XPL view of a calcite cluster constituted by four triangular-shaped crystals
joined at their tip to form a thickened Maltese cross. N) SEM view of a similar crystal shown in part M. O, P) XPL and SEM view of funnel-like crystals.
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Fic. 3—Morphology of individual crystals forming cacium carbonate spheres
associated with Xanthobacter autotrophicus. From left to right: fan-shaped, petal-
like, and needle monocrystals. The two first spheres are vaterite, and the third is
either calcite or vaterite.

Crystals produced by R. eutropha have three main shapes. The two most
common morphologies encountered are euhedral to subhedral rhombohedra
(Fig. 21) and calcite flowers, composed of crystals with euhedral termina-
tions (Fig. 2J-L). The center of the flower is formed by a circular spiral-
like crystal (Fig. 2K). Two other shapes have been observed: thickened
“‘Maltese crosses” (Fig. 2M, N) and, rarely funnels (Fig. 20, P). In blank
uninoculated Petri dishes, crystals were not observed, emphasizing the cru-
cial role of bacteria

Calcium Carbonate Crystals Obtained in Abictically Mediated
Experiments

The reaction between CaCl, and (NH,),CO,, with neither xanthan nor
amino acids present, produces calcite rhombohedra (Fig. 4A), which is not
surprising. However, synthesis of calcium carbonate crystals in mucilagi-
nous solutions results in numerous crystal morphologies, emphasizing the
potential role of EPS in their shape diversity. Synthesis using increasing
concentrations of xanthan without the addition of amino acids leads mainly
to individual and branching crystals. At a low concentration of xanthan
(0.1%), dendritic crystals form. Dendrites can be disordered, and similar to
structures obtained by diffusion-limited aggregation (Fig. 4B), or ordered
aong the main three directions of celcite crystal growth (Fig. 4B). Nev-
ertheless, subhedral rhombohedra remain the most abundant shape (Fig.
4B). At a higher concentration of xanthan (0.5%), the most common shape
(constituting about 90%) is a dendrite-like crystal, which is in fact lacunar
and made of small stacked rhombohedra (Fig. 4C). Around 5% of the
crystals are euhedral rhombohedra (Fig. 4C). The remaining 5% are im-
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bricated rhombohedron twins that form irregular spheroidal clusters (Fig.
4C). When the xanthan concentration reaches 1%, more and more imbri-
cated rhombohedron twins agglomerate until they form subspherical clus-
ters. Whatever the concentration in xanthan, all the crystals obtained in the
amino acid free media are calcitic.

When amino acids are added to the medium, various crystal morpholo-
gies are obtained (Fig. 4E-P). At first glance, it is difficult to clearly see
a trend in morphologies, although the habit becomes more spherical as
xanthan increases. In addition, the two calcium carbonate polymorphs—
vaterite and calcite—are always precipitated during abiotic synthesisin the
presence of amino acids. Nevertheless, the ratio between the two miner-
alogica species seems to be essentialy related to the abundance of EPS
and the nature of amino acids. Aspartic acid, glutamic acid, and glutamine
aways induced vaterite formation at a high concentration of xanthan
(1.0%), athough calcite is still present. Consequently, it is critical to dis-
criminate between the two mineralogies in order to understand the differ-
ence in shapes in Figure 4. Two morphological sequences (Fig. 5) can be
described in relation to increasing EPS content (which acts as aweak acid)
and the acidity of the added amino acid. Glutamine is considered as abasic
amino acid, whereas glutamic and aspartic acids are acidic, aspartic acid
being more acidic than glutamic acid.

Regarding calcite (Fig. 5), the morphological sequence starts with rhom-
bohedra produced in a xanthan-free medium with glutamine (Fig. 4E). The
conditions in this case are the most basic (highest pH) of the total exper-
iment involving amino acids. By adding xanthan and by increasing the
acidity of amino acids (glutamic and aspartic acids), rhombohedron edges
become smoother (Fig. 4G) and crystals form numerous twins, agglomer-
ated around a center (Fig. 4G, H), and finally evolve to fibro-radial spheres
(Fig. 4K-P). This sequence can be summarized by the decrease of the
monocrystal size forming the shape, from calcite rhombohedra to calcite
styloids followed by needles (Fig. 5).

Regarding vaterite (Fig. 5), the spherulitic habit is preserved throughout
the morphological sequence. It starts with spheres formed by the agglom-
eration of short needles, which are produced in a xanthan-free glutamine
medium (Fig. 4E). Nevertheless, some spheres are composed of larger (but
still small) monocrystals (Fig. 4E). These monocrystals increase in size as
xanthan is added and the acidity of amino acids (glutamic and aspartic
acids) isincreased (Fig. 4l, J, L—P). Contrary to the sequence described for
calcite, the vaterite sequence can be illustrated by the increase in the size
of the monocrystals forming the spheres. Nevertheless, in the presence of
glumanine and glutamic acid and a high amount of EPS, vaterite can form
fibro-radial spherulites, which show a black cross in polarized light, as
shown by Dedek (1966). The only way to differentiate calcite from this
vaterite is by using XRD.

P

Fic. 4—Scanning electron microscope photographs of crystal morphologies obtained during abiotically mediated synthesis of calcium carbonate in the presence of
exopolysaccharides and amino acids. Abscissa: Blank (no amino acids present), GIn, L-glutamine, Glu, L-glutamic acid, Asp, L-aspartic acid. Coordinates: xanthan content
(a glucose and mannose polymer), from 0.0% (absence of xanthan) to 0.1, 0.5 and 1.0% w/v. A) Euhedral calcite crystals. B) Subhedral and dendritic calcite crystals.
Dendritic crystals show two different morphologies: diffusion-limited aggregation clusters and ordered dendrites. C) Crystal morphologies become chunkier, leading to
imbricated twins. Some euhedral rhombohedra are preserved. D) Agglomerated twins tending to form spheres. E) Euhedral calcite rhombohedra associated with vaterite
spherulites composed of either short needle monocrystals or an agglomerate of small euhedral crystals. F) Imperfect calcite rhombohedra are present with vaterite spheres.
Genera structure of vaterite spherulites is similar to part E. G) Rare spherulitic vaterite associated with calcite rhombohedra. Edges of calcite crystals are smoother than
in part A, and they tend to form imbricated twin clusters. H) Vaterite and calcite spherulites. Calcite appears as imbricated twin clusters. In addition, both vaterite and
calcite can be characterized by fibro-radial spheres. |') Upper part: vaterite spiky agglomerates and cauliflower-shaped calcite. Bottom part: left, calcite rhombohedra; right,
epitactic growth of a hexagona vaterite crystal on a calcite substrate forming cauliflower clusters. J) Spiky agglomerate of vaterite starting to form a sphere, and a rough
calcite spherulite. K') Calcite spheres. The arrow shows remains of a rhombohedron emphasizing the transition between imbricated twin clusters shown in parts G and H
and the structure of spheres formed by styloidic crystals. Double sphere of calcite showing a structure close to fibro-radial spheres and composed by styloidic monocrystals.
L) Fibro-radia calcite and vaterite spheres with a smooth surface associated with spiky vaterite spherulites (arrow). M) Fibro-radial calcite spherulites (right). Spiky vaterite
agglomerate (Ieft). N) General view of spiky vaterite spherulites associated with calcite spheres. Flat shapes are due to contact of the surface of the medium with the
atmosphere. O) Calcite spheres. Some spheres are constituted by stacked flat monocrystals, which can be compared with spheres formed by styloidic crystals shown in
part K. P) Genera view of vaterite and calcite spheres. Vaterite spherulites are characterized by the agglomeration of large monocrystals, whereas calcite spheres are
smooth and fibro-radial.
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photographs.

In summary, amino acids and increasing xanthan content enhance sphere
formation in both calcite and vaterite. In addition, regarding cacite, the
morphology of rhombohedra evolves from a euhedra shape to a needle.
This evolution is characterized by stretching along the ¢ axis as the amino
acid changes from glutamine to aspartic acid and as the medium is pro-
gressively enriched in EPS.

DISCUSSION

Many spherulitic features are observed in carbonate soils and surficial
sediments. The explanation of their origin is often unclear and usually
attributed to possible organic influence without further elucidation. Spher-
ulitic or oalitic habit have been observed in many other cases involving
different microorganisms and different mineral species (e.g., Folk 1993).
Calcium carbonate spherulites remain the most commonly described fea-
tures. It has been shown that formation of aragonitic spherulites by Deleya
halophila may be the result of cell calcification and aggregation (Rivade-
neyra et a. 1996). In addition, formation of magnesian calcite spherulites
and dumbbells has been related to the slime-producing bacteria, Myxococ-
cus xanthus (Gonzalez-Mufioz et al. 2000; Holt et al. 1993). Various types
of apatite [Cayo(PO,)s_«(CO5),(F,OH),.,] have been shown to precipitate
with a spherulitic habit when under the influence of organic matter or
during (nano)bacterial activity. Kgjander and Ciftcioglu (1998) have shown
that nanobacteria can be responsible for the formation of small spherulites

(about 2 wm in diameter) alone or inside human cells (the spherulitic habit
is not surprising considering the high density of macromolecules). Apatite
spherulites including proteins (referred to as nanoforms) have also been
shown to precipitate in a medium containing sterile fetal bovine serum
(vali et a. 2001). Salt ooids have been attributed to halophilic bacterial
activity, which may guide the growth of biominerals (Castanier et al. 1999).
In conclusion, recent research illustrates the numerous possible interactions
between crystals and organic matter. Our results emphasize the importance
of bacteria biofilms containing exopolysaccharides and amino acids in the
precipitation of CaCO,, and resemble features encountered in bacterial cul-
tures, soils, and paleosols.

The morphologies of crystals obtained in X. autotrophicus and R. eutro-
pha cultures (Fig. 2) can now be understood given the results depicted in
Figure 4. Xanthobacter autotrophicus is known to produce substantial
amounts of exopolysaccharides (Wiegel 1991). This property leads to the
precipitation of vaterite spherulites (Fig. 2A-D), with some spheres show-
ing ablack cross of extinction in cross-polarized light. These morphologies
are equivaent to those observed in Step 3 of Figure 5. Vaterite spherulites
showing a black cross have also been observed, athough rarely in the
presence of glutamine with 0.5% xanthan. Regarding calcite, the accessory
shape congtituted by imbricated rhombohedra (Fig. 2H) is also equivalent
to Step 3 of Figure 5. These observations indicate that crystals observed
in the X. autotrophicus culture should be produced in a medium enriched



ROLE OF EXOPOLYSACCHARIDES AND AMINO ACIDS IN CaCO PRECIPITATION

in EPS as well as glutamine. Indeed, X. autotrophicus makes not only large
amounts of exopolysaccharides but also a polyglutamine parietal polymer
(Kandler et al. 1983; Wiegel 1991).

In contrast, the fact that R. eutropha only produces calcite rhombohedra
and flower-shaped agglomerates is linked to an absence or only 0.1% EPS
in the medium. The calcite crystals can be compared with Step 1 of calcite
in Figure 5 or with crystals shown in Figures 4E and F. This is consistent
with the fact that R. eutropha produces only low amounts of EPS.

The results obtained in Figure 4 can also be compared with features
observed in natura environments. Spherulites showing an extinction cross
in cross-polarized light are commonly found in soils and paleosols (Fig.
6). These spherulites infill pores and are associated with micritic and/or
organo-micritic layers (Fig. 6A, B). Their origin has never been clearly
identified. Nevertheless, their morphology (Fig. 6C, D) isidentical to crys-
tals produced in the EPS-rich medium (Fig. 4H, K, L, P). This point in-
dicates the influence of biofilms in the precipitation of such spherulitesin
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Fic. 6.—Spherulites associated with a paleosol
in Bahamian eolianites (sample obtained by
courtesy of C. Nawratil, University of Geneva).
A) Genera view in plane-polarized light (PPL)
of a planar pore infilled with a spherulitic calcite
cement. B) Same view in cross-polarized light
(XPL) showing the black cross of calcite
spherulites. C, D) Detail in PPL and XPL of
calcite spherulites showing some growth
increments emphasized by impurities (organic
matter) layers. These spherulites are virtually
identical to those obtained in the presence of
bacterial exopolysaccharides and amino acids.

soils. A similar calcium carbonate spherulite has aso been observed in a
polysaccharide-rich tropical soil (Fig. 7A). Calcite and vaterite spherulites
have aso been reported in the mucilagenous sheath of cyanobacteria, in-
dicating the fundamental role exopolysaccharides can play in their precip-
itation (Verrecchia et a. 1995; Giralt et a. 2001). In a different tropica
soil, a feature identical to those shown in Figures 4J, M, and N has aso
been observed: it is a vaterite cluster growing on aquartz grain in abiofilm
rich in EPS and amino acids (Fig. 7B). In conclusion, the abiotic experi-
ments conducted in this study shed new light on the potential contribution
of bacterial EPS and amino acids on calcium carbonate precipitation in
terrestrial environments.

In natural environments, the variation of CaCOj; crystal morphologies
and mineralogies associated with EPS may result from its heterogeneity
due to the diversity of microorganisms living within a single biofilm. Het-
erogeneity in dlimes leads to differences in diffusion coefficients (local
supersaturation), surface tensions, and viscosity. The viscosity of the 1.0%

Fie. 7—Scanning electron micrographs. A)
Example of a fibro-radial calcite spherulite found
associated with polysaccharides in a tropical soil.
B) Vaterite cluster from a tropical soil showing a
structure identical to those obtained in Figure 4J,
M, and N. This vaterite cluster grew on a silica
substratum in a biofilm rich in
exopolysaccharides and amino acids.
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xanthan solution is 1000x greater than water (water: 1 centipoise or cp a
20°C; xanthan 1.0%: 1042 cp). For 0.1% and 0.5% xanthan solutions, the
viscosity is about 30 cp and 450-500 cp, respectively. This is consistent
with the observations made by Buczynski and Chafetz (1991) who stated
that the viscosity of the medium is the single most important control over
the mineral precipitation.

All the amino acids tested in this study enhanced sphere formation. At
high xanthan concentrations, amino acids induced vaterite precipitation
with traces of calcite. The role of the carboxyl group is probably critical.
This group shows a similar spatial configuration to the calcite lattice, and
therefore shares important geometrical homologies with carbonate ions
(Mitterer and Cunningham 1985; Addadi et al. 1990; Neumeier 1998). The
influence of aspartic and glutamic acids on calcium carbonate crystalliza-
tion has been studied extensively. These amino acids have been reported
to induce mainly vaterite precipitation (Faini 2000; Manoli and Dalas
2001). Bacteria outer structures associated with peptidoglycan (homopoly-
peptide—polyglutamine in the case of X. autotrophicus and polyglutamic
acid in the case of several Bacillus species—or proteins) often contain
carboxyl and/or amide groups. This fact, combined with the results pre-
sented in Figures 4, 5, and 6, clearly demonstrate the influence bacteria
outer structure composition can have on the morphology and mineralogy
of bacterially induced calcium carbonate. This point should not be neglect-
ed in the interpretation of calcite cements and carbonate accumulations in
terrestrial environments.

CONCLUSIONS

From the results presented in this paper, it seems likely that spherulitic
calcite and/or vaterite crystals may indicate the presence of mucilaginous
bacteria or biofilms at the time of formation (and probably other mucilage-
producing organisms, e.g., cyanobacteria or fungi). The relative abundance
of minera species (calcite vs. vaterite) can be informative in determining
the nature of the biofilm, i.e, if they contain polyaspartic acid or other
polyamino acids. In terms of sedimentary petrology, these results question
the origin of some cements found in terrestrial sediments that were previ-
ously attributed to purely physicochemical processes.
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Biologically induced mineralization in the tree Milicia excelsa
(Moraceae): its causes and consequences to the environment
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ABSTRACT

Iroko trees (Milicia excelsa) in Ivory Coast and Cameroon are unusual because of their highly biomineralized
tissues, which can virtually transform the trunk into stone. Oxalic acid (C,O4H,) and metal-oxalate play
important roles in their ecosystems. In this study, the various forms of oxalate and carbonate mineralization
reactions are investigated by using scanning electron microscopy and X-ray diffraction. Calcium oxalate mono-
hydrate is associated with stem, bark and root tissues, whereas calcium oxalate dihydrate is found with wood
rot fungi in soils, as well as in decaying wood. Laboratory cultures show that many soil bacteria are able to oxid-
ize calcium oxalate rapidly, resulting in an increase in solution pH. In terms of M. excelsa, these transformations
lead to the precipitation of calcium carbonate, not only within the wood tissue, but also within the litter and
soil. We calculate that c. 500 kg of inorganic carbon is accumulated inside an 80-year-old tree, and c. 1000 kg
is associated with its surrounding soil. Crucially, the fixation of atmospheric CO, during tree photosynthesis, and
its ultimate transformation into calcite, potentially represents a long-term carbon sink, because inorganic carbon
has a longer residence time than organic carbon. Considering that calcium oxalate biosynthesis is widespread in
the plant and fungal kingdoms, the biomineralization displayed by M. excelsa may be an extremely common

phenomena.
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INTRODUCTION

The African tree Milicia excelsn is a complex system, in which
oxalic acid and metal oxalate play important roles. Calcium
oxalate in plants has been reported to have many different
functions. Oxalic acid is a low-molecular-weight organic acid,
which is known to play a role in the regulation of free calcium
ions in cytoplasm (Robert & Roland, 1989). In addition,
calcium oxalate crystals in woody tissues are thought to render
trees less palatable to termites and to act as a ‘combustion-
retarding agent’ (Prior & Cutler, 1992). In leaves, calcium
oxalate crystals provide physical protection against grazing
animals. More recently, it was suggested that druse calcium
oxalate crystals may help to distribute light evenly to the
chloroplasts lining the radial walls and surrounding the
vacuole in photosynthetic palisade cells of low-light-adapted
plants (Franceschi, 2001). Calcium oxalate is particularly
important because it is extremely common in plants and can

© 2004 Blackwell Publishing Ltd

represent as much as 85% of a plant’s dry weight (Robert &
Roland, 1989).

No specific role has previously been proposed for oxalate in
M. excelsn, because until now it has never been detected.
Although its function remains unknown, metal-oxalate accu-
mulation in M. excelsa must have important biogeochemical
implications because oxalate minerals constitute a significant
carbon source for oxalotrophic bacteria, which are numerous
in both the tree and the surrounding litter. Moreover, wood-
degrading fungi also influence the carbon (and some metal
cation) cycles as a result of their production of large amounts
of oxalic acid and other organic acids during the decay of
cellulose and lignin (Cochrane, 1958; Dutton & Evans, 1996;
Gadd, 1999).

The aim of this study is to investigate the role of bacteria
and fungi in carbonate biomineralization within M. excelsa.
Biomineralization (or mineralization) is defined in this
study as the processes leading to inorganic mineral deposits
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by living matter. In M. excelsa, we are particularly concerned
with how the biogeochemical cycles of carbon, oxalate and
calcium lead to the storage of inorganic carbon in the tree.
The consequences of the transformation of oxalate into car-
bonate have already been studied with regard to soil fauna in
temperate forests (Cromack ez al., 1977) and in Mediter-
ranean to semi-arid calcrete environments (Verrecchia, 1990;
Verrecchia & Dumont, 1996). Until now, however, no studies
have been conducted in either a tropical environment or on
the consequences of such processes in terms of carbon cycling
and storage.

Discussions regarding the carbon sink in forests are pre-
dominantly focused on organic carbon storage, whereas soil
mineral carbon is generally neglected. However, owing to
the longer residence time of carbonate minerals in soils
(102-10° years compared with 10-103 years for soil organic
matter), storage of large quantities represents a potentially
more efficient sink. Milicia excelsn is an excellent example of
an ecosystem acting as a net carbon sink because carbonate
accumulation involves only atmospheric CO, and Ca?* from
Ca-carbonate-free sources, i.e. calcium is not provided by the
dissolution of primary (inherited) CaCOj;. Considering the
global distribution and the huge number of plants able to con-
centrate oxalate salts (Horner & Wagner, 1995), this potential
source of carbon trapping should be clearly identified.

GEOLOGICAL SETTINGS

Samples were collected in Cameroon and Ivory Coast from
trees having about the same diameter at a height of 1.20 m
from the ground. In Cameroon, two sites were investigated:
the first is situated 10 km west of Lolodorf (10°47’E, 3°13'N)
and the second is 15 km north of Yaounde, in the Leboudy
region (11°30” E, 4°07’ N). At the first site, an evergreen forest
grows on a yellowish brown lateritic (i.e. ferralitic) soil >3 m
thick developed on a granitic bedrock (Tematio ez al., 2001).
At the second site, the granite bedrock is overlain by a thin
ferralitic soil (<1 m), covered by a semideciduous tropical
forest. The climate at both Cameroon sites is equatorial with
two wet seasons (April-July and September-December), a
total precipitation 3000-5000 mm yr~! and an annual mean
temperature of around 25 °C.

In Ivory Coast, the study area is near the village of Biga
(7°32"E, 6°36’N), 30 km south from Daloa. This site is
located on a reddish brown lateritic soil (i.e. a moderately
desaturated ferralitic soil with 1-3 mEq /100 g of exchangea-
ble bases and a mean pH of 5.5) developed on granitic parent
material. This site was investigated for the first time by Carozzi
(1967), who described a carbonate-cemented sandstone
formed inside the lateritic soil and associated with M. excelsa.
The vegetation at this site is a semideciduous tropical forest
bordering a cleared forest (Ministére du plan, Cote d’Ivoire,
1979). The climate at the Ivory Coast site is tropical with two
wet seasons (March—July and September—November), with a

total precipitation of about 2500 mm yr~'. The mean annual
temperature in Ivory Coastis 26.1 °C. M. excelsnis commonly
logged in Ivorian forests.

MATERIALS AND METHODS

Milicin excelsa wood samples were tested for the presence of
carbonate with 1 N hydrochloric acid. Wood, fractured bark
and root samples were fixed with osmium tetroxide vapour
and freeze-dried. Some of the samples were gold-coated,
and then examined using Phillips XL20 and XL30 scanning
electron microscopes with a 10 kV accelerating voltage to
observe crystals formed in tissues and associated with wood-
degrading fungi. Other parts of the samples were embedded
in resin and prepared as thin sections (30 pm), and the
remaining part of bark samples was crushed and analysed by
X-ray diffraction (XRD) with a Scintag diffractometer.

The occurrence of oxalate-degrading bacteria in soils was
monitored using soil inoculum in a 15 mL DSM 81 medium
(Na,HPO,-12H,0 9.0 g L', KH,PO, 1.5¢ L™}, NH,CI
1.0 g L1, MgSO,-7H,0 0.2 g L7}, ferric ammoniacal citrate
0.005 g L1, CaCl, 0.01 gL'}, ZnSO,-7H,0 50 ug L7,
MnCl,-4H,0 15 pg L1, H;BO; 150 ug L, CoCl,-6H,0
100 pg 1, CuCl,-2H,0 50 pg 1Y, NiCl,-6H,0 10 pg L1,
NaMoO,-2H,0 15 ug L) also containing 4.0 g L potas-
sium oxalate. After the medium turned cloudy, 500 puL of
the enriched culture was transferred to 15 mL of the same
fresh medium. After the second enrichment, 10 puL of the
culture was plated onto a solid DSM 81 medium with a sterile
plastic inoculating loop (Sigma, Buchs, Switzerland). Calcium
oxalate was added to this medium. The oxalate consumption
by the isolated strains was controlled by observing the calcium—
oxalate 4 g L1 dissolution on the DSM 81 medium as described
by Tamer & Aragno (1980).

In order to monitor oxalate consumption in soils associated
with M. excelsa, two common oxalate-degrading bacteria,
Ralstonia eutropha (DSM 428, ATCC 17699) and Xantho-
bacter autotrophicus (DSM 432, ATCC 35674; Tamer &
Aragno, 1980), were inoculated into soil extract media. One
to one ratio soil extracts (1 kg soil per 1 L of water) were pre-
pared according to the method described by Parraga ez al.
(1998). Major anions and cations of this extract were analysed
by liquid chromatography using a Dionex chromatograph with
a conductivity detector. Columns used for anions and cations
were Dionex IonPac™ AS11-HC (4 x 250 mm) and Dionex
TIonPac™ CS12A (4 x 250 mm), respectively. Ionic composi-
tion of the soil extract was as follows: Na* 13 mg L™}, NH}
6 mg L1, K* 23 mg L7}, Mg?* 10 mg L}, Ca?* 45 mg L},
CI 18 mg L'}, NO; 3mgL™!, NOj 150 mg L}, SO;
32 mg L', and PO 21 mg L1, The first medium was obtained
by adding 15 g L™} agar to these extracts. A second type of
medium was made by adding 4 g L™! calcium oxalate. Crystals
produced on the different media were collected with tweezers,
gold coated and observed with a Phillips XL30 SEM.

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Geobiology, 2, 59—-66
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Fig. 1 X-ray diffractograms. A: wood samples enriched in carbonate and pure
wood (symbols indicate characteristic peaks). B: reference calcite and calcium
phosphate carbonate. C: reference calcium oxalate monohydrate and calcium
oxalate dihydrate. Diffractogram A shows the strong differences between pure
and carbonate-enriched wood.

RESULTS

X-ray diffraction analysis of M. excelsa wood and bark revealed
the presence of calcium oxalate monohydrate [ CaC,0,-H,O:
whewellite], calcium oxalate dihydrate [CaC,042H,0:
weddellite], calcium carbonate [CaCOys], calcium phosphate
carbonate [Ca;((PO,)sCO;: podolite] and amorphous silica
(Fig. 1). Scanning electron microscopy (SEM) showed the
presence of euhedral whewellite crystals in the bark, as
confirmed by X-ray analysis. These crystals, up to 50 um in
size, seem to be principally located near or in the conductive
vessels of the wood (Fig. 2A,B). At the Ivory Coast site, large
amounts of whewellite were also found forming a crust around
M. excelsa roots (Fig. 2C,D).

On decayed or rotting wood, SEM indicated the pre-
sence of weddellite associated with the hyphae of some of
the wood rot fungi (Fig. 2E,F). Monohydrate oxalate crystals
were observed in stem tissues in both the Cameroon and
Ivory Coast samples, whereas large amounts of monohydrate

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Geobiology, 2, 59-66
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oxalate associated with roots were only found in Ivory Coast
M. excelsn. These roots do not form rhizoconcretions, but
instead they are former living mineralized tissues that are
found under the outer part of the root cuticle (Fig. 2C). In the
latter case, it seems likely that whewellite is mainly associated
with the living plant tissues, whereas weddellite is mainly
related to decaying wood resulting from fungal activity. This
is consistent with observations by Arnott (1995), who noted
weddellite associated with wood rot fungi.

In both living and decaying wood, a large part of carbonate
mineralized tissues is easily visible when thin sections of
M. excelsn wood are observed by optical microscopy under
polarized light (Fig. 3A,B). Moreover, anhedral to subhedral
calcite crystals were observed filling conductive tissues using
SEM (Fig. 3C,D). In addition, calcite rhombohedra and mic-
ritic aggregates were found in sap. Some of these micritic
aggregates form spheres (Fig. 3E). Other carbonate features
are found in sap and in decaying wood in the form of calcified
tissues, including calcified cellulose fibres (Fig. 3F) and calci-
fied cells (Fig. 3G), in which a calcified spheroid can be seen
in the vacuole ghost (Fig. 3H). There is a striking difference
between the Cameroon and Ivory Coast samples. In the
former only traces of carbonate are found, whereas in the latter
large parts of wood are replaced by carbonate.

More than 20 different morphotypes of oxalate-degrading
bacteria were found in the soils surrounding M. excelsn
(Fig. 2B). Some of these were identified as Streptomyces and
other Actinomycetes, Pseudomonads and putative Variovorax
(Sahin, 2003). All isolated strains quickly dissolved calcium-
oxalate on the DSM 81 medium, and the resulting precip-
itation of calcium-phosphate-carbonate was identified by
XRD, optical and electron microscopy, coupled with energy-
dispersive X-ray (EDAX) analysis (Fig. 4A,B; Braissant ez al.,
2002). For example, a rapid consumption of oxalate has been
observed during the growth of a R. eutropha culture in a
DSM 81 medium. After 48 h, oxalate is no longer present in
the medium (Fig. 5). In addition, rapid dissolution of cal-
cium oxalate was observed on a soil-extract medium to which
calcium oxalate was added. On a 1 : 1 soil extract (with or
without the addition of calcium oxalate) R. eutropha and
X. autotrophicus show normal growth, demonstrating that an
oxalate molecule is preferred to other carbon sources present
in the soil extract. As the consumption of calcium oxalate
by oxalotrophic bacteria progresses, the pH of the medium
increases to a point at which calcium carbonate deposition is
favourable. Spheroid micritic aggregates of calcite were also
found in soil extract media associated with gypsum, showing
that calcium oxalate associated with M. excelsa is rapidly con-
sumed and transformed into carbonate (Fig. 4C,D). The pre-
cipitation of one or the other of the two minerals, calcite or
podolite (a calcium-phosphate-carbonate), is mainly related to
the concentration of phosphate in the different media (Stumm
& Morgan, 1981). In DSM 81, phosphate is abundant
because it is used as a buffer. Finally, one fungal strain was
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e 10 ym

co-isolated with bacteria on the DSM 81 medium. This strain
is able to grow on oxalate as the sole carbon source, resulting
in the dissolution of calcium oxalate and production of a
mixed calcium-phosphate-carbonate phase.

DISCUSSION

The presence of whewellite in the M. excelsa tissues, as well as
weddellite associated with fungi, correlates well with previ-
ous studies that have documented oxalate biosynthesis and
occurrence in plants and fungi (Pobeguin, 1943; Franceschi &
Horner, 1980; Robert & Roland, 1989; Khan, 1995; Dutton
& Evans, 1996; Gadd, 1999). In M. excelsa, whewellite is
often found in conductive tissues and is able to encrust roots.
It is likely that this form of calcium oxalate is a result of the
mineral nutrition of M. excelsa (see Jones, 1998, for a review)
or in aluminium detoxification, as suggested for bacteria by
Hamel ez al. (1999). The presence of whewellite and amorphous
silica in M. excelsa bark could also be related to termite pro-
tection, as suggested for acacia trees (Prior & Cutler, 1992).
Weddellite is commonly associated with fungi in decaying
wood. The role of oxalic acid in fungal pathogenicity is well

e 100 ym

Fig. 2 SEM images of calcium oxalate crystals
associated with M. excelsa. A: view of fractured
bark showing calcium oxalate monohydrate en-
cased in the wood tissues (arrows). B: bacteria
(arrows) on a calcium oxalate monohydrate crystal.
C: M. excelsa root encrusted with calcium oxal-
ate monohydrate. D: details of C showing the
whewellite crystals encrusting M. excelsa roots.
E: weddellite associated with fungal hyphae on
decayed wood. F: weddellite associated with fungi
in M. excelsa conductive tissues.

documented (see Dutton & Evans, 1996, for a review). How-
ever, wood rot fungi, which are not typically associated with
calcium oxalate minerals, do appear to play a role in the oxalate
cycle. During their consumption of cellulose, they probably
help to release euhedral whewellite crystals encased in the
wood tissues.

Both whewellite and weddellite are abundantly consumed
by bacteria (see Eqs 1 and 2, modified from Harder ez al.,
1974) and other micro-organisms because no macroscopic
accumulation of calcium oxalate was observed in the soil and
litter surrounding M. excelsa:

CaC,0, + nH,0 — C,07 + Ca’* + nH,0 — C,H,0,
+ Ca®* + (n — 2)H,0 + 20H"~ (1)

1000C,H,0, + 3720, + 32NH} — 32C,H,0,N*
+1872CO, + 936H,0. (2)

This is consistent with the rapid organic acid consumption

observed for malate by Jones ez al. (1996). Regarding M. excelsa,

the results of bacterial growth on soil extract media indicate
that such consumption is also true for oxalate. There are two

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Geobiology, 2, 59—-66



Fig. 3 Calcium carbonate crystals and carbonate-
enriched tissues found in mineralized M. excelsa.
A.B: thin section of M. excelsa woody tissues
observed in plane (A) and cross-polarized light (B)
showing large sections of carbonate mineral
precipitation. Above black line, calcified woody
tissues; below black line, non-mineralized woody
tissues. C: SEM view of a conductive vessel infilled
with anhedral to subhedral calcium carbonate
crystals. D: SEM view of calcium carbonate crys-
tals found in decaying wood. E: SEM view of
calcium carbonate as micritic aggregates forming
spheres and rhombohedron found in M. excelsa sap.
F: SEM view of a cellulose fibre entirely replaced by
calcium carbonate. G: SEM view of cells totally
replaced carbonate. H: SEM view of carbonate-
enriched tissues showing ghosts of the cell vacuole
infilled by calcium carbonate and carbonate-
mineralized cell walls.

principal consequences of oxalate consumption. First, metal
ions are released in soils and are probably more available for
other organisms, and particularly for plant and soil animals as
proposed by Cromack et al. (1977). Second, there is a pH
increase owing to the transformation of oxalate into bicarbonate,
because oxalic acid (pkl = 1.25, pk2 = 4.27) is ‘stronger’ than
carbonic acid (pkl = 6.35, pk2 = 10.33). This pH increase pro-
vides the required conditions for carbonate precipitation in M.
excelsa environments (Eq. 3, with degassing of carbon dioxide):

Ca?* + 2HCO; — CaCO, + H,0 + CO,. (3)

During bacterial growth on DSM 81 and soil extract media,
biologically induced changes in chemical conditions also

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Geobiology, 2, 59-66
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resulted in the precipitation of calcium-phosphate-carbonate
(Braissant et al., 2002), along with calcite. Therefore these
experimental results seem to explain the relationship between
the oxalotrophic bacteria and these minerals found in the natural
environment (Fig. 1A). They might also help to explain some
of the contributory factors leading to the precipitation of
calcite-cemented sandstones that are observed in the tropical
forested ecosytems of Ivory Coast (Carozzi, 1967; Cailleau
et al.). Only gypsum has neither been detected in the tree nor
in the soil, although it has been precipitated in laboratory
experiments; the tropical conditions probably result in its
dissolution.

Based on our results, a model for the calcification of
M. excelsa is as follows (Fig. 6):
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Fig. 5 Evolution of index values (cell density measured turbidimetrically at
600 nm, pH and oxalate concentration in g L") during the culture of
R. eutropha in a DSM 81 liquid medium.

1 Whewellite forms in the tree wood and bark because
M. excelsn produces large amounts of oxalic acid as a metabolic
product, which reacts with calcium ions (see 1 in Fig. 6).

2 Weddellite forms in rotting wood because, during cellulose
and lignin degradation, oxalic acid is produced in large
amounts by fungi. Weddellite formation results from calcium-
ion chelation from the plant cell wall (Dutton & Evans, 1996;
see 2 in Fig. 6).

3 Oxalotrophic bacteria present in the soil and the tree tissues
(introduced through wounds) transform oxalates (Ca-oxalate
and oxalic acid) into carbonate (see 3 in Fig. 6).

Fig. 4 SEM view of crystals resulting from calcium
oxalate consumption by bacteria on Petri dishes.
A: calcium-phosphate-carbonate crystal produced
on DSM 81 medium. B: calcium-phosphate-carbon-
ate crystal produced on soil extract media con-
taining calcium oxalate. C: calcite micritic aggregates
forming spherulites produced on soil extract media
containing calcium oxalate. D: detail of a micritic
aggregate showing the calcitic habit of individual
crystals.

4 Other minerals, such as gypsum and podolite, also form as
aresult of local pH changes and carbonate ion production (see
4 in Fig. 6).

5 Calcite produced in the soil by bacteria (see 3 in Fig. 6) can
be partially dissolved by rain (pH = 4.7). Bicarbonate ions can
be pumped by the tree leading to CaCO; deposition, even in
undersaturated conditions as described by Wollast (1971; see
5 in Fig. 6).

The differences in carbonatation between Cameroon and
Ivory Coast samples are probably due to differences in hydro-
logical conditions. It is possible that carbonate ions produced
in Cameroon are leached and diluted as a result of the higher
rainfall. Therefore, the accumulation of calcium carbonate
inside the soil, as well as in the tree, is less likely to occur. How-
ever, all the processes described in Fig. 6 result in the accumu-
lation of calcium carbonate in alkalinized soils associated with
M. excelsn in Ivory Coast. In summary, calcium carbonate is
derived from the oxidation of carbon originally fixed during
tree photosynthesis from atmospheric CO, through an oxalate
step. This may constitute an important potential carbon sink.

During the last century, deforestation in Ivory Coast has led
to the disappearance of 12.5 million hectares of the original
rainforest. Milicin excelsa has been extensively logged and
now it only remains in protected areas (Braissant ez a/., 2003).
Nevertheless, calculations using soil and tree carbonate titra-
tions suggest that at least 1500 kg of C_ ..y IS trapped during
the life of a single M. excelsa tree (¢. 500 kg inside the tree and
¢. 1000 kg in surrounding soils). This value is equivalent to a
sequestration of 18.25 kgC yrl.

Typically, the forestry carbon sequestration component of
the global carbon cycle is linked to soil organic matter, not to
soil mineral carbon (Prentice ez al., 2001). However, as we
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undersaturated solution because of strong capillary L e —————————— |
action. This process probably leads to secondary
calcium carbonate deposition inside the tree PARENT ROCK Calco-alkaline granite Ca
through vessels.

have shown, the abundance of carbonate minerals within
M. excelsa testifies to the fact that the inorganic sink is of great
significance to the terrestrial carbon cycle. As mentioned
above, the sustainability of a carbon pool is also an important
point: time residence for organic matter and mineral carbon in
soil are at least 10'-103 years and 10?~10° years, respectively
(Retallack, 1990; Prentice et al., 2001). Biologically induced
mineral carbon sinks are undoubtedly more efficient for car-
bon sequestration than soil organic matter.

CONCLUSIONS

Milicin excelsa trees in Ivory Coast and Cameroon are unusual
because of their highly biomineralized roots and trunk.
Moreover, around these trees, calcium carbonate accumulations
occur in acidic ferralitic soils, making these soils locally alkaline.

© 2004 Blackwell Publishing Ltd, Geobiology, 2, 59—-66

This change in pedochemical conditions is made possible by
the presence of oxalate in the soil and tree, which creates
favourable conditions for CaCOj precipitation. At least three
sources of oxalate contribute to the budget: the M. excelsn
tree, fungi and bacteria. The soil microflora includes bacteria
that oxidize oxalate into carbonate, increasing the pH, and
enhancing calcium carbonate accumulation. It seems that a
period of low rainfall is necessary to allow CaCOj3 accumulation
in the upper soil. To summarize, three conditions are necessary
for calcium carbonate accumulations in ferralitic soils: (i) a
large amount of oxalate, (ii) appropriate bacteria for oxalate
These
conditions exist in many areas of tropical Africa. Consequently,

oxidation into carbonate and (iii) a dry season.

carbon storage as inert calcium carbonate in soils from
atmospheric CO, through a Ca-oxalate step constitutes a
newly identified and neglected carbon sink.
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The oxalate-carbonate pathway in soil carbon storage:
the role of fungi and oxalotrophic bacteria
ERIC P. VERRECCHIA, OLIVIER BRAISSANT, GUILLAUME CAILLEAU

Introduction

Although fungi are generally disregarded in the biogeochemical literature, they un-
doubtedly constitute crucial biogeochemical factors in many elemental cycles. This fact,
combined with their abundance in the soil warrants greater detailed study into their
geoecological impact. The network formed by fungal filaments can represent 10’000 km
of thread-like mycelia in 1 m? of fertile soil. Their mass is evaluated at 3500 kg.ha=' at
a depth of 20 cm in an average continental soil, i.e. taking into account all the different
terrestrial environments on the Earth (Gobat, Aragno & Matthey, 2004). In compari-
son, bacteria and algae would represent 1500 and 10-1000 kg.ha=! respectively, in the
same virtual average soil. Fungi are not only biologically important actors as sapro-
phytes in the recycling of organic matter. They also play a geological role by excreting
notable amounts of organic acids, among which oxalic acid is particularly important
(Gadd, 1999), contributing to continental weathering as well as to mineral neogenesis
(Verrecchia & Dumont, 1996; Verrecchia, 2000; Burford, Fomina & Gadd, 2003; Burford,
Kierans & Gadd, 2003).

The first fossil fungi have been identified in rocks dated from the Ordovician, i.e.
460 to 455 Ma ago (Redecker, Kodner & Graham, 2000). But molecular clock estimates
for the evolution of fungi have suggested a Late Precambrian (600 Ma) colonization
on land (Berbee & Taylor 2000). Recent molecular studies, based on protein sequence

analysis, indicate that fungi were present on continents 1 billion years ago and possibly



affected (together with plants), the evolution of Earth’s atmosphere and climate since
700 Ma (Heckman et al., 2001). Therefore, if fungi have been present on the Earth’s
surface for such a long time, producing large amounts of oxalic acid able to precipitate
as metal oxalates, why is there no evidence of oxalate accumulation in paleosols 7 The
question is also valid for present-day soils. The aim of this chapter is to demonstrate
(1) that plants and fungi can produce high amounts of calcium oxalate polymorphs
(weddellite CaCy0y - 2H50 and whewellite CaC50, - HyO) by various processes, and
(2) that oxalotrophic bacteria must have used these abundant oxalate crystals as car-
bon, electron, and energy sources by oxidizing them into calcium carbonate (CaCO3),
a common polymorphic mineral (in the form of calcite, vaterite, or aragonite) found in
soils and surficial sediments. Thermodynamical approaches will show that spontaneous
oxidation of oxalate is impossible and therefore necessitates a biomediated process, lead-
ing to secondary formation of calcium carbonate and pH increase in the soil solution.
In addition, it can be demonstrated that the oxalate-carbonate pathway constitutes a
carbon sink, as the carbon source is organic and not an inherited lithogenic mineral
carbon (e.g. fossil limestones).
The oxalate pool
Plants, fungi, and oxalate

There are several ways by which plants modify the surrounding soil to their advantage.
They may be biotic, like the accumulation of plant-protecting rhizobacteria increasing
the soil’s ability to fight against root disease, or the acclimation of mycorrhizal fungi.
There may also be abiotic factors, like the precipitation of toxic cations and minerals.
Accumulation of calcite in carbonate-poor soils may improve the soil structure and
function. There is increasing evidence that the calcium oxalate cycle is a major pathway
in calcite biomineralization. This was shown with different oxalate accumulating plants,

such as iroko trees (Braissant et al., 2004) and Cactaceae (Garvie, 2003). Nevertheless,



a question is still pending: how and why do plants form oxalate crystals 7 In the plant
metabolism, oxalic acid is produced in varying amounts, depending on plant taxon
and external conditions. This oxalic acid may be either accumulated in the vacuome,
or precipitated in the form of insoluble Ca-oxalate crystals in the cell, called crystal
idioblasts (Fig. 1). Ca-oxalate crystal formation in plants appears to play a central role
in a variety of important functions, including tissue calcium regulation, protection from
herbivores, and metal detoxification (Nakata, 2003). It seems that ascorbic acid is the
primary precursor to oxalate biosynthesis. The ascorbic acid for oxalate biosynthesis
can be synthesized directly within the calcium oxalate crystal-accumulating cell (Nakata,
2003). Obviously, Ca-oxalate accumulated in the aerial parts of the plant can eventually
be transferred to the litter after plant death, during organic matter oxidation.

As an example, iroko trees (Milicia excelsa, Moraceae), which are trees from the
tropical African forest, can accumulate large amounts of oxalate crystals in their trunk
as well as their roots (Cailleau et al., 2005). In the wood, calcium oxalate occupies
some idioblasts, forming euhedral crystals (Fig. 2A), often occurring as chains inside
neighboring cells. In roots, calcium oxalate forms a mineral network of crystals between
the inner root and the thin cuticle constituting the outer part of the root (Braissant et
al., 2004). When fungi decay parts of dead roots or rotting wood (Fig. 2B, C), they free
oxalate crystals inside the soil or litter (Fig. 2D), increasing their proportion outside
the living tissues. This plant oxalate pool is a widespread and abundant carbon source
for oxalate consumers.

Contrary to plants, whose excretion of oxalate ions is generally considered as negli-
gible, fungi (mycorrhizal as well as saprophytic) are essentially oxalate excreters. Metal
oxalates, essentially calcium oxalates (Lapeyrie et al., 1990; Tait et al., 1999; Gadd,
1999), then crystallize at the mycelium surface or in the nearby soil, mainly as mono-

hydrate (COM - calcium oxalate monohydrate, or whewellite) and dihydrate (COD -



calcium oxalate dihydrate, or weddellite; Fig. 3A, B). Each of them belongs to a dif-
ferent crystallographic system, monoclinic and tetragonal, respectively (see synthesis in
Verrecchia, Dumont & Verrecchia, 1993). An extensive review of oxalate biosynthesis
in fungi has been proposed by Gadd (1999). Oxalic acid production by fungi appears to
depend on whether glucose or citrate is used as the carbon source (Fig. 3C). When glu-

cose is used, oxalate is produced through oxidation of glucose to pyruvate (Verrecchia,

1990; Wolschek & Kubicek,1999):

CﬁHlQOﬁ + 02 — 2 CH3000OOH + 2 HQO (1)

Then, carboxylation of pyruvate yields oxaloacetate:

2 CH3;COCOOH +2 COy — 2 HOOC—CH,CO—COOH (2)

The hydrolysis of oxaloacetate allows the formation of oxalate and acetate:

2 HOOC—CHy,CO—COOH +2 H,0 — 2 (COOH), +2 CH;COOH — (3)

Oxalic acid reacts with calcium, forming calcium oxalate crystals, either COM or COD.
Although Ca-oxalate crystals are easily observed associated with fungi, Ca-acetate or
Ca-citrate crystals have never been identified. On the one hand, it is true that they
constitute extremely soluble salts. But, on the other hand, organic substrates such
as acetate or citrate can easily be used as carbon sources by bacteria. The culture
of oxalatrophic bacteria (e.g. Ralstonia eutropha and Xanthobacter autotrophicus) for
a few days on acetate-rich and citrate-rich media results in the production of calcite
(calcium carbonate) crystals at the expense of the low molecular weight organic acids

(Fig. 4; Braissant, Verrecchia & Aragno, 2002). Therefore, these by-products can also



be a source of secondary calcium carbonate in soils, even if they are highly soluble,
and probably rapidly leached. In contrast, calcium oxalate crystals precipitate and may
constitute almost 25% of soil hyphae and rhizomorphs dry weight in some ecosystems
(Cromack et al., 1977). When citrate is the source, oxalate is produced through the
isocitrate and glyoxylate cycle involving glyoxylate hydrogenase (Dutton et al., 1993).

The accumulation of oxalate crystals by fungi has also unexpected consequences:
calcium oxalate can be disseminated inside the soil and the litter through oribatid
mites. Such mites feed on Ca-oxalate crystals producing fungi and then reprecipitate the
mineral in their cuticular hardened parts (Norton & Behan-Pelletier, 1991). They are
thought to process a significant portion of the calcium pool in some ecosystems (Gist &
Crossley, 1975). In conclusion, calcium oxalate is a common product of the biosphere-
lithosphere interface, it can be found in numerous environments, and it results from
biomineralization under the control of organisms. So why does it not accumulate in
surficial environments and soils 7

Calcium oxalate stability

In order to solve the problem of missing calcium oxalate accumulation, the first question
to ask is whether or not the mineral stable, i.e. is calcium oxalate able to spontaneously
oxidize when in contact with the atmosphere 7 If this is the case, the explanation is
simple: all the oxalate produced is rapidly oxidized as C'O,, and therefore can be neither
accumulated in the surficial environment nor in the fossil record. This assumes that the
transformation of oxalate into carbon dioxide must be complete and rapid in normal
conditions, i.e. at 25°C (298.15 K) and a pressure of 1 atm. This complete oxalate

oxidation in solution is given by the following reaction:

1
Cy0F™ + 702+ 2H" = 200, + H,O (4)



This equation can be divided into two redox equations:

Cy03 =200, +2¢” (5)

1
5O +2H +2¢° = Hy0 (6)

For each of the redox couples, the potential can be calculated using the Nernst equation.
This equation correlates Gibb’s free energy, known as AG, and the electromotive force
provided by an oxido-reduction reaction (such a reaction acts as a galvanic cell). Given

the following equation due to a chemical reaction:
aA+bB = cC +dD (7)
the reaction coefficient @) is calculated using the following ratio:
T (8)

At equilibrium in the solution, @ = K4, K., being the equilibrium constant associated

with the reaction. The Gibb’s law is expressed as:
AG = AG° + RTInQ and AG = —nFAE (9)

This last equation gives the relationship between Gibb’s free energy and the electromo-
tive force, AE. Consequently, by replacing AG and AGY (standard free energy) with

their expression in function of AE and AE° (standard electrode potential), the following



equation is obtained:

—nFAE = —nFAE°+ RTlhQ <
c d
RT . [C]°-[D]

AE = AE° —
nF (A" [B)

(10)

Equation (10) is known as the Nernst equation, where R is the gas constant (8.314
Jmol ™t K™1), T, the temperature in Kelvin, @) the reaction quotient as defined in
equation (8), F, the Faraday constant (96,500 C), and n being the number of electrons
involved during the oxido-reduction reaction. By using a decimal logarithm instead of a
Napierian logarithm, by replacing the variables with their numerical values, and fixing

the temperature at 25°C (298 K), the Nernst equation becomes:

c d
AB— apo 0059 [CI- (D)

(11)

Therefore, by using equation (11), the potential E; for equation (5) is given by:

0.059 . (Pro,)

Ey = —-0.49 + lo 12
1 9 g ‘0202_} ( )
Ey = —0.49 being a measured value and not a calculated one. For equation (6), the
Nernst equation is written as:
0.059 1
E2:E31ate7"+ IOg ((P02)2 ’ ‘H+|2> —
0.059 0.059
Ey =123 — x 2 x (—log|HT|) + log \/ (Po,) <
— 2
pH
0.059
Ey, =1.23-0.009 x pH + 5 log v/ (Po,) (13)

At equilibrium in the solution, Fy = E;. By combining equations (12) and (13) and by

replacing variables with numerical values such as Pp, = 0.2095 atm., Pco, = 3.3 x 1074



atm., the equilibrium condition yields:

0.059 . (Peo,)’ 0.059
—0.49 + lo 2 —=1.23—-0.059 - pH + log v/ (Po,) <=
2 g ‘0202_‘ p 92 g ( O2>
—1.72 x 2 Peo,)?
TE); +2-pH + log (\/(07;72)) = log ‘0203_‘ <—
N O
—58.305 m#/
—64.928 + 2 pH =log |CL0;~|  (14)

By varying the pH between 7 and 14 in equation (14), the concentration of oxalate ions
is:

T<pH <14=118x 107" < |C,077| < 1.18 x 1077

From these calculations, it appears that there is no more C,03" in solution. But in
fact, this reaction occurs in the solution at an infinitely low rate under normal conditions
of pressure and temperature. Indeed, many oxalate salts have a low solubility index.
But this point cannot explain why a solution of potassium oxalate, which is soluble,
will not oxidize spontaneously into carbon dioxide. The problem is linked to a lack of
activation energy. Such an oxydation needs a certain initial amount of energy to occur.
If a solution of calcium oxalate is left in contact with the atmosphere, it will never be
oxidized into COy,q, HCO3, CO;~, and Ca®*. Nevertheless, if oxalatrophic bacteria
are in contact with the solution, they will provide energy to start the oxidation and feed
on the oxalate carbon source.

In conclusion, any metal oxalate can be considered as a compound in a metastable
equilibrium. The only sub-spontaneous diagenetic evolution of calcium oxalate is a
possible transformation of weddellite into whewellite by dehydration (Frey-Wyssling,
1981; Verrecchia, Dumont & Verrecchia, 1993). Consequently, activation energy has to

be provided for a complete oxidation of COM or COD, and life is the best and the most



obvious candidate. Therefore, biogenic activity could be the key explanation for the
absence of oxalate in paleosols as well as in the geological sedimentary record.
Oxalate oxidation
Oxalotrophic bacteria

The fate of oxalate in natural systems remains unclear, although oxalate catabolism
by bacteria is a well recorded phenomenon (Tamer & Aragno, 1980; Allison, Daniel &
Cornick, 1995). Oxalate is used as energy, electron, and carbon sources by bacteria
belonging to diverse taxonomical groups (Tamer and Aragno, 1980; Jenni, Aragno &
Wiegel, 1987; Jenni et al., 1988; Sahin, 2003). These bacteria may occupy different
oxalate-containing niches, like the rhizosphere (Knutson, Hutchins & Cromack, 1980),
the litter, or the gut of soil animals (Cromack et al., 1977). It seems that, after ox-
alate is transported into the bacterial cell, its fate is determined by following either the
glyoxylate or formate pathway (Fig. 5). If reduced into glyoxylate by the enzyme oxalyl-
CoA reductase, biosynthesis can take one of two routes: the glycolate pathway (Allison,
Daniel & Cornick, 1995) and a variant of the serine pathway (Sahin, 2003). The glycolate
pathway is common in soil oxalotrophic bacteria such as Ralstonia oxalatica or Ralstonia
eutropha. The serine pathway is mainly used by oxalate-using pink pigmented faculta-
tively methylotrophic bacteria, which contain L-serine glyoxylate aminotransferase and
hydroxypyruvate reductase, key enzymes of the serine pathway (Sahin, 2003). If, how-
ever, oxalate is transformed into formate through oxalate decarboxylation, the formate
is then used for cell energy and finally results in the production of carbon dioxide (Di-
jkhuizen, Wiermsa & Harder, 1977). Carbon dioxide is usually transported and excreted
as hydrogeno-carbonate ions (HCOj') through the bacterial membrane using permeases.
Its combination with calcium ions leads to precipitation of calcium carbonate and con-
comitantly generates a proton motive force (Fig. 5). Therefore, oxalotrophic bacteria

perform a complete oxidation of oxalate to C'Os, leading to hydrogeno-carbonate ion ex-



cretion, and finally carbonate deposition. But are soil conditions favorable for calcium
carbonate storage ?

The fact that protons are used as a motive force can participate to increase the
pH of the soil solution, due to the H™ bacterial uptake. Moreover, pH can also be
increased due to the fact that reactions involve the transformation of oxalic acid into
carbonic acid, i.e. of a strong (pK; = 1.25, pKy = 4.27) to a weak (pK; = 6.35,
pKy = 10.33) acid (Braissant, Verrecchia & Aragno, 2002). This alkalinization facilitates
precipitation of calcium carbonate (CaCO3). By modifying Harder, Wiermsa & Groen’
s (1974) general equation for oxalate metabolism by oxalatrophic bacteria, the following

balanced equation can be proposed:

32 CyHgOs N,

biomass

+ 936 CaCO3 + 64 Ca(OHs)gq + - - -

-+ 4+ (1000 - (n — 2) + 1872) H,0 + 936 C O, (15)

It is easy to see in this balanced equation that 93.6% of the organic carbon is trans-
formed into mineral carbon (as precipitated CaCOj3 in addition to C'O,, the latter being
dispersed in the environment and eventually degassed towards the atmosphere), whereas
the other part of the carbon (i.e. only 6.4%) is used to increase the biomass. These fig-
ures demonstrate the far-reaching impact of such processes on organic carbon utilization
and sequestration.

Finally, it has to be noted that oxalate oxidation by oxalate oxidase is a different
way of degrading oxalate. By this means, oxalate is completely oxidized into C'O, with
concomitant production of H,0,. It has no trophic significance, and its importance in
oxalate cycling is not known.

All these results are related to observations and measurements in the field as well
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as in oxalotrophic bacteria cultures in the laboratory (Braissant et al., 2004). There is
no theoretical model available to explain the oxalate-carbonate transformation and its
consequences on the soil solution properties, i.e. alkalinization facilitating precipitation
of calcium carbonate (CaCOs3) and CO, release into the atmosphere. This kind of model
should be able to explain the process of oxido-reduction reactions, pH regulation, and
the evolution of the various phase concentrations involved in the system, i.e. oxalate,
carbonate, water, and carbon dioxide. This is the aim of the next paragraph.
A theoretical approach of oxalate-carbonate transformation

The objective of this theoretical approach is to try to compare the equilibrium diagrams
of the CaCO3-CaCy04-C'O5-H50 system with the biogeochemical data available on the
oxalate-carbonate transformation. The initial hypothesis is that the oxido-reduction
reaction of oxalate-carbonate occurs biochemically, i.e. due to bacterial activity. In
other words, the activation energy is present and high enough to start reactions. The

theoretical system studied is defined by three different phases present:

1. The aqueous solution, which may or may not be associated with the two mineral
species, calcium oxalate (CaCy04) and calcium carbonate (CaCOj3). These two
species are defined by their solubility products. Concentrations of the various
chemical species in solution (including carbonates - HCOy, C’Og_—, oxalates -
C,03, Cy04H -, Ca**, and COy) can vary regarding the outside environment.

Therefore, the system is considered as open.

2. Inside the system, the acido-basic equilibria are always reached. Nevertheless,

solutions can be supersaturated regarding the two mineral species, calcite (CaCOs3)

and Ca-oxalate (CaCy0y).

3. Gas exchange is assumed to be fast enough to reach equilibrium between COgy(gissolved)

and COZ(gas)~

11



The fact that the system is open is justified because atmospheric oxygen is needed
for the transformation (oxidation) of oxalate into carbonate by bacteria. Also, the
gas exchange with the atmosphere must be fast enough to meet the condition given
in point 3. The system is described in figure 6. This system is supposed to evolve
reversibly, i.e. the system is in permanent equilibrium. Therefore, at each moment,
there is chemical equilibrium in the solution between the carbonate species (carbonates,
hydrogeno-carbonates, dissolved carbon dioxide) and the two oxalate species (oxalate
salt and oxalic acid). Nevertheless, equilibrium between solution and solids (i.e. min-
erals) could not be reached when the solution is supersaturated regarding one or the
other of the minerals. Concerning the exchange kinetics between dissolved species inside
the system and the exterior environment (Fig. 6), it is considered as extremely slow
because equilibria between dissolved species inside the system are assumed to be con-
tinuously reached. Consequently, transformation of oxalate into carbonate is described
as an exchange between dissolved species, the amount of oxalate and carbonate being
variable. In other words, the transformation of oxalate into carbonate is an input of the
model and considered to occur outside this theoretical system, i.e. through oxalotrophic
bacterial activity (Fig. 6). Species activities inside the system will be considered as
equal to concentrations to simplify calculations. Except for HT, the only cation present
in the system is C'a?". This point is also only a means to simplify the calculations, but
it is true in laboratory bacterial cultures. The anions are the carbonate and the oxalate

species, as well as OH~. Therefore, the alkalinity can be defined as:

|Ale| =2 |Ca®*| (16)

The various limits of the variables in the system are given as follows. The values taken
for the total quantity of oxalate A = |Co0;™ | + |CoO4H | are 0 < A < 107! mol1™".

The concentration of calcium ions in the model is 107% < |Cla**| < 107! mol.I"!. The
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partial pressure of carbon dioxide will vary between 0 and 1 atm. Finally, the pH
ranges between 4 and 11. The equilibrium constants at 1 atm and 25 °C (298 K) are

the following:

(C2017) (HY)

k= GO~ 10743 (17)
_(COHT)(HY) _ 1 6a

K, = O 10 (18)
— (CO?Q)_) (HJr) _ —10.2

Ky = o) - 10 (19)

K,=(H")(OH")=10"" (20)

The mineral solid phases (calcium carbonate and calcium oxalate) are characterized by

their solubility products:

II, = (Ca®") (CO57) =107%7 (21)

II, = (Ca®") (CL077) = 10737 (22)

The model is built using equations that follow two laws. The mass action law is applied
to acido-basic reactions of carbonate and oxalate species with water. The equilibrium

between the C'Oy concentrations in the gas and the solution is described by Henry’s law:

’COSHQ‘ or ’COQ‘ = kH : P002 (23)

Finally, the electro-neutrality of the solution is given by:

|C204H™ | +2|Co07 | + [COsH™| +2|COT | + [OH™| = 2|Ca® | + [HT|  (24)

By applying these laws to the data given in equations (18) to (24), a general equation

describing the relationship between the different variables of the system can be found.
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The key equation describing the model is expressed as:

Ky
2|Ca®t| = —|H| + v N

|H | |H|

k

In a two dimensional plot, only three variables can be put in relationship to one another.
Therefore, in equation (25), three variables have to be chosen among |Ht| = 10774,
|C20,4H~|+|C205 |, |Ca**|, and Peo,. For example, curves can be drawn for a variety
of pH and concentration in |Ca®T|. Let’s take this example. Curves represent the
function pH = f (log (|Ca*"|), Pco,) (Fig. 7). The next step consists of calculating
the saturation curves related to the two mineral species: Ca-oxalate and Ca-carbonate.
Let’s consider that the oxalate concentration is known: the saturation curve (i.e. solution
in the presence of solid Ca-oxalate) is represented by the following equation obtained
by using equations (25), (22) (the solubility product), (18) (the value of k), and the

concentration in oxalate species (|C20,4H ™| + |C207 |):

I, |H| Pco 2K, kw
2|Ca®t|=—|HT 2 Kik (1 —— (26
ot == g (2 )+ Kok (U ) e @)
The Poo, values are given by the intersection of the saturation curve with the isobar.
The result is given in figure 7 when the only source of calcium is considered to be
the oxalates, i.e. [Ca*t| = |C204H~| + |C20;"|. The same approach can be used to
calculate the saturation curve regarding calcite. By combining equations (19), (23), and

(21), the following relationship is obtained:

Il |H+ |
24| _ L .
[Ca™] = knk. K> Peo,
= pH = —% log (|Ca**|) — %log (Pco,) +4.86 (27)
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Once again, the result given in figure 7 assumes that oxalates are the only source of
calcium. To check this hypothesis, the model can be compared with an in vitro culture
of oxalotrophic bacteria in the presence of calcium oxalate as the sole source of car-
bon, energy, and calcium. Such an experiment has been conducted by Braissant et al.
(2004). They show that, in a liquid medium, calcium oxalate consumption is followed by
an increase in pH in the solution, accompanied by precipitation of calcium carbonate.
During the experiment, the initial pH of the solution was 6.9. At the end of the exper-
iment, i.e. after total consumption of oxalate, the final pH was 9.6. The concentration
of |Ca*"| does not change during the experiment: it can be used as a probe during the
transformation of calcium oxalate into calcium carbonate. The initial concentration of
calcium is around 1072 mole.L ™!, i.e. log (|Ca®*T|) = —2. Figure 7 (initial state) shows
that, for such a concentration of calcium in the presence of calcium oxalate crystals and
at a Pco, = 3-107% atm, the theoretical pH should be between 6.8 and 6.9, a range
corroborated by the measurements. At the end of the experiment (Fig. 7, final state),
there is no more oxalate. Calcium carbonate can precipitate because the intersection
of the Pco, = 3-107* atm curve and a concentration of calcium around 1072 mole. L~}
is situated inside the area of supersaturation regarding C'aC'Os3. In addition, the pH
should be between 9.5 and 9.6, which is also consistent with the experiment.

In conclusion, such a model is convenient to get an idea of the calcium oxalate
concentration, carbon dioxide pressure, and conditions for potential precipitation of
secondary calcium carbonate through oxalotrophic bacteria activity. It demonstrates
that as long as calcium is available and oxalotrophic bacteria are present, transformation
of oxalate into carbonate can occur under normal conditions found in soils and surficial
sediments. Therefore, an oxalate-carbonate cycle, or at least pathway, must exist at the
surface of continents (Verrecchia & Dumont, 1996), explaining the absence of calcium

oxalate accumulation in soils and the fossil record.
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The oxalate-carbonate pathway
A synthetic coupled cycle of calcium and carbon through the oxalate-carbonate pathway
is shown in figure 8. Atmospheric COs is fixed by the plants through photosynthesis to
produce biomass. Inside the plant, oxalate crystals form. In addition, fungal filaments
may also accumulate oxalate. Mainly in the form of Ca-oxalate (COM or COD), this
carbon pool is used by oxalotrophic bacteria as carbon, energy, and electron sources.
The transformation of oxalate can occur in the soil solution inside the pores, or in soil
animal guts. The oxalate oxidation results in carbon dioxide production and calcium
carbonate precipitation. Released carbon dioxide can be used for photosynthesis, form-
ing a loop in the cycle. Calcium carbonate precipitation is enhanced by increasing
pH during oxalotrophy, as observed by Jayasuriya (1955) and Braissant, Verrecchia &
Aragno (2002), and demonstrated in this chapter. Now, let’s suppose that all the ox-
alate available in the soil is oxidized in order to measure the potential occurrence of a

carbon sink. The overall reactions can be summarized by the following two equations:

1
C(LCQO4 . TLHQO + 502 — C’a2+ + 2 COQ + nHQO + 20H™ (28)

Ca*" +2 OH 42 COy — CaCOs3 + Hy0O (29)

the first one describing the oxidation, the second taking advantage of alkalization to en-
hance calcium carbonate precipitation as stipulated above. Therefore, the final balance

is the following:
1
0&0204 . TLHQO + 502 — CCLCOg + COQ + (n + 1) HQO (30)

The initial two moles of organic carbon are both transformed into inorganic carbon.
One mole is precipitated as a mineral, with carbon being trapped inside the calcium

carbonate crystals, i.e. stored on a long-term time scale. The other mole can be released

16



into the atmosphere and re-used for phototrophy. Therefore, the oxalate-carbonate
pathway constitutes a true carbon sink because one out of two moles of organic carbon
is stored in a mineral state with a long residence time, whereas the other one returns to
the atmospheric reservoir.
Conclusions

Consequences of the oxalate-carbonate cycle have been investigated in different envi-
ronments. In surficial formations, this cycle is believed to participate in the genesis of
calcrete (indurated carbonate soils) in semiarid environments (Verrecchia 1990; Verrec-
chia and Dumont 1996). In temperate forests, it is related to mineral nutrient cycles
including C'a, and more generally, other elements such as Fe, Al and P (Cromack et
al. 1977). The possible oxidation of calcium oxalate pools by oxalotrophic bacteria
probably means that a large amount of the secondary calcium carbonate found in soils
and surficial sediments should originate in the transformation of low molecular weight
organic acids (including citrate and acetate) into carbonates. Calcium carbonate (as
various C'aC'O3 polymorphs) may then accumulate, modifying the soil conditions. The-
oretical studies have demonstrated that the soil solutions can be alkalinized enough to
enhance calcium carbonate accumulation and storage. Therefore, when associated with
plant biomineralization, fungi and bacteria contribute to long-term carbon storage by
potentially transforming half of the organic carbon from oxalate (or low molecular weight
organic acids) into mineral carbon (carbonate), which has a much longer residence time
in soils than organic substrates (Cailleau, Braissant & Verrecchia, 2004). The other
half is released as carbon dioxide into the atmosphere. In conclusion, because oxalate
salts are organic in origin, the oxalate-carbonate pathway represents a potentially major
carbon sink (Cailleau et al., 2005) and probably acts as a regulator of the atmospheric
pCO,.
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Figure 1: A) Plane polarized light microphotograph of a cross-section inside Cereus sp. succulent
stem: prism and styloids of calcium oxalate are visible as crystal idioblasts. Scale on image B. B) Same
view in cross-polarized light showing the mono-crystalline nature of the biominerals. C) Scanning
electron micrograph showing the structure of a drusic agglomerate of calcium oxalate inside Opuntia
sp. Scale on image. D) Electron dispersive energy spectrum on druse: elements found are mainly C,
O, and Ca (for the Ca-oxalate), Mg, K, Na, and Cl as accessory salts, and traces of phosphorus. The
gold peak is due to sample coating. The identification of the mineral (calcium oxalate monohydrate or
COM) is confirmed by X-ray diffraction analysis.
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Figure 2: A) Scanning electron micrograph showing euhedral crystals (arrows) of COD (calcium
oxalate dihydrate or weddellite): the other part of the photograph is mainly constituted by cellulose.
Scale on image. B) COD crystal observed with scanning electron microscope. The crystal (arrow) is
surrounded by fungi decaying iroko wood whose cellulose fibrous structure is still observable. Scale
on image. C) UV fluorescent light microphotograph of a cross-section inside decaying wood. Between
wood fibers (cellulose), a chain of dark euhedral crystals of COD almost freed in the medium. Scale
on image. D) View with optical binoculars of free crystals of COD inside a soil aggregate. The shape
(habitus) of the crystal shown with the arrow is exactly the same as the one of the crystal schown in
B. Scale on image.
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Figure 3: A) Scanning electron micrograph showing euhedral crystals of COD (calcium oxalate di-
hydrate or weddellite) associated with fungal filaments in decaying iroko wood (Ivory Coast). Scale
on image. B) Detail of COD crystal shown in A. The COD crystals belong to the tetragonal system.
Scanning electron microscope. Scale on image. C) Sketch of various pathways for Ca-oxalate produc-
tion by fungi. Biosynthesis of Ca~oxalate is often accompanied by other low molecular molecular weight

organic acids, such as citrate or acetate.
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Figure 4: Scanning electron micrograph showing calcium carbonate crystals found A) associated to a
Xanthobacter autotrophicus culture on an acetate-rich medium, B) on the same medium with Ralstonia
eutropha, C) with the same bacteria on a citrate-rich medium, and D) on the same medium with
Xanthobacter autotrophicus. Scale on image.
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Figure 5: The two main processes identified that lead to the precipitation of calcium carbonate from
an oxalate source in oxalotrophic bacteria, the formate and the glyoxylate pathways.
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Figure 6: Sketch of the system upon which is baed a theoretical model of oxalate transformation
into carbonate through bacterial oxalotrophic activity. The system is defined as open and therefore,
exchanges are possible with the external environment.

26



Initial state Final state

[:I Undersaturated
pH I:ISupers.atura‘led in CaC.0Q, pH
B -Supersaturated in CaC,0, and CaCO, w_

-Su persaturated in CaCO,

pCO3 (atm.)

Hproy = 10-6
pCOz=10-5 i =

peog = 10 -4
PCOZ = 335104
peoa =103 Sl

pCos = 102

pCoa = 10-1 i

peOy =1

I
i
}
;
|
i
I
]
]
I
I
|
T
2

1 T T T
= 1 -8 5 4

Log |Ca?!| Log |".':a’*“‘|J
Figure 7: Curves of the function pH = f(|Ca?*|,pCO,) obtained using the model given in figure
6. Two states are described: the initial state, in which oxalate is present and begins to be oxidized
by oxalotrophic bacteria, and the final state, showing the evolution of pH and calcium concentration
after total disappearance of oxalate. The dotted lines refer to observed conditions. Measurements
are in agreement with the model. All the oxalate (intersection inside the area related to oxalate
supersaturation in the initial state) has been transformed into carbonate (intersection inside the area
corresponding to calcite supersaturation in the final state) accompanied by an increase in pH compared
with the initial state.
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Figure 8: Simplified sketch showing main relationships inside the coupled calcium and carbon cycles
of the oxalate-carbonate pathway in an hypothetical ecosystem. Plant and fungi are oxalate producers.
Oxalotrophic bacteria (in the soil or animal guts) use oxalate as carbon, energy, and electron sources,
leading to carbon dioxide and calcium carbonate production. Calcium carbonate can accumulate inside
the soils. Because the carbon of the carbonate originates from organic carbon, its fossilization in the
soil constitutes a carbon sink.
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