N

N

Biodégradation des herbicides en sols tempérés -
Controle des communautés bactériennes dégradantes par
la bioturbation du sol
Cécile Monard

» To cite this version:

Cécile Monard. Biodégradation des herbicides en sols tempérés - Controle des communautés bactéri-
ennes dégradantes par la bioturbation du sol. Sciences du Vivant [g-bio]. Université Rennes 1, 2008.
Francais. NNT: . tel-00350389

HAL Id: tel-00350389
https://theses.hal.science/tel-00350389
Submitted on 6 Jan 2009

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00350389
https://hal.archives-ouvertes.fr

N° ordre : 3725
THESE

présentée
DEVANT L'UNIVERSITE DE RENNES 1
pour obtenir
le grade d®®OCTEUR DE L'UNIVERSITE DE RENNES 1
Mention Biologie
PAR
Cécile MONARD
Equipe Role de la Biodiversité dans les Processo®giques
CNRS UMR 6553 EcoBio, IFR CAREN Rennes
Université de Rennes 1

Ecole Doctorale Vie-Agro-Santé
UFR Sciences de la Vie et de I'Environnement

Biodéegradation des herbicides en sols tempéréswréle des
communautes bactériennes dégradantes par la mtantgu sol

Soutenue le 30 Avril 2008 devant la commissionat\egn composée de :

Rapporteurs Pierre PEYRET CNRS/Université Ctert-errand I
Jean-Charles MUNCH Université Technique de Munich

Examinateurs Philippe NORMAND CNRS/Univerditgon 1

Invité Fabrice MARTIN-LAURENT INRA/Université dBourgogne

Directeur de these  Frangoise BINET CNRS/UniweRennes 1

Co-directeur Philippe VANDENKOORNHUYSE CNRS/Unigéé Rennes 1






REMERCIEMENTS

Je tiens tout d’abord a remercier les membresudy g’avoir accepté de lire et de
juger ce manuscrit et particulierement Messieuesr Jeharles Munch et Pierre Peyret pour
avoir accepté d'étre rapporteurs.

Je remercie Francoise Binet pour son encadreroahtiti long de ces trois années et
guelques mois, pour son implication dans ce pegjefans le montage de mes projets futurs et
surtout pour m'avoir fait découvrir I'écologie &t inonde des vers de terre : Je n'avais jamais
imaginé a quel point ils compteraient un jour dianasvie !!

Merci a Philippe Vandenkoornhuyse pour son précsautien pendant ce travail, sa
philosophie scientifique, son optimisme a touteg@éypes et sa présence porte bonheur lors de
la récupération des fractions du SIP !!

Je remercie la région Bretagne pour l'attributibe ma bourse de recherche sans
laguelle rien n’aurait été possible.

Sur un plan scientifique je remercie toute I'éguiBTM (nouvellement RBPE) pour
m’avoir accueillie et soutenue et particulieremdlatthalie Josselin et Marie-Paule Briand
pour les coups de main fournis et pour m’avoir sudans des manips radioactives intenses.
Je remercie également Elodie pour son stage dein@ fait gagner un temps précieux.
Merci également a I'équipe MGS de 'INRA de Dijohparticulierement a Fabrice Martin-
Laurent pour son accueil, a Nadine Rouard pouré&esnses a mes questions techniques, a
Najoi ElI Azhari pour sa joie de vivre et a Marioned2rs pour les cinétiques de
minéralisation.

Je n'oublie pas Jean-Pierre Caudal qui a partieigéd torture des vers avec son
‘démouleur de carottes’ et qui a accueilli une Gadi pot du light!! Merci également a Oscar
pour ses bons conseils et ses réflexions sur latéoc

Avec le temps que I'on peut y passer, un labomidé recherche est un lieu de vie au-
dela d’un lieu de travail et je tiens a remercarst les ‘jeunes chercheurs’ qui m’ont permis
de passer de tres bons moments au sein du CARIEN @ehors a travers les ‘pauses’, les
pots, les ‘bouffes’ chez les uns et les autresstésees ‘n'importe quoi’, les sorties bar, les
concerts, les flechettes, les colloques... : Emilie
ma collegue de bureau préférée (allé courage BjwBhn pour avoir été la au bon moment,
Stéphane pour les soirées n'importe quoi (par el@mphomas pour 'ambiance des fins de
soirées, Nico pour ses jeux de mots qu'on en reddmaCéline pour son accent du sud
réchauffant, Yannick qui comprend mon désarroi dppertrice parisienne, Lisa et ses
expeériences de I'hémisphere sud, Erwan pour sarvigrre a terre de la recherche, Fabien
pour le mode voix suave, Elise pour ses lasagngs $eches, Nuno comme gentil
organisateur de soirées (boite !!), Yann pour ladlee (les voisins s’en souviennent), Fanny
pour sa bonne humeur, Laure pour les rencontresods sol, Blaise, Ced pour les pauses
badminton, Pipo (cheval), Guihlem, Denis, Fred psam punch, Alexandrine et Guillaume
pour m’avoir accueillie. Je n'oublie pas les expa@hrys, Ben et Flo. En espérant n’avoir
oublié personne...



Pour les anciennes, Laure, Audrey et Nadja, méétiedprésentes ce jour J et d'étre
venues me rendre visite en Bretagne, me revoilaipaus !

Merci tout particulierement a Sébastien pour souatispn, ses encouragements, sa
patience et encore bien plus. Merci d’étre la sotie de t‘abandonner trés bientot !

Enfin un grand merci a mes parents qui m’'ont pedtes arriver la, merci d’avoir cru
en moi et de m’avoir encouragé a faire ce qu'ilptagsait.

Et surtout merci aux vers de terre pour s'étreii@sr(pas forcément volontairement)

pour la science et encore désolée pour I'éboudlmt le sauna mortel et les maladies
bizarres.









SOMMAIRE

CHAPITRE | : INtroduction Q&NEIaAIE .........ccoviiiiiiieiiiiiiieccciiie e e e e 5
1. La pollution des sols par 1es PestiCides ......cceeeeeeeiiiiiieeeeiicc e 7
1.1. La pollution dES SOIS .....cccuuuueiuiiiiis oo et ee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeees 7
1.2. Les pesticides : une problématique environnementajeure .................cccccvvvvnnnnee. 8
1.3. Cas de I'herbicide atrazine : états des lieux @dSIfIONS .........ccoeevveeeeeeeiiiiiiiiinnnns Q..
2. Le sol : support d’une biodiversité a I'origine skrvices écosystémiques..................... 11
2.1. LeS ServiCes ECOSYSIEMIQUES ......cccevviiieeeeeeeeieeiiiiiisasaeeeeeeeeeaeeeeeeeassssssnnnnnnennes 11
2.2. Le role des organismes du sol dans les servicdsgdqoes rendus ........................ 13
2.3. Relation biodiversité — fonctions de I'éCOSySteme..........ccevvvveeiiieeeeeeiiiiiiiiinnns 16.
2.4. Le sol, un milieu hétérogene constitué de domdimastionnels .............cccccvvvveeee. 18
3. La bioturbation du sol par la macrofaune lombrign..............cccceeeiiiiiiiieeeeeeeeeees o 23
3.1. Le concept de bioturbation ..............oviimemeeee e 23
3.2. La macrofaune [omDBriCIENNE ..........ooii i 25
3.2.1. Ecologie des lomDIIiCIENS ........ccoiiiiiiiiieeeiiee e 25

3.2.2. La bioturbation par les lombriciens : modificatida la physico-chimie du sol et
impact sur les commuNautés MICTODIENNES .....eeeeceeieieeeeeeeee e eeeens 26

4. Etude d'un service écosystémique : la biodégradadies herbicides en sols tempérés,

(08 S 0 [ - L= V4 | L TSRS 29
4.1. Adaptation des bactéries du sol a la dégradatisrpdiuants...............ccccceeeeeenennnn. 29
4.2. Deécouverte des voies de dégradation de l'atrazines@ements de bactéries
(0 =T0 =T o 1 =SSP 32

4.2.1. Historique de la découverte des voies de dégradded’atrazine................... 32
4.2.2. Les genes de dégradation de I'atrazine: appariatispersion....................... 36

5. Les outils moléculaires en écologie fonctionnellge: la diversité aux fonctions des

0T T =] =P PPPERRPRPRPRR 38
5.1. Ladiversité des bactéries du SOl .........cccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 39



5.2. Fonctions et activités des bactéries duU SOl ...cccunvenee i, 42

5.3. Un nouvel objectif : relier la diversité aux foraots du SOl.............cccevvvviiiiiiiiinnnns 4.4
6. Objectifs du travail de recherche..........o oo, 47
CHAPITRE Il : Matériels et MEthOdes...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiie e 51
1. Dispositif expérimental et production de microsiessol ..............cooeeeeiivviiiiiieeeem 53

I I Y/ o1 (=T = I o] o] [ o | o U= 53

1.1.1.  LeS IOMDBIICIENS ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e st e e e e e e s anns 53
1.1.2. Les souches bactériennes dégradant I'atrazine..............ccccccvvvvvvrveieneennnennn. 54

I I o | PP 54

I T = 1 7=V | = S SSTRPP 55

1.4. LeS MICrOCOSMES A€ SOl .....cuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeecci et 55
2. Mesure de l'activité de minéralisation de FatraZin..............ccccciiieeeeiiiiiiiies e e 57
3. Extraction des acides NUCIEIQUES 0€ SOl ......uuueeriiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeee e 58

3.1. Extraction d’ADN 0@ SOl ........uuuuumiiiiiii e 58

3.2. Extractions d’ARN : développement d’un protoCole.............uuvvvviiiiieiieeeeeeennennne, 59
Optimization of RNA extraction from small soil salep to quantify gene expression
6= Lo =00 ) 60
N N 4 F= 1) VST T 1 (0] (=T ol U] VT = 78

4.1, PCR QUANTITALIVE ....eeeiiiiiiiiiie ettt eeee e e e e e e e e e e e e e 78

4.1.1. RaPPEIS AU PrINCIPE ..coeeviiiiiiiiiiee e e e e e e e e e eeebe e neee 78
4.1.2. Préparation des standardsS ...........ccoocuuuiiiiiiiiiii e 79

4.2. RISA (Ribosomal Intergenic Spacer ANAIYSIS) o eeerrrrrnriiiiiieeeeeeeenreeneeennnn 80,

4.3, T-RELP e e nnna 81
4.4. CloNage et SEQUENGATE ... ..cittiiieeeeeeeeeeeeeititttrrreeererereeeeaaaaaeaaaaassssssnnnnnnreeeeeees 83
4.5. Analyse des séquences, arbres phylogénétique@tmuenrie maximale ................. 83
5. Mise en place du Stable Isotope Probing a parfiRiN .................ccoevvvviiiiiiiicinnenn 85
5.1. Principes et particularités de la teChniqUe ...cceeoevvvvvviiiiiiiieeee, 85



5.2. Mise au point en conditions OPtIMAIES ... eeeeeeerriiriiiiiianieeeeeeeereeeeeeeeeeeen 87

5.3. Mise au point sur SOl avec 'atrazinge .......ccccceeeeeeeeeieeeeeeeeee e 88
5.3.1. Deétermination de la quantité d’atrazine a apporter..........ccccvevvvevevvvvnnnnnnnn. 88
5.3.2. Expérience préliminaire avélC-éthyl atrazine..........c.ococeveveveees comemeneenes 91
5.3.3. Cinétique de dégradation de I'atrazine.........ccccccviiiiiiiiiee e 94.

6. TraitementS STAlISTQUES ....uuuuiiiie e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeean s nnansnnn e e e eeeas 95

CHAPITRE 1l : Réle de la bioturbation associée a & bioaugmentation sur I'abondance,
I'activité et la structure des bactéries indigenesgt celles dégradant I'atrazine dans le sol

I 1 01 4 (o Yo 1§ [o1 101 o IO T TP 99

2. Combined effect of bioaugmentation and bioturbatoon atrazine degradation in soll
6= Lo 1= 2 U 101

3. Analysis of atz gene expressions during atrazine degradation ih dsdosphere
= Lo T ) 125

4. Bioturbation du sol par la macrofaune lombricieaseociée a la bioaugmentation .... 145

4.1. Structure des communautés bactériennes dans fésedif microsites de sol générés
par la bioturbation aprés ou non bioaugmentatamalyses RISA ..........cccccvvvvveveenenennn. 514

4.2. Minéralisation de l'atrazine apres bioaugmentation..............cccceeeeevvevveeeeinnnnnns 714

4.3. Quantification de I'expression des geregA et atzD dans les microsites apres

inoculation du sol paPseudomonasp. ADP ... e 149
4.3.1. Expression des genatzAetatzD dans le sol bioaugmenté non bioturbé ...... 149
4.3.2. Expression du gérstzD dans les microsites de sol bioaugmentés. ... 150

A4, DISCUSSION .. .ciiiiiiiiiiieeettttet e s oo e e e e e e et ettt e ettt b s s e e e e e e e eaeeeanaaaaeaaeeeeeeennnnes 151

5. Synthése du Chapitre Hl..........oooiiiiiiiieeee e 154

CHAPITRE IV : Réle de la bioturbation sur la diversité des communautés bactériennes
du sol actives et sur celles dégradants un substre&rboné simple ou complexe (atrazine)

I 1 01 4 {0 To 1§ [o3 1] IR 159

2. Short-term response of soil bacteria to carbonchnrent in different soil microsites
6= Lo 1= U 161



3. Identification of atrazine-degraders under soiltlibation by earthworms by RNA-SIP

(€= L[ [R5 ) USRI 180
4. Synthese du Chapitre [V ........eoii i e e e e e e e ee e e eeeaeannne 207
CHAPITRE V : Conclusions et PerspeCtiVES.........ccooviiviiieieeieiiieee e ereeeaa e e e e e e 211

1. Les avancées fondamentaleS aCQUISES..... ummmmmmmrrrrerrerrererriireeeeeeneeeessssssssnnneeens 214
1.1. Une survie différente des bactéries du sol a I'stiga par les lombriciens

1.2. Les parois de galeries: un microsite particulieump les bactéries dégradant

PAETAZINE ...t e e e e e e 217
1.3. Relation hétérogénéité - diversité bactérienn@etfon .................ccceeeevevvveviiinnnns 218
1.4. L’adaptation des bactéries du sol : un détermimatial majeur............ccc.ccoevee 219
1.5. Dégradation de I'atrazine et changement d’échelles.........ccccccceveeeeiiiiiiiiiiiinn, 220
1.6. Avancées sur les voies de dégradations de I'aBazin...........cccccevvvvvviiieiieeennnnnn. 122
2. Perspectives de reCherChe........coooo e 223
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ......cocoviieieciecieeeeeee ettt 227
ANNEXES e e e e e e e 245



Chapitre I: Introduction générale

CHAPITREI

Introduction générale



Chapitre I: Introduction générale




Chapitre I: Introduction générale

1. La pollution des sols par les pesticides

1.1. La pollution des sols

Ce travail de recherche s’inscrit dans le contelgollution diffuse des sols par les
molécules xénobiotiques qui par définition sont debstances possédant des propriétés
toxiques méme a de trés faibles concentrationsn Bige ces xénobiotiques puissent étre
d’origine naturelle et utilisés dans le cadre dedapétition inter-espéces (Coleman et al.,
1997), une majorité a une origine anthropique.

Une pollution est définie comme une introductiomslienvironnement (air, eau, sol)
de substances portant atteinte a la santé humamexecosystemes. Elle est essentiellement
liée aux activités humaines. Ainsi, la révolutiomistrielle entamée au XfX° siécle a
largement contribué a I'état de pollution actuel wetre environnement. La prise de
conscience des atteintes a I'environnement n’estrglativement récente puisque le premier
meeting international sur les sols pollués n'a iew lgu'en 1985 au Pays Bas. Ce fut
'occasion de reconnaitre le besoin de comprerefrgtocessus a l'origine de ces pollutions
et de trouver des moyens possibles de dépollufiesiltk and Van den Brink, 1986).

Les pollutions du sol sont d’origine industrielégricole ou urbaine et ces différentes
sources entrainent la présence de nombreuses neslécé@nobiotiques différentes. Les
polluants organiques d’origine industrielle inclunpétrole et ses dérivés, les hydrocarbones
aromatiques polycycliques (HAPS) et les hydrocagsochlorés (Van der Perk, 2006). Ainsi,
sous la classe des HAPs, on retrouve plus de 106coles différentes utilisées dans la
fabrication des médicaments, des teintures, destigl@s ou des pesticides. Parmi les
hydrocarbones chlorés utilisés dans l'industrie retnouve les PolyChloroBiphényls (PCBs
également dénommés pyralénes) qui ont été largeutisés pour leur qualité d’isolation
électrique, de lubrification et d’ininflammabilitédalgré I'arrét de leur production dans le
monde dans les années 1970-1980, les PCBs petsiaa I'environnement. Dans leur
ensemble, ces polluants ont des effets cancériggmesent se fixer sur 'ADN, sont a
'origine de déreglements hormonaux, créent desriésdu foie, de la peau et du systeme
nerveux central (Mirsal, 2004; Van der Perk, 2006)s polluants organiques d’origine

agricole incluent les fertilisants et les pestiside
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1.2. Les pesticides : une problématique environnemental@ajeure

L'utilisation des pesticides par I'agriculture peése deux aspects aux conséquences
totalement opposées. Le premier concerne la néoessgluction des dégats causés aux
cultures par des organismes phytopathogenes etédalogpppement des adventices pour
maintenir la productivité alors que le deuxiemattia la nature méme des pesticides qui en
fait, dans certaines conditions, de possibles potkide l'air, des eaux, des aliments et des
sols (Calvet et al., 2005).

Selon leur cible (insecticide, herbicide ou fond&iles pesticides sont des molécules
de natures diverses: composés organophosphoréBPjTErganochlorés (DDT, 2,4-D,
alachlore), dérivés de carbamate (carbofurane)trideine (atrazine, simazine), d'acide
barbiturique... (Mirsal, 2004). Ces composés présgntdes propriétés cancérigenes,
mutagenes, tératogenes et allergenes. A causeudeitlesation importante notamment en
France qui représente pres de 30% du marché eurdfi§ere 1-1), les pesticides sont

frequemment détectés dans les eaux de surface edle souterraines (IFEN 2007).

»
(]

800 [~ B Hericides [ Fongicides . Insecticides Divers M

400

Grande- 1999

France  Allemagne Italie Bretagne Espagne  Hongrie

Figure I-1: A. Principaux marchés phytosanitaiezs Europe en 2005 (total = 7 166 millions d'eurds),
Tonnage des substances actives vendues en Frark@®98ex 2006 (Union des industries de la protedties
plantes, 2008).

Une grande partie des pesticides transite parlletsds sont apportés directement ou
indirectement par I'eau et les retombées atmospiési Ainsi, lorsque la molécule est a la
surface du sol, elle peut étre soumise a un phénerdé volatilisation et se retrouver dans
'atmosphére (Bedos et al., 2002). Ce phénomenmidgilisation implique une diffusion des
pesticides car ceux-ci seront redéposeés avec lesdsapluie a un autre endroit que celui ou

la contamination ou I'application a eu lieu. Ainsiy Suede des pesticides tels que le 2,4-D ou
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I'atrazine qui n'ont jamais été utilisés dans cgspant été détectés dans les eaux de pluie
(Kreuger and Kylin, 2006).

Les pesticides utilisés en agriculture ayant dempositions et des structures tres
variées, leur propriétés physiques, chimigues @bgiques le sont aussi ce qui explique les
difficultés rencontrées pour décrire et prévoirldavenir dans les sols (figure I-2). Une fois
que la molécule a pénétré dans le sol, elle esiniseua des phénomeénes de rétention,
d’adsorption, d'infiltration, de diffusion qui sonbntrdlés par les propriétés du pesticide et du
milieu. Elle peut également étre transportée paolation du sol et étre entrainée dans les
eaux souterraines par des processus d'infiltragtashe percolation (Yaron et al., 1996; Mirsal,
2004). Lorsqu'il se trouve dans le sol, le pes#cigeut étre dégradé par des processus
abiotiques (photodécomposition, réactions d’oxyédurction, d’hydrolyse...) ou biotiques
réalisés par les microorganismes du sol, limitargides contaminations.

Absorption
foliaire

Voalatilisation

Complexe
argilo-
humique  /

Solution
du sol

Désorption

Dégradation / Minéralisation
processus physico-chimiques et / ou
biologiques

Lixiviation

Figure 1-2: Schéma conceptuel des voies d’'évoluties pesticides (Kersante, 2003)
1.3. Cas de I'herbicide atrazine : états des lieux dgsmllutions

Afin de mener la présente étude, I'atrazine (2+ahk-ethylamino-6-isopropylamino-
s-triazine) (figure I-3), herbicide de la famillesltriazines, a été utilisée comme molécule
polluante modéle. Commercialisée en 1962, latezim été utilisée en agriculture
principalement comme désherbant du mais ou du sarglis elle a également été épandue

comme herbicide total sur les routes, les voiediguds, les voies ferrées et les terrains non

9
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cultives. Cette molécule est un inhibiteur de laotpRynthése agissant au niveau du
photosystéme Il. Elle est absorbée par les plaatesiiveau des racines et transportée
jusqu'aux feuilles, organes cibles, ou elle blodeetransfert réducteur d’électrons de la
photosynthese rendant impossible la conversion ’daergie lumineuse en énergie

électrochimique et conduisant a une mort celluldedke, 1982).

NjiN
AL

Figure 1-3 : Molécule d’'atrazine

L'utilisation de I'atrazine comme molécule modeletgente différents intéréts. Tout
d’abord, cet herbicide a eté mondialement utiliséadt les 50 derniéres années, et cet usage
sur le long terme a entrainé une adaptation det®res du sol a sa dégradation. Ainsi, de
nombreuses études de ces mécanismes de biodégmadeti été réalisées permettant
d’élucider les voies de dégradation et les géengsdigués et d'isoler certaines bactéries
dégradantes.

Ensuite, I'atrazine étant un herbicide facile d’émnpefficace et de faible codt, elle a
été appliguée massivement, en résultant une comadion chronique des sols, des eaux
souterraines et de surface. Ainsi en France sdisatiibn a atteint 5 000 tonnes annuelles
(Miquel, 2003) en faisant le principal polluant eesix de surface et souterraines et entrainant
des restrictions d’'usage a partir de 1997 et stardittion totale en France en 2003. Malgré
cette interdiction, un effet retard des contamorai est observé puisque selon le dernier
rapport de linstitut francais de I'environnemefftEN 2007), I'atrazine et ses métabolites
sont retrouvés et quantifiés dans 20 a 31 % ddysmsaeffectuées en eaux superficielles et
dans 2.5 a 32.4 % des analyses effectuées en eaiexraines ou I'atrazine et ses métabolites
sont les premiers polluants détectés (figure IE8s résultats sont inquiétants étant donné la

toxicité aquatique aiglie de I'atrazine qui est @40 mg L* (Carrasco and Sabater, 1997).

10
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Eaux superficielles

Eaux souterraines

AMPA 54,7 % Atrazine déséthyl* 3214 %
{P} Diuron (P) Atrazine r 21,
Glyphosate {P) Simazine r 5,5 4
Atrazine désethyl® | Atrazire déisopropyl® gt 7 %
(P} Atrazine Terbutl‘g'lazir‘ed@é‘d\yd‘_- b5 ap
2-hydraxy atrazine* | I {P) Diuron L
. | e o) -
oo G DeéséthyHerbuméton® 25 %
PO 2hydroxy atrazine” gy 2.5 9%
Bent. -
Den;zone Bentazone m23%
xadiazon Glyphosate m2,00%
Meétolachlore . -
: Dinosébe B1,5 %
Triclopyr ) -
Terbuthylazine B1.5 %
240 AMPAY W5 b
Diflufenicanil i
. ) . ) Métalachlore g5 %
D% 10% 20% 30% 40% 50% 60% ¢

En % d'analyses quantifiées de la substance 0% 5% 10% 159% 20% 25% 30% 35%

Figure I-4: Principales molécules quan#f® tout réseaux confondus en 2005 en eaux supddtie
souterraines. En pourcentage d’analyses quantifiéds substance (IFEN 2007)

Enfin, malgré sa forte toxicité et ses temps dearance importants, I'atrazine est
toujours utilisée massivement en Amérique du nandsi, en 2000, 947 tonnes d’atrazine ont
été importées au Canada (registre environnemeatkl doi canadienne sur la protection de
I'environnement, 2006) et en 2003, I'atrazine dthdrbicide le plus utilisé aux Etats-Unis
(Knight, 2003). En 2006, I'agence de protectior’devironnement des Etats-Unis (US EPA)
a renouvelé l'autorisation d’utilisation de 'atmag entamée en 2003, justifiant qu‘il y a une
certitude qu’aucun mal pour la population amérieane résultera d’'une exposition a des
résidus d’atrazine a partir de nourriture ou d’patable (US EPA, memorandum of atrazine
decision document, 2006). Cette décision est plees que des scientifiques américains
dénoncent des pressions de lindustrie agroalinventpour essayer d’étouffer et de
discréditer leurs travaux sur I'atrazine (Knigh@03).

2. Le sol: support d’une biodiversité a Il’origine de services
écosystémiques

2.1. Les services écosystémiques

Les écosystemes naturels sont fournisseurs decesreécosystémiques aux fonctions
tres larges : réserve de différentes denrées (haa;reau, combustibles...), support de la vie
(formation du sol, cycle des nutriments, pollinisat..), régulation du fonctionnement des
écosystemes (régulation du climat, contrble desadie$, détoxification...) et services

culturels non associés a un bénéfice matériel (@ar2007). Le sol contribue a tous ces
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services écologiques rendus a 'homme: supportighgsde I'agriculture, conservation et

distribution des nutriments aux plantes, décommusie la matiére organiqgue morte et des
déchets (résidus agricoles, déchets industrielsecyclage des nutriments et régulation des
cycles des éléments majeurs (carbone, azote, sppifiosphore) (Buol, 1995; Lavelle and

Spain, 2001).
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Figure I-5 : modéle hiérarchique de I'impact descgissus générés par la faune du sol a une micelécur
les services écologiques fournis par le sol (Dezatial., 2006)

La majorité de ces services est fournie par I'é€tides nombreux organismes vivants
habitant le sol et dont les effets sont encore ey étudiés (figure I-5) (Lavelle et al., 2006).
Plus encore, alors que les interactions biotigagssent le fonctionnement du sol, leurs réles
dans les services écologiques rendus demeurenpdresenseignés. Ainsi, hous savons que
les microorganismes du sol réalisent 90% des wamsitions chimiques intervenant dans le
cycle de la matiére organique et la fertilité clijoe du sol et qu’ils sont capables de dégrader
différents polluants en les utilisant comme soumagritive (Prosser, 2002; Lavelle et al.,
2005). Nous savons également que les invertébvastvilans le sol jouent un rdle primordial
dans le fonctionnement continu de cet écosystememéadifiant ses propriétés physiques,
chimiques et biologiques ils agissent sur la cattah de I'eau, le cycle des nutriments, la
production primaire, la formation du sol et la riggion du climat (Lavelle et al., 2006).
Néanmoins, tres peu d’'informations concernant mésractions entre ces invertébrés et les
microorganismes sont disponibles.

L’ensemble des organismes du sol interagit patides trophiques étroits influencant
ainsi les différents processus et fonctions suggapar le sol. Ces réseaux trophiques relient

les structures des communautés du sol aux fonatie€cosystéeme puisque ces interactions
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trophiques correspondent a des taux de transfarteipant aux cycles de matiere, d’énergie

et de nutriments (de Ruiter et al., 2002).

2.2. Lerdble des organismes du sol dans les serviceslégmues rendus

Le sol renferme une grande partie de la biodiv@ziEésente sur Terre et joue un role
majeur dans les processus intervenant dans legscyld la matiere, de I'énergie et des
nutriments (Wolters, 1997; Griffiths et al., 200Qa biomasse du sol présente dans les 25
premiers centimetres de la couche de surface tnansfde 10 a 1000 tonnes de matiére
organique fraiche par hectare et par an (de Rattat., 2002). Les microorganismes du sol,
qui se situent a la base de la chaine alimentaireetl écosystéme jouent un roéle primordial
dans I'élaboration des services écosystémiquesusepar le sol en étant les premiers acteurs
des cycles biogéochimiques (Lavelle et al., 208@anmoins, il ne faut pas négliger le réle
des racines et de la faune du sol qui modelentdesmunautés microbiennes et régulent leur
activité au sein d’interactions complexes et a Bebanultiples (tableau I-1). Ainsi, les
communautés microbiennes dans le sol ont un turnamant généralement de 6 a 18 mois
ce qui est entre 1000 et 10 000 fois plus lentlgadaux de croissances observés en culture
au laboratoire (Lavelle et al., 1995). Cette app@eontradiction entre les observations des
especes cultivables en laboratoire et les mesaites fau champ a été qualifiée de ‘sleeping
beauty paradox’ ou paradoxe de la belle au boisndot. Bien qu'ayant la capacité de
dégrader une trés large gamme de substrats prédants le sol, les microorganismes
semblent étre inactifs la plupart du temps. Celalesa de fortes carences nutritives résultant
de leur incapacité a se mouvoir jusqu’a un authestsat lorsque celui de leur environnement
est consommé (Lavelle et al., 2005). Ainsi toutrméne physique généré par un autre
organisme du sol (racines, lombriciens, fourmignties...) qui aménera les microorganismes
a un nouveau substrat jouera le role du ‘princerohat’ et réveillera ces communautés en
dormance (Lavelle et al., 1995).

Les invertébrés du sol occupent donc une positi@iégique au sein des structures et
des processus qui relient les processus microlaiengchelles supérieures (e.g. parcelle), l1a
ou les services de I'écosysteme sont produitsir@esactions entre les racines, la faune et les
microorganismes du sol sont a l'origine des nombreervices écologiques rendus par cet

écosysteme.
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Tableau I-1 : Contribution des invertébrés du sl services écosystémiques fournit par le(kalvelle et al

2006)

Service types  (Goods/services

Feosystem process

Soil invertebrate contribution

Indicator of faunal contribution

Production Water supply

Support Nutrient cycling
Soil formation
Primary production

Regulation Flood and erosion

control

Climate regulation

Infiltration and storage of water in
soil pore systems

Decomposition
Humification

Regulation of nutrient losses
(leaching denitrification)

Pedogenesis

Stimulation of symbiotic activity
in soil

Indirect production in the soil of
molecules recognized by plants as
hormones

Protection against pests and
diseases communities

Regulation of water minoff

Infiltration and storage of water in
soil

Production/consumption of
greenhouse gases

Organic matter storage in soil and
biomass

Building and maintenance of
stable porosity through
bioturbation and burrowing
Comminution, selection/
activation of microbial activities

Bioturbation

Surface deposition

Particle selection

Selective microbial enhancement
in functional domains

Control of pests through
biological interactions; enhanced
capacity of plant response

Creation of surface roughness by
biogenic structures

Building and maintenance of
stable porosity through
bioturbation and burrowing
Organic matter sequestration
instable biogenic macro-
aggregates

Enhanced formation of resistant
humic compounds

Proportion and amrangement of
biogenic structures in soil
Water-holding capacity

Litterbag decomposition
asSEssIments

Profile of soil organic matter
Measure of Organic matter content
in the different soil fractions

DNA and NIRS analyses in
biogenic structures

Soil and humus morphology

Soil DNA assessments
Soil faunal communities
Indices of plant vigor

Production of biogenic structures

Soil and humus morphology

Stable biogenic macro-aggregates

Les propriétés physiques du sol sont en grandeepemhtrolées par I'action de la
macrofaune du sol. Ainsi, des changements dragtijee communautés de la macrofaune du
sol ont significativement changé le profil du s@nd des périodes de temps tres courtes
(Lavelle et al., 2006). La formation d’agrégats pshcipalement due a l'utilisation des
apports organiques par les invertébrés du solagutransforment jusqu’a leur utilisation par
les racines ou d’autres invertébrés du sol ce guénérer la formation d’agrégats solides et
persistants (Blanchart et al., 1999). De plus efamr la porosité structurale du sol, les
invertébrés favorisent l'infiltration et le stocleade I'eau dans le sol (Lavelle et al., 2006).

La faune du sol et son interaction avec les migaoismes jouent un réle primordial
dans la minéralisation des nutriments et donc tkursacquisition par les plantes (Cole et al.,
2006) : la présence de la faune dans le sol augmanninéralisation de I'azote issu de la
litiere ou de I'humus et le prélevement de nitraed’ammonium par les racines (Anderson,
1988). De plus le broutage (grazing) de la biomassgrobienne stimule également la
croissance des plantes en limitant leur compétitwec les microorganismes pour les
nutriments inorganiques (Mikola et al., 2002).

La décomposition de la matiére morte et des dédsttalisée a différentes échelles.

Dans un premier temps la faune du sol fragmented@ére morte puis les microorganismes
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interviennent en ‘cassant’ ces composeés organicueplexes (Mikola et al., 2002). De plus,
il a été montré que l'activité biotique de certamacroarthropodes augmentait les taux de
décomposition de la litiere en exposant une plandg surface de ressource a l'attaque
microbienne (Anderson, 1988). Les microorganismeas sdl sont également fortement
impliqués dans la biodégradation des moléculesrapitues et plus ou moins toxiques
déposées accidentellement ou sciemment a la suttesel, limitant ainsi les contaminations.
Le sol exerce également une régulation des cyaesétéments majeurs grace aux
différentes interactions existant entre les organes du sol et a I'activité propre de chacun.
Par exemple, la séquestration du carbone darsgiégats compacts et stables formés par les
invertébrés du sol est un processus importantqoarel le sol accumule le carbone et limite
ainsi sa libération rapide dans I'atmosphére sausrime de gaz a effet de serre (Lavelle et
al., 2006). Concernant le cycle de l'azote, il@@bntré que la consommation de la biomasse
microbienne par la faune du sol avait un role inguar dans la libération d’azote minéral
(Anderson, 1988).

L’ensemble de ces services eécosystémiques rendus pal dépend donc étroitement
de l'activité des organismes s’y développant etleles interactions. Il est également
important de préciser les liens étroits existanteeles organismes vivant sous le sol et ceux
vivant au dessus, notamment les plantes qui seensgita l'interface entre les deux
(‘faboveground-belowground’). Ainsi, puisque les eéxzgs de plantes different en terme de
guantité et de qualité des ressources qu’ellesiesgnt au sol, une espéce particuliere de
plante peut avoir des effets importants sur lesruggnes vivant dans le sol et les processus
gu’ils régulent (Wardle et al., 2004) (Figure 1-6).
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A. FERTILE, PRODUCTIVE B. INFERTILE, UNPRODUCTIVE
ECOSYSTEMS ECOSYSTEMS

LITTER
Fagh % M Low % N
Low phencics High prenalics
Low ignin and siruclural carbohydrates Hogh Rgnin and Sructural Cartarydrales

S0IL FOODWEB

Falatively low density microarinropads High denssly macro. and microarthropods

S0iL PROCESSES
High blotuetation of ko Low soil mang
Rapid 0&compesTion and nument
mineraNzIon
Low sall C sequesiration sequesiration
Figh nutrient supply rates Low nuirient supply rales

Figure 1-6: Différences fondamentales entre (A) systeme fertiieet (B) un habitat non fertile. L
caractéristiques des plantes déterminent la quetiié quantité des ressources qui pé&mttdans le sol et |
processus écologiques clés dans le systtme de déstion réalisé par la faune du sol. Ces lienseele
‘belowground’ et le ‘aboveground’ sont rétroconé®lau niveau de la plante soit positivement en itione
fertiles (A) soit négativement dans le systeme feotile (B). (modifié d’aprés Wardle et al., 2004).

2.3. Relation biodiversité — fonctions de I'écosysteme

Alors que nous venons de voir que le fonctionnerdergol et les services qu’il fournit
sont supportés par les différents organismes vidans cet écosysteme, eux-mémes sous le
contréle de différents facteurs (figure I-7) uneesfion importante en écologie mais aussi
relative au maintien de nos ressources se posaleast la relation entre la biodiversité et les
fonctions de cet écosysteme ? Cette question edébat a part entiere puisque différentes
hypothéses supportées par plusieurs exemplesédéeeloppées.

Afin de répondre a cette question, il est tout dralnécessaire de définir les différentes
notions impliquées. Ainsi, la biodiversité corresgoa la totalité des especes dans un
écosysteme, comprenant la variation génétique piE€stans les populations. Cette notion
englobe donc implicitement les relations existamttesles différentes especes (Swift et al.,
2004; Coleman and Whitman, 2005). La biodiversg@atétre décrite en termes de nombre
d’entités, de leur distribution et des différendesleurs traits fonctionnels (Hooper et al.,
2005). Les fonctions de I'écosystéme quant a altesstituent les processus biochimiques,

biologiques et biophysiques qui assurent la praodt&t biologique, lintégrité et la
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maintenance de I'écosysteme (Swift et al., 2004)maintenance (viabilité) et la résilience de

I'écosystéme sont des points majeurs dans I'éteda telation biodiversité — fonctions.

Global changes

- Bivgeochemival wycles (S, N, P, wgarics] |
- Land uze {typa, intensity) [
- Climate

Human
| cotivitics
- Species invasions #
—h' Ecosystem goods
| and services
Bictic community
(biodiversity) 4
[}
» - Composition . .
- Richness —» Species frais
- Evanneee
- Spacias interactons
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v i

T J Frnsystam properies
| Abotic controls S
| - Resource availability

| - Modulatars (lerrp, pH)
| - Distubance regime

Figure I-7 : Impact des activités humaines, demghments globaux et des contrbles biotiques etigb&s sur

les propriétés de I'écosysteme. De nombreux aspirta communauté biotique influencent la portédaet
proportion des traits des especes qui modifientientes contrbles abiotiques (Hooper et al., 2005)

Deux hypotheses concernant la relation entre ldivgosité et les fonctions du sol (et des

ecosystemes en général) ont été proposées (fig8ygBengtsson, 1998; Schwartz et al.,
2000; Barrios, 2007):

High Type B

Ecosysiem
Function

Lo

Loy

e . Higl
Biodiversity &
Figure 1-8 : Relations hypothétiques entre la hiedité et les fonctions de I'écosystéme (Schwetred., 2000).

* Relation linéaire (figure I-8, type A): toutes lespéces, méme celles rares,

contribuent & une fonction du sol. Cette hypothestesoutenue par Wolters et al. (2001) par
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opposition au type B. Les organismes du sol serammstitués d’'un groupe riche en especes
dont les fonctions sont redondantes, les ‘passagersd’'un petit groupe d’especes
fonctionnellement importantes, les ‘conducteurshsh I'impact fonctionnel de la perte d’'un
certain nombre d’especes suivrait une fonction scaleer dont le nombre de marches
correspondrait au nombre de ‘conducteurs’, leugdar a la part de chaque ‘conducteur’ et
leur hauteur a l'impact fonctionnel de ces espéces.

* Relation non linéaire (figure I-8, type B) : lesnfitions du sol sont maximisées
par une faible proportion de la diversité totaldagplupart des especes rares ne contribuent
pas matériellement au maintien d'une fonction. €étfpothése est basée sur le fait que la
richesse spécifiqgue des espéeces dans le sol esiesue a la diversité fonctionnelle (théorie
de la redondance fonctionnelle, Loreau, 1998) ggére que les écosystemes peuvent perdre
une grande partie de leur diversité sans conségqusuic leurs fonctions. Dans ce cas, |l
existerait néanmoins une richesse spécifique peuit le maintien des fonctions du sol. Cette
seconde hypothese s’appuie sur la présence d’'esplésequi ont des effets importants sur les
communautés ou les écosystemes et sur la notigrodees fonctionnels dont les interactions
avec la diversité expliqueraient la plupart desanésmes impliqués dans les fonctions du sol
(Bengtsson, 1998).

En pratique, la relation biodiversité — fonctions bl est complexe et des résultats
opposés ont été obtenus. Ainsi, selon les étuttggpothése A ou B est vérifiee, néanmoins
I'hypothése d’une relation linéaire est beaucoupnsobservée (Schwartz et al., 2000). Dans
le cas de I'hypothése B, certaines études monlagmtésence d’espéces clés dont la délétion
a un effet significatif sur les autres espéeces moas especes clés identifiées ne sont pas
forcément les mémes dans un méme réseau trophatprelss études (Moore and de Ruiter,
2000; Hunt and Wall, 2002).

Malgré ces résultats contradictoires, et peu imngpdihypothése soutenue, la
biodiversité au sein du sol a des fonctions écqlogg importantes car elle permet a
I'écosystéme de s’autoréguler et d’augmenter sese. Une grande diversité génere une
certaine stabilité au sol et lui permet d’étre plésistant aux stress et perturbations auxquels
il est soumis (Swift et al., 2004; Hooper et alQ2; Barrios, 2007).

2.4. Le sol, un milieu hétérogéne constitué de domain&snctionnels

Le sol est un milieu hétérogéne en raison d'unebioaison de facteurs biotiques
(prédation, compétition...) et abiotiques (tempématupH, disponibilité du substrat...)
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(Franklin and Mills, 2003). Lavelle et Spain (Laeebnd Spain, 2001) ont ainsi décliné
I’hétérogénéité du sol en trois niveaux :
* Une hétérogénéité spatiale qui se retrouve a diffés échelles (de I'échelle
continentale a celle des micro-agrégats)
* Une hétérogénéité temporelle due aux différentdeliaxs de temps auxquelles se
déroulent les différentes transformations physigiehimiques supportées par le sol
* Une hétérogenéité fonctionnelle liée a la diverdéé processus intervenant au sein de
cet écosysteme.

Cette hétérogénéité du sol s’associe a des vargatimportantes des parametres
physico-chimiques qui le caractérisent (matieresénaile et organique, texture, teneur en eau,
présence ou non d’oxygéne, pH, température, lumigr€es variations générent des habitats
variés associés a des sources nutritives diveisesy résulte une hétérogénéité dans la
distribution des organismes du sol interagissamc athétérogénéité des ressources. Ces
interactions spatiales complexes peuvent étreéaisépar des perturbations locales aléatoires
comme par exemple une réduction de la biomasseatgsmisme dominant ou une altération
de la structure physique du sol (figure 1-9) (Etteamd Wardle, 2002).

Environmental factors Disturbance Population processes

Fine-scale effects

1
w5

of roots, organic - & - Eqiﬂr;'ijt":r'jm”
particles and - ﬂ . '
soil structurs E ‘D = Ay g‘é‘;%g:gg?smm
Plot- o fizldscale b — § Competition
effects of burmowing L / Predation
animals, individual - - = Mutualism
plants and plant L g
communitias N J]’ .- Passive

- dispersal

Large-scale gradients ) — :
of texture, soil carbon, .
topography and - --=

vagetation systems

/’

Figure 1-9 : Déterminants de I'hétérogénéité spatikes organismes du sol (Ettema and Wardle, 2002).

La distribution hétérogéne des organismes du sobisee a différentes échelles
spatiales emboitées les unes dans les autres pendint de la taille des individus. D’'un
point de vue fonctionnel, une organisation hiérapeh a également été décrite, permettant
une meilleure compréhension du réle joué par If@rdnts organismes dans les fonctions
globales du sol et une identification des difféesnéchelles auxquelles ils interviennent. Ces
domaines fonctionnels sont constitués de zone®ldimffuencées par un ‘régulateur’ majeur
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biotique ou abiotique et opérent a différentes bebespatiales et temporelles (Beare et al.,
1995; Lavelle, 2002). Chaque structure existantsdbn sol appartient a un domaine

fonctionnel et certains de ces domaines peuveet téds proches physiquement, rendant
difficile leur délimitation précise (Lavelle, 2002Lertains de ces domaines fonctionnels
constituent une zone ou I'activité biologique dshalée, ils sont alors qualifiés de ‘hot spot’

(Sextone et al., 1985; Joergensen, 2000; Bundt, @0®1; Nannipieri et al., 2003).

Beare et al. (1995) ont tout d’abord distingué Smdimes fonctionnels (sphéres
biologiques d’influence) différents (figure 1-10)restitués de:

* la détritusphére : zone du sol incluant la litiétele sol adjacent influencé par
cette litiere. Cette zone a une forte activité widologique due a I'activité des décomposeurs
(bactéries et champignons) (Ingwersen et al., 200&)détritusphéere abrite également une
partie de la mésofaune du sol correspondant a agearthropodes et a des petits oligochétes
se nourrissant soit de litiere, soit de microorgan@s, soit de petits invertébrés.

» ladrilosphére : zone de sol influencée par I'atgides lombriciens incluant le ver
lui-méme (son micro-environnement interne et séasarexterne en contact avec le sol), les
turricules qui sont les déjections des vers egdsries qu’ils forment (Lavelle, 1988; Brown
et al., 2000).

* la porosphere : arrangement entre le vide et l@&emeadlans le sol (Vannier, 1987).
Ces pores sont remplis d’'air et/ou d’eau, et sam gource d’habitats pour les petits
organismes du sol vivant dans des films d’eau conemerotozoaires ou pour de plus gros
organismes vivant en aérobie dans les pores les giands tels que des individus
correspondant a la mésofaune du sol (Beare dt98l5; Lavelle and Spain, 2001).

» l'agrégatosphere : ensemble des agrégats du sebquides groupes de particules
de sol regroupées ensemble et formant des unitéaslidesupérieure. Les cycles du carbone
et de I'azote dans le sol sont intimement dépendarntagrégation des particules dans le sol
(Brown et al., 2000). L’agrégatosphere constitirabitat principal des microorganismes du
sol qui représentent 90% de la biomasse total@kwis gramme de sol peut contenir jusqu’a
10 milliards de microorganismes de milliers d'egmdifférentes (Rossello-Mora and
Amann, 2001; de Ruiter et al., 2002). Néanmoiresgdace occupé par les microorganismes
dans le sol représente généralement moins de 5%emgemble de I'espace disponible
(Nannipieri et al., 2003). Sous l'appellation decrabrganismes sont regroupés les virus,
bactéries, champignons et I'ensemble des eucarymiiesllulaires habitant cet écosysteme.

lls peuvent soit vivre a l'intérieur des micro-agaés (dans les micropores) ou bien a leur
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surface. Ces deux habitats correspondent a deatégites differentes puisque en vivant a
l'intérieur, les microorganismes limitent la prédat mais également leurs ressources
trophiques disponibles. Par contre en vivant a uafase de ces micro-agrégats, les
microorganismes s’exposent a une pression constanteur population liée a la prédation et
l'instabilité environnementale méme si le milieu etus riche d’'un point de vue nutritif
(Postma and van Veen, 1990; Lavelle et al., 2006jte distribution d’apparence mineure est
essentielle dans le cadre de techniques de bioratisédpar bioaugmentation puisque les
microorganismes dégradants inoculés pourraientaatemir plus longtemps dans le sol en
étant protégés dans ces micro-agrégats.

* la rhizosphére (Hiltner, 1904): zone d’influenceedie des racines dans le sol qui
occupent en général de 1 a 5% du volume du solfszipeselon la végétation présente en
surface (Killham, 1994). Les racines fournissent'éeergie et des nutriments en produisant
de la matiere organique lorsqu’elles meurent esé@arétant de nombreux exsudats (facteurs
de croissance, hormones...) lorsqu’elles sont viwar{teavelle and Spain, 2001), elles
abritent ainsi une grande part de la biomasse tévdin sol. Elle sont par exemple une source
d’habitat pour certains nématodes (Lavelle and r§pad01). L’activité microbienne et
consécutivement le broutage sont ainsi stimulés timhizosphére (Beare et al., 1995). Les
racines constituent également un habitat pourreéiits symbiontes comme les champignons
mycorrhiziens a arbuscules qui colonisent plus 0% &les plantes terrestres et qui sont
impliqués dans de nombreuses fonctions écologigioes la nutrition en phosphore des
plantes ou encore les PGPR (Plant growth Promd®hiobacteria) impliquées dans la
phytoprotection (Selosse et al., 2004). La symbieste les plantes légumineuses et la
bactérieRhizobiumdont I'association produit des nodules impliquésgla fixation du

atmosphérique est trés importante dans le cyclazdate (Werner, 1992).
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Figure 1-10: Vue hiérarchique de la biodiversité et des doemifonctionnels associés, les sphéres biolog
d’'influence (Beare et al., 1995).

Lavelle a par la suite proposé une autre approd@erthique en distinguant le
‘régulateur’, les structures qu'il génere et legamismes vivant dans I'environnement créé
(Lavelle, 2002). Il distingue ainsi différents réapeurs (figure I-11):

* les organismes ‘ingénieurs des sols’ (Jones el @87) tels que les lombriciens,
les termites et les fourmis qui créent leur progoenaine fonctionnel : la drilosphere, la
termitosphere et la myrmécosphére. Ces organisorgdess composants les plus importants
de la macrofaune du sol (Lavelle and Spain, 20Qlyramsforment le sol en matériels
structurés influencant les transferts de nutrimenilgssés par d’autres organismes (Lavelle,
2002)

» Les plantes qui sont a l'origine de la rhizospletrdu ‘systéme litiere’ formé par
'accumulation de feuilles et de pousses mortedép@sant a la surface du sol

» Les régulateurs abiotiques avec par exemple lessaffi gel/dégel qui provoquent
une bioturbation du sol.
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Selon Lavelle, 'approche des domaines fonctionnélsessite la caractérisation de
I'origine de chaque composant. Ainsi, la porospleriéagrégatosphére doivent étre associées
au régulateur qui les a généré (Lavelle, 2002).

POROSPHERE FOODWEB
REGULATOR AGGREGATUSPHERE
N\ VAN VAN
ROOTS (/x| %\ [X\ ) RHizosPHERE
TERMITES (x] [ x X|) reRmmoseHERE
LITTER B X X LITTERSYSTEM
EARTHWORMS HM X X X |) DriLoseHERE
ANTS X X X |) MYRMECOSPHERE
e =)
\V \J \V .
PORES AGGREGATES BIOTA
STRUCTURES

Figure 1-11 : Domaines fonctionnels dans le solirdgfpar un régulateur, les structures qu'ils ctéenles
organismes vivant dans ces environnements créggghtalement). Classification fonctionnelle altatine
basée sur les pores, les agrégats et les commar{aatécalement) (d'apres Lavelle, 2002).

Les domaines fonctionnels affectent la dynamiquelitférents processus a différentes
echelles d’espace et de temps avec parfois dets efbatrastés entre ces échelles (Lavelle,
2002). A travers ces interactions complexes, lamite a un niveau hiérarchique au sein d’'un
écosysteme peut influencer la diversité structumtlefonctionnelle a d’autres niveaux
hiérarchiques. En tant que ‘régulateurs’ de donsaforctionnels, les lombriciens participent
au maintien de I'hétérogénéité du sol et a la foilonade différents micro-habitats via leur

action de bhioturbation du sol.

3. La bioturbation du sol par la macrofaune lombricienne

3.1. Le concept de bioturbation

Nous avons pu voir précédemment que les procesgysordes par le sol étaient
contrdlés par les interactions existant entre i#érdnts organismes y vivant. Ces interactions
se concrétisent de différentes maniéeres. Le régeragnt et la translocation physique du sol

par la nutrition et le déplacement de certains mggaes joue un réle primordial au sein de
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ces interactions. Ce processus qualifié de biotioba été étudié pour la premiére fois par
Charles Darwin en 1881 dans son dernier livi@n«the formation of vegetable mounds
through the action of worms with observations airthabits» sans qu’il le nomme (Darwin,
1881). Darwin avait pris conscience de I'importaxeece travail du sol par les organismes
vivants et de son réle dans la formation du solydfiean et al., 2006). Il s’était appuyé sur
I'observation du travail des vers de terre dansoleet le role de leur activité dans la fertilité
du sol et les processus géologiques. Néanmoingaleasux et les études scientifiques portant
sur la bioturbation n’ont vraiment commencé quedaen la deuxieéme partie du@Bsiécle.

Outre les vers de terre, le phénoméne de biotoraieut étre attribué a I'activité
d’autres organismes selon I'écosysteme auquelintégsse. Ainsi, en milieu aquatique, les
polychétes et certains crustacés sont considéngsneo‘bioturbateurs’ (Meysman et al.,
2006). Dans le sol, outre les vers de terre, debmenx invertébrés génerent également de la
bioturbation comme par exemple, les fourmis ettéesiites (Lavelle and Spain, 2001). Les
mouvements issus de la croissance des racineségatément source de bioturbation. En
effet, alors que la racine pénétre dans le solji-celvoit son propre volume déplacé et
compressé par le sol alentour. Une zone de vide @wa formée autour de la racine,
permettant le passage de I'eau, de nutriments enict®@organismes (Killham, 1994).

D’un point de vue évolutionniste, le processus ddubbation serait a l'origine de
I'explosion de la vie au Cambrien (‘burrowing rewiobn’). Ainsi, alors que les fonds marins
étaient recouverts de tapis bactériens, deux fextauraient stimulés cette ‘explosion du
Cambrien’. Dans un premier temps, 'avenement derdaation a stimulé le développement
protecteur des squelettes extérieurs minéraux {begjLEpines...) puis le début d’une ‘course
aux armes’ entre les prédateurs et leur proie aveamaé. Dans un second temps, les proies
ont commencé a utiliser leur squelette extérieur cdamme outils pour creuser dans les
sédiments, ce qui leur fournissait un abri conte prédateurs. Ces derniers ont ainsi
développé leur capacité fouisseuse pour retrowes Iproies (Meysman et al., 2006).

D’un point de vue écologique, les organismes bibmteurs sont qualifiés d’'ingénieurs
de I'écosystéme et leur présence ou absence a pacindisproportionné sur I'écosysteme
(Jones et al., 1994). La bioturbation a un effetlautexture du sédiment, le transport des
solutés et la dispersion des particules solidestetvient ainsi dans le fonctionnement et les
processus des écosystemes (Meysman et al., 2066)aid leur activité de bioturbation et
leur forte capacité fouisseuse, les lombricienst mmsidérés comme ingénieurs des sols

(Stork and Eggleton, 1992). Ainsi, dans un sol efs@nce de lombriciens, la capacitée de
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rétention d’eau est plus importante, les agrégais plus stables, I'espace poral est plus

important et les taux d’infiltration sont augmentdsderson, 1988).

3.2. La macrofaune lombricienne

Les lombriciens ou vers de terre (Annélides, Oligses) constituent le composant
dominant de la faune des sols tempérés. En pisrs®nt au nombre de 600 a 700 individus
par nf pour une biomasse supérieure a 1000 kKgetadans les agrosystémes, on retrouve de
300 & 400 individus par fpour une biomasse moyenne de 500 K§(@inet, 1993; Binet et
al., 1997). Darwin a été le premier a attirer Eation sur les effets bénéfiques des vers de
terre dans le sol: "It may be doubted whether thee many others animals which have
played so important part in the history of world, lzave these lowly organized creatures”
(Darwin, 1881).

3.2.1. Ecologie des lombriciens

Les lombriciens ont développé différentes stragielaptatives basées sur des
caractéristiques morphologiques, comportementalephgsiologiques leur permettant de
vivre dans le sol. Bouché (1977) les a classésr@a tatégories écologiques différentes
(Figure 1-12):

* Les épigés (Bouché, 1977; Lee, 1985): ils sontetieptaille (10 a 30 mm) et vivent
entre les couches de litiere ce qui constitue wir@mement relativement rude puisqu’ils
sont soumis a la sécheresse, aux températuresnestréaux facteurs anthropiques et a la
prédation. Les épigés contrecarrent cette fortetaliigr par une croissance rapide et une
fécondité élevée en utilisant de la nourriture dalitg.

* Les anéciques (Bouché, 1977): ils sont de tailiyenne mais certaines especes
peuvent atteindre des tailles géantes (10 a 110lsvse nourrissent de la litiere présente a la
surface du sol gu’ils mélangent avec du sol etntivdans des galeries verticales a sub-
verticales qu'’ils créent dans le sol. Ces espeeasamactérisent par une forte musculature et
une grande activité fouisseuse. Au cours de l'itigesde sol et de I'enfouissement de la
mitiere organique, les anéciques assurent un melemigne de la matiere organique et de la

fraction minérale des différents horizons du sol.
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» Les endogégBouché, 1977 : ils sont de taille variable (1 a 20 cm) et cretsdes
galeries d'orientation quelconque dans les horizuperficiels du sol (30 cm). Ces vers ¢
géophages et se nourrissent de la matiére orgamgogoorée dans le sol. Trois catégo
ont été distinguées selon la richesse en matiéganajue du sol dans lequel ils
nourrissent les oligohumiques qui vivent dans un environnenasec tres pede ressources
nutritives, en profondeur et se déplacent peummésohumiques qui ne sélectionnent pas
particules organiques et vivent entre 10 et 15 @rmpobfondeur et les polyhumiques ¢
ingérent sélectivement les particules organiquegvant dns la rhizosphére ou a l'interfa
sol-litiere (Lavelle, 1981).

ENDOGEIC EPIGEIC

- rich soil feeder . :!tter ‘Leedﬁr

- topsoil (A) dweller - litter dweller
- pigmented

-no pigmentation

- horizontal burrows -no blllirrpws
-small size \ -small size -
- R + i = SR N g - LT M0

ANECIC f
- litter + soil feeder
- soil dweller

- dorsally pigmented
- extensive vertical burrows
(permanent)

-large size

Figure 1-12 Catégories écoldques des vers de terf@'apres Bouché, 197

Dans ceprojet de recherche, I'espeLumbricus terrestrisun ver de terre anéciqt
a été utilisée comme organisme modéle de la maarefédombricienne du sol et comr

bioturbateur de notre systeme d’ét

3.2.2. La bioturbation par les lombriciens: modification de la physico-

chimie du sol et impact sur les communautés microbhne:

Nous avons pu voir précédemment que la drilospramastituait un domain
fonctionnel du sol a part entiere. Elle est conéttdes différents microsites issus de l'acti
des lombrieens (galeries et turricules) ainsi que du contdigestif des vers de terre. Les v

de terre vont ainsi agir directement ou indirectenserr les bactéries du s
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3.2.2.1.Interaction directe : passage des bactéries danstigbe digestif

Les vers de terre assimilent leurs nutriments et kEnergie avec des efficacités
variables selon les especes et la nature du nlatagégré. Généralement la stratégie nutritive
des lombriciens consiste en une grande consommaeatione faible assimilation de matériel
de pauvre qualité nutritionnelle (Curry and Schim2f07). Les vers se nourrissent néanmoins
sélectivement de matériel riche en matiere organigfucontenant de grandes concentrations
en bactéries (Pedersen and Hendriksen, 1993; Daakle Horn, 2007) mais la qualité
nutritionnelle et leur efficacité d’assimilationrdogénéralement faibles (Curry and Schmidt,
2007). Cette efficacité d’assimilation peut étregrmentée par l'activité de la microflore
présente dans le systéme digestif des vers (LaaalleSpain, 2001) mais il est difficile de
savoir quelle proportion d’activité enzymatique pélse, cellulase, protéase, amylase,
chitinase...) est due au ver lui-méme et quelle pitopo est due a la microflore du sol
ingérée. De nombreuses études ont étudié les atsasientre les bactéries et le tube digestif
des vers en utilisant des techniques de mise dmreubu bien moléculaires. Dans leur
ensemble, ces études n’ont pas réussi a identiéisrbactéries spécifiguement associées au
systeme digestif des vers concluant que les vergrde ne possedent pas de communauté
microbiologique intestinale différente de celle shl dans lequel ils évoluent (Parle, 1963;
Fischer et al., 1997; Furlong et al.,, 2002; Schézdroet al., 2002; Egert et al., 2004). A
'opposé, Singleton et al. (2003) ont identifié moins deux groupes bactériens étroitement
associés a la paroi intestinale dembricus rubellus De plus, ces phylotypes bactériens
associés a lintestin du ver n’étaient pas les ns#dens chaque ver examiné confirmant la
présence d’'une flore bactérienne intestinale abgimbriciens.

Le tube digestif des lombriciens est anoxique, lieret riche en glucose, formate,
acétate, lactate, succinate, nitrite et ammoniuorrfHet al., 2003; Drake and Horn, 2007) en
faisant un habitat idéal pour les microorganisnésisant des métabolismes anaérobies et
fermentatifs. Ainsi, le tube digestif du ver comtigoarticulierement aux microorganismes
produisant du protoxyde d’azote D) (Horn et al., 2003; Ihssen et al., 2003), un gatfet
de serre dont I'émission par les lombriciens peptésenter jusqu'a 30% duy®l total émis
par le sol habité par les vers (Matthies et al99)9 Les conditions physico-chimiques
spécifiques au tube digestif augmenteraient I'#étiges microorganismes du sol en stimulant
les cellules microbiennes relativement inactiven, activant les cellules viables non
cultivables et en favorisant la germination desospdres (Fischer et al., 1997; Drake and
Horn, 2007).
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3.2.2.2.Interaction indirecte : formation de galeries et deturricules

Pour se déplacer dans le sol, les lombriciens fotrdes galeries soit en se faufilant
par compaction latérale soit en ingérant et enétant le sol au fur et a mesure de leur
progression. Ces réseaux de galeries font de 14290@ km h# représentant une surface
interne de 1.6 & 12 ha hé&Kretzschmar, 1982). Les galeries augmentent tasite du sol et
influencent linfiltration de I'eau et I'aératiorklles constituent des chemins de circulation
préférentielle de I'eau et des solutés (Tomlinletl®95; Jegou et al., 2001) ce qui confére
aux galeries un statut de ‘hot spot’ (Bundt et aDQ1). Ces espaces poraux favorisent
également la croissance des racines des plantes 1R85). Les galeries sont plus ou moins
tapissées de mucus épidermique et de déjectiorassélép au cours des passages successifs
des vers et peuvent également renfermer des fragndenlitiere (Binet and Curmi, 1992).
Les parois des galeries sont enrichies en azot@ralirgnitrate, ammonium) et total ainsi
gu’en bactéries transformant I'azote (Binet andhére 1992; Parkin and Berry, 1999; Jegou
et al.,, 2001; Tiunov et al.,, 2001; Amador et alD0@). Les teneurs en phosphore sont
également supérieures dans les galeries que dankdavironnant (Tiunov and Scheu, 1999;
Le Bayon and Binet, 2006). Enfin, les galeries ségalement plus riches en carbone
organique et total (Parkin and Berry, 1999; Jegal.2001). Ces différents enrichissements
en ressources nutritives font des galeries dedaialgrivilégiés pour les microorganismes du
sol. Il a ainsi été montré que la biomasse et lwsitle des protozoaires est plus importante
dans les parois de galerie que dans le sol enardr(itiunov et al., 2001).

Apres son passage dans le tube digestif, le sobxaseté sous forme de déjections
appelées turricules. Ces turricules sont déposéa $m surface du sol, soit le long des parois
de galeries ou dans les galeries (Lee, 1985). EBntampérés, la production de turricules a la
surface du sol a été estimée entre 2 et 250 tdmiean’, elle varie selon les espéces et la
taille des vers (Lee, 1985). Suite au passage ldambe digestif, le sol des turricules differe
du sol environnant d’'un point de vue physique, ¢hira et biologique. Ainsi, les turricules
sont généralement enrichis en particules de peilte, en argile, en matiere organique et leur
densité est souvent supérieure a celle du sol jauara stabilité des agrégats et I'érosion (Le
Bissonnais, 1996; Marashi and Scullion, 2003; Bhantet al., 2004). Les turricules frais sont
également plus humides que le sol (Daniel and Aswherl992).

La formation de micro-agrégats stables au seirtuteésules a un role important dans
la protection de carbone dans le sol (Bossuyt.e2@05) et ces microsites sont ainsi enrichis

en carbone organique soluble (Daniel and Anders®82). Le phosphore est également plus
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disponible dans les turricules (Le Bayon and Bi2806). Parle (1963) a montré que les
teneurs en azote total et minéral sont plus imptetadans les turricules que dans le sol
environnant et que l'azote minéral initialement ondgirement présent sous forme
d’ammonium est rapidement transformé en nitratesgloe les turricules vieillissent.
Globalement les turricules de vers de terre sorntl@s en nutriments et ceux-ci sont plus
disponibles que dans le sol environnant.

Haynes et al. (2003) ont montré que la taille dmmamunautés microbiennes au sein
des turricules est plus petite que dans le solremvant mais que celles-ci sont plus actives.
Ainsi une augmentation de la respiration microbeeanété observée (Daniel and Anderson,
1992; Binet et al., 1998). En comparant les commtésabactériennes des turricules de celles
du sol environnant, plusieurs études ont montrésghection de différents groupes bactériens
dans les microsites de ver. Ainsi les turriculest ®mrichis erActinobactériesFirmicutes vy-
Protéobactériesa-Protéobactérieet enBactéroidétegFurlong et al., 2002; Schonholzer et
al., 2002; Singleton et al., 2003). Néanmoins emunautés bactériennes présentes dans les
turricules sont hautement dépendantes du régimeataire du ver (Egert et al., 2004). Cela
a egalement été observe pour les champignons paoviet Scheu (2000b) qui ont montré
gu’alors gque certaines especes sont stimuléespaadsage dans le systéme digestif du ver,

d’autres sont significativement réduites.

Ces interactions biotiques étroites entre les lacidrs et les microorganismes du sol
se situent au cceur du travail de recherche prégznténtéerét a été porté sur I'effet des vers
de terre sur un service écologique rendu par leghas du sol, a savoir la dégradation des

herbicides limitant ainsi les pollutions.

4. Etude d’un service écosystémique : la biodégradation des herbicides en
sols tempérés, cas de 1’atrazine

4.1. Adaptation des bactéries du sol a la dégradationed polluants

Suite a une application réguliere et/ou en gramheentration de différents polluants,
les bactéries du sol ont acquis et/ou développ@pacité de les métaboliser et de les utiliser
comme source nutritive dans un milieu ou les nudrita sont rares (Macleod and Semple,
2006). Ainsi les bactéries sont capables de misérates molécules soit via une seule souche

soit en s’organisant en consortia bactériens. Cadtgptation des bactéries aux molécules
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xénobiotiques se réalise via différents évenemémin et al., 1980; Top and Springael,
2003):

* linduction ou la dérépression d’enzymes spécifgupli étaient absentes (ou
présentes a un faible niveau) dans la populatiantaiexposition au contaminant

* la sélection de nouvelles capacités métaboliquéte su des réarrangements
génétiques impliguant des évenements de mutati@msder Meer et al., 1992). Les faibles
temps de génération et la forte plasticité de lgéroomes permettent aux bactéries de générer
des nouveaux geénes a des frequences relativenexéesd| (Arbeli and Fuentes, 2007). Cette
plasticité est également liée a des événementsectmmbinaison homologue qui sont a
l'origine de réarrangements de I'’ADN et d’augmeiotatdes contenus génétiques (Dobrindt
and Hacker, 2001). Il a par exemple été récemmaentné que sous forte pression d’atrazine
et apres 320 générations, la souche dégradastiedomonasp. ADP a augmenté sa capacité
de dégradation en dupliquant le geneBintervenant dans le processus par un événement de
recombinaison homologue utilisant des séquencasettion (Devers et al., 2008).

» l'acquisition de cette information génétique pansfert horizontal de génes (van
der Meer et al., 1992; Lipthay et al., 2001). Ailes génes impliqués dans la dégradation de
molécules xénobiotiques sont souvent associés aébmsents de transposition et des
séquences d’insertion. lls sont aussi frequemnuaalisés sur des plasmides (Janssen et al.,
2005)

» laugmentation du nombre d’organismes capablesatkdyser la ou les réactions
impliquées.

Grace a ces processus d’adaptation, les bactésgsus aptes a résister ou a dégrader
les molécules xénobiotiques vont étre sélectioneéas fur et a mesure vont représenter une
plus grande fraction de la population microbierotale qu’avant la présence du xénobiotique
(Top and Springael, 2003).

Les enzymes de dégradation impliquées dans la ditipa des pesticides peuvent
posséder une large spécificité rendant possible ‘@acdimatation croisée’ des bactéries.
C'est-a-dire que la dégradation d’une molécule dansol peut étre due I'application au
préalable d’'un autre pesticide appartenant au n@mge chimique (Singh et al., 2005). De
plus, la forte homologie (figure 1-13) existant rentertains polluants et les métabolites
secondaires des plantes (exsudats) qui sont mis@bglar les bactéries du sol semble avoir
un réle important dans le développement d’enzymégratlant les polluants organiques
(Singer et al., 2003).
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Figure 1-13: la moléule d’atrazine (A) dont la structure est analogueelle de I'acide cyanurique (B),
métabolite secondaire de plante (Singer et al.3R00

Bien que n’étant plus en contact avec la moléclds, bactéries du sol peuvent
conserver la capacité de la dégrader grace (i)fartaation de spores ou d’autre formes de
résistance qui leur permet de survivre pendanbdgues périodes dans des conditions non
optimales, (ii) aux faibles concentrations de padtis qui se déssorbent lentement du sol,
constituant une source continue de substrat autéfies dégradantes, (iii) a la présence
d’autres genes sur le plasmide impliqgué dans laadiégion qui sous une autre pression de
sélection permet la conservation du plasmide (gramgle, le plasmide portant les genes de
dégradation de l'atrazine chez la souétseudomonasp. ADP possede également un gene
de résistance au mercure (Martinez et al., 2001J)w au fait que les bactéries impliquées se
maintiennent & un niveau de population suffisamnraportant grace a l'utilisation d’autres
sources nutritives (Arbeli and Fuentes, 2007).

Dans le cas des pesticides, I'adaptation des hestdu sol a la dégradation de ces
molécules constitue un probléeme d’un point de ww@mémique puisque dans certains cas ces
molécules ne se trouvent plus en concentratiorfisanfes pour protéger les cultures (Arbeli
and Fuentes, 2007). Une plus grande alternancecdkisres et donc des traitements
phytosanitaires différents constituerait une sotutpour limiter cette dégradation accélérée
des molécules appliquées due a une adaptation detéries du sol. Néanmoins,
écologiquement cette capacité épuratrice développédes bactéries du sol revét un intérét
majeur en limitant les contaminations et en magutemha résistance et la résilience du sol. En
considérant les niveaux de pollutions actuellenodservés dans le sol et I'eau, nous pouvons
supposer que sans ce service écosystémique fqanies communautés bactériennes ces

observations seraient encore plus alarmantes.

31



Chapitre I: Introduction générale

4.2. Découverte des voies de dégradation de l'atraziné isolements de bactéries
dégradantes
4.2.1. Historique de la découverte des voies de dégradatiale I'atrazine

La dégradation de l'atrazine peut étre d’origineofipue. Ces processus incluent des
réactions de photodécomposition (Pelizzetti etl&90) et des réactions d’oxydation avec des
oxydes de métal (Cheney et al.,, 1998). La dégradation biologique de Il'atrazine en
hydroxyatrazine peut également étre catalysée aagile ou la matiére organique du sol
(Skipper et al., 1967; Li and Felbeck, 1972). Néams, la dégradation biotique de I'atrazine
est la forme la plus importante d’atténuation dpakéuant.

La majorité des processus de dégradation de liaradans le sol est d'origine
biotique et donc réalisée par les organismes évabette atténuation naturelle de la toxicité
de l'atrazine est notamment due a lI'adaptation eleames bactéries du sol qui utilisent
I'atrazine comme source de carbone et/ou commesaliazote. Ces bactéries dégradantes et
les voies de dégradation impliquées ont largemegnétidiées depuis les années 1970. Ainsi
de nombreuses bactéries ont été isolées et diferemies de dégradation ont été élucidées,
impliquant différents genes fonctionnels.

Alors qu’en 1975 Esser et al. (Esser et al., 19%btraient que le métabolisme de
l'atrazine impliquait des réactions d’hydroxylatjose déalkylation et d’ouverture du cycle
(ring cleavage), jusque dans les années 1980, khlatthation de [Iatrazine en
hydroxyatrazine (figure I-16), molécule qui n’estug phytotoxique, était uniquement
attribuée a I'hydrolyse chimique de la moléculeen résultant d'une activité microbienne
(Behki and Khan, 1986).

En 1982, Giardina et al. (Giardina et al., 1982jter# en évidence une premiere voie
de biodégradation de I'atrazine pgsidéalkylation et formation de dééthylatrazine (DEA)
de déisopropylatrazine (DIA) puis de Déisopropyttigkatrazine (DIEA), réalisée par une
soucheNorcardiaisolée du sol. L'ouverture du cycle triazine seréalisée par une réaction

chimique abiotique (figure 1-14).
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Figure 1-14 : Dégradation de I'atrazine par la $midocardia Les fleches violettes représentes des réa
biotique et la fleche orange une réaction abiotigieprés Giardina et al., 1982).

En 1984, alors que la déchlorination de l'atrazteit supposée étre abiotique, Cook
et Hutter (1984) observent pour la premiere foisdi&chlorination d'un cycle triazine
(dééthylsimazine) par une bactéhodococcus corallinustrain 11. Deux ans apres, Behki
et Khan (1986) isolent des bactéries utilisantrdzaine comme seule source de carbone et
d’énergie a partir d’'un sol ayant une longue histaie traitement a I'atrazine. Trois especes
de Pseudomonasont isoléesK. putidg P. fluorescen®t P. stutzen, montrant I'importance
de ce genre dans la dégradation de l'atrazine oi@de dégradation serait la méme que celle
réalisée paNocardia (figure 1-14) avec une préférence pour la fornratie DIA, mais le
DIEA serait ensuite déchloré. Les auteurs emeterdi I'hypothese que la déchlorination
serait inhibée par la présence des chaines étiBéddki et Khan (1986) pointent également
du doigt le réle de l'application continue de laime dans l'adaptation génétique des
bactéries du sol car aucune bactérie dégradant&té’iaolée a partir d’'un sol sans histoire de
traitement avec de l'atrazine. A I'époque, la reche de plasmides impliqués dans la
dégradation de 'atrazine avait été infructueuse.

En 1991, l'ouverture du cycle triazine par voie tinjoe est identifiée chez trois
souches différentes Pseudomonassp. strain NRRLB-12228Pseudomonassp. strain
NRRLB-12227 eKlebsiella pneumonia@9 dégradant différentes molécules de la faméie d
triazines (Eaton and Karns, 1991a; 1991b). Le @geaizcodant pour I'ouverture du cycle est
identifié et catalyse la transformation de I'ac@anurique en biuret (figure I-15). Selon la
souche bactérienné;zD se situe sur un fragment d’ADN proche d'un ou @enxdautres
genes intervenant dans la dégradation de triaziree® genes sont entourés de séquences
d’'insertion révélant I'importance des échanges tignés dans I'apparition rapide de

nouvelles voies de dégradation des composés xdiples.
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Figure 1-15 : ouverture du cycle triazine. Dégraatade I'acide cyanuriquen biuret par I'enzyme codée pa
genetrzD.

En 1993, Mandelbaum et al. (1993) mettent pour hamgere fois en évidence
'hydroxyatrazine (figure 1-16) comme métabolite d&trazine dans des cultures

sélectivement enrichies a partir de sol en utiti$atrazine comme seule source d’azote.

Cl OH

N)\N N)\N
A\N)\\NJ\N/\g)A\NJ\\NJ\N/\

Atrazine Hydroxyatrazine
Figure 1-16: dégradation de I'atrazine en hydroxgzine

En 1995, Nagy et al. (1995a; 1995b) étudient lackelRhodococcussp. strain
NI86/21 qui dégrade a la fois I'atrazine etSé&thyl Dipropylcarbamothioate (EPTC) qui est
également un herbicide et montrent qudNtdéalkylation de I'atrazine est réalisée par une
monooxygenase a cytochrome P-450 de type Il. llgemieen évidence les genes impliqués
dans ce systémethcB qui code pour I'enzyme cytochrome P-430¢C codant pour la
rhodocoxine qui est une ferredoxinetletD qui code pour une ferredoxine reductase. Ces
genes sont sous le contréle d’'une protéine de aéigol positive codée par le getieR En
parallele de cette découveradtA, un gene situé sur un plasmide de 77 kb et interviedans
la N-Déalkylation de l'atrazine, a été identifié chezdoucheRhodococcusp. strain TEL
(Shao and Behki, 1995). Mais, aprés séquencageagmént d’ADN portant le geregrA, il
s’est avéré qu'il s’agissait des genbsR et thcB (Shao and Behki, 1996; Ostrofsky et al.,
2002).

Au méme moment, Shao et al. (1995) clonent poupréaniere fois le gen&zA
responsable de la déchlorination du DEA et du DivezRhodococcus corallinugMulbry,
1994). Mandelbaum et al. (1995) isolent la souBseudomonasp. ADP qui minéralise
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I'atrazine et découvre la voie entiere de dégradatit les géneatzABCDEFimpliqués (de
Souza et al., 1995; de Souza et al., 1996; Bounillg-kt al., 1997; de Souza et al., 1998c;
Sadowsky et al., 1998; Martinez et al., 2001) (Fégudl7). L'ensemble de ces génes est situé

sur le plasmide pADP-1 de 110 kb.
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Figure I-17: Voie de minéralisation deseudomonassp. ADP. AtzA: atrazine chlorohydrolase; AtzE

hydroxyatrazine hydrolase; AtzC: Nepropylammelide

isopropylamidohydrolase; AtzD: agyric aci

amidohydrolase;AtzE: biuret hydrolase; AtzF: allaphte hydrolas (Devers et al., 2004).

En 2000, Topp et al. (2000a) isolent la soubloeardioidessp. C190 qui réalise la

déchlorination de Il'atrazine mais ne posséde ngdee atzA ni trzA. Un nouveau gene

catalysant la formation d’hydroxyatraziriegN est découvert (Mulbry et al., 2002).

Ainsi, deux types de dégradation de I'atrazine petiétre réalisés par les bactéries du

sol : une dégradation non spécifique et lente adsax laN-déalkylation catalysée par une

monooxygénase et une dégradation rapide liée &kepce de geneattAettrzN) qui ont

spécifiguement évolué pour le métabolisme de bate L'enzyme codée par le geazA

est spécifique aux cycles triazines et au chloogfienant une évolution sous pression de

sélection pour la déchlorination des herbicidedadtamille dess-triazines (Seffernick and

Wackett, 2001).
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4.2.2. Les génes de dégradation de I'atrazine: apparitioet dispersion

Il existe une diversité de genes intervenant danmsdégradation de ['atrazine
impliqguant des redondances fonctionnelles. Ainsistigénes codant pour la déchlorination
ont été découverts mais les séquences d’'acide amoréespondantes présentent de faibles
pourcentages d’homologie : 41% pour AtzA et TrzR¥2pour AtzA et TrzN et 58% pour
AtzD et TrzD (de Souza et al., 1996; Martinez et 2001; Allaby and Woodwark, 2004). ||
semblerait que le gérszAne soit présent que dans les bactéries Gram- @letszN ettrzA
ont uniguement été détectés dans des bactériestGrdraut contenu en G+C (Ghosh et al.,
2008). Les geneatzABCproviendraient d’'un méme ancétre commun (geneslquares) et
seraient apparus recemment (de Souza et al., 1988by and Woodwark, 2004). L’atrazine
chlorohydrolase codée patzA et la mélamine déaminase codée ik (figure 1-18) ont
98% d'identité (9 acides aminés de différence) icoreint une divergence évolutive trés
récente, la mélamine étant un produit industridlisét depuis le début du 2 siecle
(Seffernick et al., 2001; Seffernick and Wacket®02; Janssen et al., 2005). Smith et
Crowley (2006) ont émis I'hypothese queBtt atzC seraient apparus a partir de mutations
des génes codants pour la dégradation de I'éthgkanat l'isopropylamine, molécules

comportant des groupements communs a diverses uhedéarganiques.
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Figure 1-18 : voies de dégradation de I'atrazindeeta melamine (Allaby and Woodwark, 200€JAT = DEA,
CEAT = DIA
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La découverte des genatz et le séquencage du plasmide les portant constitures
étape importante dans la connaissance des progassusttant I'acquisition de la capacité a
dégrader I'atrazine chez les bactéries. AatgiABCont été découverts chez des bactéries de
genres différents et isolées a partir de sols ggdgguement éloignés (de Souza et al.,
1998b). Ces genes sont donc tres répandus etdrnsergés. lls se seraient dispersés par
transfert horizontal (Devers et al., 2005). La pre® des génedz dans le plasmide pADP-1
serait notamment due a des évenements de trarigposit recombinaison indépendants
(Martinez et al., 2001). La récente découverte @éwegyzN dans de 'ADN de phage suppose
gue la transduction peut jouer un rble dans laédigsation des génes de dégradation de
'atrazine (Ghosh et al., 2008). Ces génes de détjimm peuvent néanmoins acquérir une
certaine stabilité au sein du génome bactériergpeite génatzAa été retrouvé dans I’ADN
chromosomique de la souchAethrobactersp. AD1 (Cai et al., 2003) et plus récemment les
genedrzN etatzBCDdans 'ADN chromosomique de la soudhkethrobactersp. strain MCM
B-436 (Vaishampayan et al., 2007).

De nombreuses bactéries du sol dégradant I'atraaiite maintenant été isolées
(Tableau I-2) et différentes combinaisons de g&swmed observées (Rousseaux et al., 2001;
Rousseaux et al., 2002). Ces combinaisons peuvsntplis ou moins efficaces dans la
dégradation. Parmi les bactéries dégradantes $sojésqu’a maintenant, la souche
Arthrobacter aurescen$C1 (Strong et al., 2000) qui posséde les gémd atzBet atzCest
la plus efficace (Shapir et al., 2007). Ses geresl@yradation sont portés par le plasmide
pTC1l qui a été séquencé, il possede 6 copiesrzie ce qui doit augmenter le niveau
d’expression de TrzN et étre a I'origine de la gimefficacité de la souche. De plus ce grand
nombre de copies du gétreN fournit un avantage compétitifA aurescend C1 par rapport
a des souches telles ggseudomonasp. ADP qui ne possedent qu'une seule copiatzé
pouvant étre ainsi plus facilement perdu dans deslitons de croissance sans pression de
sélection adéquate (Mongodin et al., 2006). Alare t¢ géneatzA agit sur une gamme de
substrat trés restreinteézN possede un spectre d’action plus large, lui canféun autre
avantage qui pourrait étre a l'origine d'une plusigle dispersion dans I'environnement
(Seffernick and Wackett, 2001; Shapir et al., 208Bapir et al., 2007). Les amidohydrolases
codées par les genatzB et atzC agissent eégalement sur différentes moléculesasite et
particulierement AtzB qui catalyse a la fois desctidns de déamination et de déchlorination
(Shapir et al., 2002; Seffernick et al., 2007).
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Tableau I-2 : souches bactériennes dégradantdiatrasolées de sols

souche génes métabolites finaux référence
Rhodococcus sp. TEL cytochrome P-450 DEA, DIA Behki et al., 1993
Pseudomonas sp. strain YAYA6 CO; + NH,, acide cyanurique Yanze-Kontchou et Gschwind, 1994
Rhodococcus sp. NI86/21 cytochrome P-450 DEA, DIA Nagy et al. 1995
Pseudomonas sp. ADP atzABCDEF CO, + NH, Mandelbaum et al. 1995
Ralstonia basilensis M91-3 CO, + NH, Radosevich et al. 1995
Clavibacter michiganese ATZ1, Pseudomonas sp. strain CN1 consortium, atzABC CO; + NH, Alvey and Crowley, 1996
Agrobacterium radiobacter J14a CO; + NH;, Struthers et al. 1998
Nocardioides C190 trzN N -ethylammelide Topp et al. 2000
Pseudaminobacter sp. C147 atzABC CO, + NH;, Topp et al. 2000
Chelatobacter heintzii strain Citl atzABC, trzD CO; + NH, Rousseaux et al. 2001
Arthrobacter aurescens TC1 trzN, atzBC acide cyanurique Sajjaphan et al. 2004
Nocardioides sp. SP12 trzN, atzBC acide cyanurique Piutti et al. 2003
Arthrobacter sp. strain MCM B-436 trzN, atzBCD CO; + NH, Vaishampayan et al. 2007

L’isolement de consortia dégradants permet dappréar la complexité des
processus de dégradation de l'atrazine dans lellsalété montré que jusqu’a 8 bactéries
différentes pouvaient intervenir dans le procesiisiégradation de I'atrazine (de Souza et
al., 1998a; Smith et al., 2005; Chirnside et 8002 Kolic et al., 2007). Alors que certaines
étapes de la dégradation peuvent étre fonctioormehé redondantes parmi les bactéries de la
communauté dégradante, d’autres sont spécifiquaa &icroorganisme que l'on pourra
gualifier de clé dans le processus (Smith et @052 Plusieurs voies de dégradation peuvent
étre utilisées simultanément et la dégradatiomé@séralement plus rapide que lorsqu’elle est
réalisée par une seule bactérie grace aux interactsynergiques entre chaque bactérie
membre (Smith et al., 2005).

L’ensemble de ces connaissances ouvre la possSidiilitiliser ces bactéries et/ou leurs
génes dans des objectifs de bioremédiation deceniaminés (bioaugmentation). Strong et
al. (2000) ont par exemple utilisé une souchesdherichiacoli recombinante possédant le
geneatzAsur un sol accidentellement contaminé a I'atraginent observé une réduction de
77% des concentrations d’atrazine en 8 semainesautie alternative consiste a stimuler des
bactéries dégradant I'atrazine initialement présemtans le sol en apportant les nutriments
appropriés (biostimulation) (Wackett et al., 200BEnfin, l'utilisation combinée de la
bioaugmentation et de la biostimulation semble Etreraitement le plus efficace (Strong et
al., 2000).

5. Les outils moléculaires en écologie fonctionnelle : de la diversité aux

fonctions des bactéries

Grace au développement de la biologie moléculdee, connaissances sur la
diversité des bactéries du sol, leur activité aetdefonctions se sont multipliées. Alors que

seul 1% de I'ensemble de cette diversité a étévéeltet caractérisée (Torsvik and Ovreas,
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2002) et qu'au maximum 10% des microorganismes coltivables (Torsvik et al., 1998),
ces nouveaux outils basés sur I'étude des acidetigues ont permis d’appréhender
'importance de ces microorganismes du sol danpresessus supportés par cet écosystéme
(figure 1-19).
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Figure 1-19 : techniques moléculaires utilisées cnmément en écologie microbienne (Lynch et al. 4200

5.1. La diversité des bactéries du sol

La diversité des bactéries du sol peut étre estemééférents niveaux de résolution
selon les outils et les techniques utilisées. Aimse estimation grossiere et a large échelle de
la diversité bactérienne peut étre obtenue en a@ttdih composition en base nucléotidiques
exprimée sous la forme d’un pourcentage molairguamine et cytosine (% G + C) déterminé
par I'analyse des points de fusion des ADNSs evitesses de réassociation d’ADNs simples
brin dénaturés (Torsvik et al., 1998). Cette tegha@idonne une estimation de la complexité
génétique totale des bactéries présentes (divagisitiale) et permet de comparer différents
échantillons d’ADN environnementaux. Néanmoins aekepermet ni de détecter des petites
différences entre échantillons, ni d’identifier kectéries présentes.

L’apparition de la technique de polymérisation @aioe (PCR) (Mullis et al., 1986)
permet le développement de techniques moléculdieeplus haute résolution qui donnent

acces a la détection des bactéries a I'échelléedpdce (Nannipieri et al., 2003). Ainsi dans
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les 30 dernieres années, les techniques ciblageless codant ’ARN ribosomique (ARNr) et
plus spécifiquement I'analyse du géne codant paupdtite sous unité d’ARNr 16S ont
révolutionné la systématique des procaryotes. Dibkufondamental des ribosomes dans la
synthése protéique, ces genes sont trés consetvéene partagés par I'ensemble des
organismes vivants. Les ARNr sont des moléculesgugont formées tres tot dans I'histoire
évolutive, elles n'ont pas été affectées par lesigements de I'environnement dans lequel se
trouve l'organisme et leurs fonctions sont univiese et constantes. Les données
mutationnelles pour les genes codant les ARNr dertés bonne qualité phylogénétique avec
des phénomeénes d’homoplasie (similitudes non [&)ténoins fréquents que pour de
nombreux autres génes. Ainsi et parce que les ABRNtiennent une quantité considérable
d’'information génétique et ne sont pas transmis tgansfert de géne horizontal, ils sont
utilisés comme base moléculaire pour la reconstmigihylogénétique (Rossello-Mora and
Amann, 2001).

Parmi les techniques utilisant les séquences de gedant 'ARNr 16S, la DGGE et
la TGGE (Gel d’électrophorése en gradient de déatitun et de température) possedent des
niveaux de résolution intermédiaires (Muyzer et 8893). Ces techniques permettent de
séparer des fragments d’ADNr 16S amplifiés par P&fon leur point de fusion par
migration sur gel de polyacrylamide en présenca djtadient de dénaturation chimique ou
par une augmentation de température. Cette teohragtisimple, rapide et peu codteuse et
présente I'avantage de pouvoir étudier les bandetit par hybridation avec des sondes
spécifiqgues ou extraction puis séquencage (MuyadrSmalla, 1998). Néanmoins, il existe
des biais liés a la PCR. Ainsi, 'amplification pétre inhibée par des contaminants, elle peut
étre sélective ou encore elle peut former des m@éad’ADN chimériques (Nannipieri et al.,
2003). Les autres limites liées a la techniquellerneéme sont que la DGGE et la TGGE ne
révelent que les populations dominantes, qu'unaldare correspond pas forcément a une
espece car des fragments d’ADN de séquences difé&r@euvent avoir la méme mobilité sur
gel de polyacrylamide et enfin, qu’'une espéce b&chée peut également étre a 'origine de
plusieurs bandes (Gelsomino et al., 1999).

La RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphim) ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) est une teclmeiqgse basant également sur le
polymorphisme du gene codant 'ARNr 16S pour I'éutde la diversité. Elle consiste a
digérer les fragments d’ADN amplifiés par PCR aws enzymes de restriction. Les
fragments sont ensuite séparés sur gel d’agarogelale polyacrylamide (Liu et al., 1997).

Cette technique est utile pour détecter des chamgemde structure des communautés
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microbiennes mais ne peut mesurer la diversité @ecter des groupes phylogénétiques
spécifiques (Liu et al., 1997; Kirk et al., 2004).

La T-RFLP (Terminal Restriction Fragment LengthyPabrphim) consiste a digérer
par des enzymes de restriction des produits d’dicgtion provenant d’'une PCR utilisant des
amorces marquée par des fluorochromes. Cela péandétection spécifique et tres fine des
fragments terminaux de restriction (T-RFs) (Liuaét 1997) et I'analyse de communautés
complexes. Ainsi cette technique fournit une infation sur la diversité car chaque T-RF
détecté correspond dans I'idéal a une unité taxaeoemopérationnelle (OTU) (Tiedje et al.,
1999). Cette technique permet de déterminer laesish spécifique et la distribution des
communautés ainsi que les similarités entre édlandi (Liu et al., 1997). Elle est
reproductible et robuste (Osborn et al., 2000).ples, son automatisation permet I'analyse
d’'un grand nombre d’échantillons. Outre les bigés & la PCR, on ne peut négliger le biais
associé a la digestion enzymatique. Pour augméate¥solution de I'outil, il convient de
choisir judicieusement différentes enzymes de iotistn qui générent des signatures de
diversité différentes pour un méme échantillon dgajue (Dunbar et al., 2000). Pour éviter
de surestimer la diversité par la présence de psodiamplification partiellement digérés
(Osborn et al., 2000), la réalisation de réplicatss est indispensable (Vandenkoornhuyse et
al., 2003). Une limite de la technigue de T-RFLPl&slifficulté voire I'impossibilité de relier
un T-RF a une espece (Anderson and Cairney, 208@§nmoins, la T-RFLP a un niveau de
résolution équivalent ou supérieur a ceux de la B@Gde la TGGE (Clement et al., 1998),
c’est une technique puissante et reproductiblegie utilisée pour mesurer des changements
spatiaux et temporels de communautés bactérienng®wW et al., 2000), pour étudier la
structure des communautés bactériennes dans lsphiere (Blackwood and Paul, 2003) ou
encore pour comparer des communautés de champignaierizien (Vandenkoornhuyse et
al., 2003).

Outre le géne codant 'ARNr 16S, I'espaceur intaigée (IGS) localisé entre les
géenes codant pour '’ARNr 16S et 'ARNr 23S est égant utilisé pour étudier la diversité et
la structure des communautés bactériennes. Cegfienréprésente la particularité d’'un
polymorphisme de taille tres important permettamtdférencier des especes ou des groupes
bactériens (Kirk et al., 2004). Cette techniqueeddp RISA (Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis) consiste a amplifier I'lGS par PCR, lesdquits obtenus sont séparés sur un gel de
polyacrylamide et les bandes obtenues peuventtenétres séquencées mais les analyses
phylogénétiques sont limitées par le faible nond@eséquences disponibles dans les bases de

données. Néanmoins la RISA est une technique hauater@productible et a été utilisée pour
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étudier la structure des communautés bactériennesldiégradant I'atrazine (Martin-Laurent

et al., 2004), pour comparer la diversité microb&mans le sol (Borneman and Triplett,

1997a) ou encore dans des sols contaminés (Rastjatd 2000).

Tableau I-3 : Avantages et limites des techniguétuide de la diversité des communautés bactériefutmsres

Kirk et al., 2004).

Méthode

Avantages

Inconvénients

G+C

Hybridation

et réassociation des acides nucléiques

DGGE et TGGE

ARDRA ou RFLP

T-RFLP

RISA

Pas de biais liés a la PCR

Inclue tous les ADNSs extraits

Quantitatif

Inclue les membres ‘rares' de la communauté

ADN total extrait

Pas de biais liés a la PCR
Etude de 'ADN et de 'ARN
Peut étre étudié in situ

Un grand nombre d'échantillons peut étre analysé simultanément
Fiable, reproductible et rapide

Détecte les changements structuraux des communautés microbiennes

Profils de bandes plus simple qu'avec la RFLP

Automatisable, traitement d'un grand nombre d'échantillons
Tres reproductible

Compare des différences entre des communautés microbiennes

Tres reproductible
Profils de communauté
Automatisable (ARISA)

Nécessite de grandes quantité d'’ADN
Dépend des efficacités de lyse et d'extraction
Niveau de résolution grossier

Manque de sensibilité
Les séquences doivent étre en grand nombre de copies pour étre détectées
Dépend des efficacités de lyse et d'extraction

Biais liés a la PCR

Dépend des efficacités de lyse et d'extraction

La conservation des échantillons peut modofier les communautés
Une bande peut représenter plus d'une seule espéce

Ne détecte que les especes dominantes

Biais liés a la PCR
Les profils de bandes sont spouvent trop complexes

Dépend des efficacités de lyse et d'extraction
Biais liés a la PCR

Le type de Taq peut augmenter la variabilité
Choix des amorces universelles

Choix des enzymes de restriction

Nécessite de grandes quantité d'’ADN
Faible résolution
Biais liés a la PCR

Toutes ces techniques permettent d’accéder a laasition des communautés d’'une

fagon plus ou moins robuste mais aucune ne perenedliér la diversité a la fonction.

5.2. Fonctions et activités des bactéries du sol

Les techniques de biologie moléculaire permettegaleinent I'étude de genes

fonctionnels en dessinant des amorces ciblantdmplification spécifique et les produits de

PCR peuvent étre analysés par les techniques pééseprécédemment (Prosser, 2002).
Néanmoins les genes fonctionnels étudiés doiveatadivisis avec soin car tous ne sont pas
de bons candidats pour réaliser ces analysesdtrgas assez de diversité entre les séquences
par exemple). Braker et al. (2001) ont par exendglerminé la structure des communautés
deénitrifiantes dans des sédiments marins en réalisae analyse T-RFLP du produit
d’amplification du genenirS codant pour la nitrate réductase. La comparaisea d
phylogénies obtenues a partir du gene codant 'ARMS et celles de génes fonctionnels issus
d'un méme échantillon montre que la fonction n'ess toujours reliable aux groupes
phylogénétiques. Cela peut étre interprété paclioence de transferts horizontaux des genes

fonctionnels et aussi par le fait qu’ils peuveme gtortés par des plasmides (Prosser, 2002).
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Initialement appliquée au gene codant 'ARNr 165 puces a ADN constituent un
outil rapide et spécifique pour la détection deegeionctionnels présents dans un échantillon
environnemental. Des centaines de genes fonctisnpeuvent ainsi étre recherchés
simultanément (Kelly, 2003; Kirk et al., 2004). Lmsces a ADN ont par exemple été utilisées
pour détecter des geénes impliqués dans le cydaztide dans plusieurs sédiments. Selon les
propriétés physico-chimiques des échantillons, pledils d’hybridation différents ont été
obtenus impliguant des communautés bactérienneirifiéntes et nitrifiantes différentes
(Taroncher-Oldenburg et al., 2003).

La quantification des genes fonctionnels préseats de sol apporte une information
importante sur la taille des groupes fonctionnetgpliqués dans différents processus.
Différentes techniques de quantification existemitda PCR compétitive et la PCR en temps
réel (ou gPCR). La PCR compétitive est basée ajout d’'un fragment d’ADN compétiteur
dans I'échantillon lors de la réalisation de la P@R compétiteur est ajouté en quantité
connue et doit pouvoir étre amplifié avec les méamesrces que I’ADN cible mais il doit
étre distinguable (par sa taille, son profil detriesBon...). Ainsi, lors de la PCR, il y a une
compétition d’amplification entre le compétiteur IBADN cible, et plus la quantité de
compétiteur est importante par rapport a ’ADN ejlhoins 'ADN cible sera amplifié. Ainsi
la quantité d’ADN cible peut étre déterminée pamparaison avec la concentration de
'ADN compétiteur. Cette technique est précise mas amorces peuvent ne pas avoir la
méme affinité pour I'ADN cible et TADN compétiteSharma et al., 2007). Le principe de
la PCR en temps réel est quant a lui basé surtécttin d’'un signal de fluorescence émis
suite a la synthése des amplicons par I’ADN polyasér La quantité d’ADN présente dans la
réaction peut étre suivie a tout instant pendarP@R. Le principe consiste a placer des
sondes fluorescentes dans le mélange réactionegls@des se fixent soit sur I'ADN double
brin (technologie SYBR) soit sur une séquence d'ApMdcise (technologie Tagman et
Beacon) et ne fluorescent qu'une fois fixées a NABoit a cause d'un "quencher” soit car la
fluorescence nécessite un ADN double brin). Le memde cycle de PCR (appelé Ct pour
Cycle Threshold) correspondant a linstant ou laargiteé d’ADN permet aux sondes
fluorescentes de dépasser un seuil de fluoresdedcest a la base des calculs pour quantifier
I'ADN. La quantification absolue de I’ADN nécesditgilisation de standards correspondants
au gene d'intérét cloné dans un vecteur et utdiséilution sériées comme référence. Les
limites de la qPCR sont principalement liées ailidstion d’'appareillages spécifiques
(thermocycleur, programme informatique, amorcesguefait que les amplicons doivent étre

de taille limitée. De plus l'utilisation du SYBRagn implique une détection non spécifique.
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Néanmoins, la gPCR présente de nombreux avantaesqtie sa reproductibilité, sa
précision, son utilisation en haut débit, sa falioiéte de détection... (Sharma et al., 2007).
Alors que les techniques de mesure de l'activitérobienne dans les sols étaient
principalement basée sur des mesures de respi(@sale ou induite), de minéralisation de
'azote ou encore de contenu en ATP, l'utilisatides techniques moléculaires peut
augmenter la précision de détermination de cettigitéc(Nannipieri et al., 2003). L’ARN
peut ainsi étre utilisé comme indicateur de I'atdivdes bactéries dont I'étude a franchi un
grand pas avec le développement de protocolesrdiiin d’ARN de sol efficaces. En effet,
plus un organisme est actif et croit rapidements jilpossede de ribosomes et donc d’ARNr
16S s'il s'agit de bactéries. Ainsi en compararg geofils de communautés bactériennes de
sol (DGGE par exemple) obtenus a partir d’ADN oARIN extrait d'un méme échantillon il
est possible de distinguer les populations actesactives et de déterminer quels membres
de la communauté deviennent actifs sous des condiparticulieres. De plus la détection de
ARNm d’'un géne particulier peut étre utilisée afievaluer I'expression de ce gene et de
déterminer la réponse d'une fonction précise saitales changements des conditions
environnementales (Griffiths et al., 2000; Huraikt 2001; Prosser, 2002). Une fois extrait du
sol, 'ARN peut également étre utilisé pour quaetif’'expression des genes en utilisant des
techniques telles que les puces dédiées a I'andly$manscrits, une PCR quantitative couplée
a une transcription reverse ou encore une RT-PQRpétitive (Saleh-Lakha et al., 2005;
Leininger et al., 2006; Nicolaisen et al., 200&). dncore ces approches ne permettent que

d’établir un lien indirect entre la diversité daegdns et les fonctions qu’ils supportent.

5.3. Un nouvel objectif : relier la diversité aux fonctons du sol

De nouvelles approches basées sur le séquencagérmses entiers de I'ensemble
des communautés bactériennes dans un environnefmedtagénome) sont en plein
développement. L'analyse combinée des génes cdueRNr et des genes fonctionnels
apporterait a la fois des informations sur la ditér phylogénétique et la diversité
fonctionnelle potentielle des communautés bactéaen (Rondon et al., 2000). La
métagénomique est basée sur I'extraction d’ADN @irpd’'un échantillon environnemental
puis sur l'analyse des séquences et des génomesnfse La construction de banques
métagénomiques permet de sélectionner les clonas lpar expression d'une fonction
spécifique telles qu’'une activité enzymatique oe production d’antibiotique (Handelsman,

2004). Des études de métagénomes ont révélé I'amgdke la biodiversité dans une large
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gamme d’environnements ainsi que des nouvellestitorx portées par les communautés
(Dupre and O'Malley, 2007). Ainsi, des banques g@tamiques réalisées a partir de sol ont
permis d’isoler des genes codant pour de nouvésiestions enzymatiques (Courtois et al.,
2003) ou encore d’appréhender la diversité deshast archaea, champignons et virus dans
le sol (Fierer et al., 2007).

Les approches de métagénomique apportent de nesivelbnnaissances sur
'ensemble de la diversité et des fonctions préseans un milieu donné, ces approches
permettent de prédire les fonctions exercées gadiféérents acteurs d’'un milieu et de relier
diversité et fonction (Allen and Banfield, 2005; Met al., 2008). Cette relation revét un
intérét fondamental en écologie pour une meillecoenpréhension du fonctionnement
écosystémique et l'utilisation des isotopes staplegr le marquage des acides nucléiques
permet de révéler expérimentalement et de maniezetd le lien entre I'acteur et la fonction
et de répondre précisément a la question ‘quidati ?’. Des travaux datant de 1958 et
étudiant la réplication de 'ADN ont montré qu’aprénarquage avec dtiN, les ADNs
marqués pouvaient étre séparés des ADNs des eelfiliess moins marqués grace a un
gradient de centrifugation établit dans du chlomeecésium (Meselson and Stahl, 1958). En
se basant sur ces travaux, la technique de ‘stabtepe probing’ (SIP) a été développée
(Radajewski et al., 2000). Elle consiste a appartesubstrat marqué avec un isotope stable
(**N, *C ou'®0) & un échantillon environnemental. Au fur et sume de la consommation
du substrat, les acides nucléiques des microongasismpliqués dans le processus vont
incorporer l'isotope stable. Aprés extraction, aegles nucléiques vont pouvoir étre séparés
par ultracentrifugation en fonction de leur mass#éculaire et donc de l'incorporation ou
non de lisotope stable. Par cette stratégie il msdsible d’accéder a la diversité des
microorganismes impliqués dans la dégradation dhstsat en séquencant les genes codant
'ARNr présents dans la fraction lourde du gradiehes premiers résultats obtenus
correspondaient a des substrats carbonés simpkesgte le méthanol ou le méthane
(Radajewski et al., 2000; Morris et al., 2002) daisechnique a été appliquée a des substrats
plus complexes comme le phénol, le salicylate aghthalene, le phenanthrene ou encore le
2,4-D (Manefield et al., 2002; Singleton et al.080Cupples and Sims, 2007). Initialement
utilisé avec I'ADN, le SIP est maintenant utilisar ’/ARN qui représente un meilleur
marqueur car il est synthétisé plus rapidemenh efuantités plus importantes que 'ADN, sa
synthése n’est pas dépendante de la réplicationbdeteries et il est caractéristique des
bactéries actives (Manefield et al., 2002). Le SFN a ainsi été utilisé pour identifier les

bactéries et archeae impliquées dans la dégraddtiopropionate dans un systeme sol-
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anaeérobie (Lueders et al., 2004) ou encore pouliertles interactions étroites existant entre
les champignons mycorhiziens et les racines deggidgVVandenkoornhuyse et al., 2007). La
technique de SIP-ARN permet donc de révéler trestfient la diversité fonctionnelle, et de la
relier & la composition de la communauté touteéemtiDe plus, cette technique peut étre
associée a des analyses métagénomiques pour tdiaee nouveaux genes impliqués dans
la dégradation du substrat étudié (Dumont et AD62.
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6. Objectifs du travail de recherche

Considérant les différents éléments énoncés cudesss travaux présentés dans ce
manuscrit ont pour objectif de mieux comprendreitdgsractions étroites existant entre la
macrofaune lombricienne et les bactéries du solisNwus sommes placés dans un contexte
de pollution des sols par les herbicides en s’agpugur un service écologique rendu par cet
écosysteme: la dégradation d'un polluant modéletrdzine. Cette molécule présente
différents intéréts : les bactéries du sol sonptars a sa dégradation, les connaissances sur
sa dégradation sont étendues apportant une qudhtiférmations utile a nos travaux et il
s’agit toujours d’'un des polluants majeurs actied daux souterraines et de surface que ce
soit en France, ou son utilisation a pourtant étérdite en 2003, ou sur le continent
Américain.

Ce travail de recherche a recu le soutien du Cbrigégional de Bretagne par
I'attribution d’'une bourse doctorale régionale seiprojet POLLUSOL et via le plan état-
région CPER intitulé ‘Transferts des matiéres espsusion et des polluants associés (métaux
lourds, phosphore, pesticides). Ces travaux siveset également dans un programme de
recherche national EC2CO intitulé ‘Approche génamigde l'action et réponse des
communautés bactériennes, en relation avec la rbation, dans I'écodynamique des
polluants organiques (herbicides) en sols tempé&sgésociant 4 laboratoires (UMR CNRS
6553 ECOBIO a Rennes, UMR CNRS 5005 AMPERE a L#MR INRA 1229 a Dijon et
'Ecole Nationale de la Santé Publique (ENSP) arleeh Ce projet comportait trois objectifs
majeurs : identifier la diversité de la fractionsdeactéries du sol effectivement impliquée
dans la dégradation de I'atrazine, examiner siacetgénes d’intérét pour la dégradation
s’expriment differemment dans les microsites de pobximaux mais spatialement
indépendant générés par la bioturbation et arguemesit la bioturbation du sol a une
signification écologique particuliere dans les $fants horizontaux de genes entre bactéries
du sol. Mon travail de thése s’est intégré dansdesx premiers objectifs de ce projet
EC2CO.

Les interactions biotiques entre la macrofaune licidmne et les bactéries
dégradant I'atrazine ont été peu étudiees jusqé¥agnt et la plupart des études s’appuient sur
une interaction indirecte liee a une modificatian ld disponibilité et de la rétention de la
molécule suite a I'action des vers de terre dassléEdwards et al., 1993; Sigua et al., 1995;
Meharg, 1996; Farenhorst et al., 2000b; Farenhetsal., 2000a; Gevao et al.,, 2001,

Alekseeva et al., 2006). A notre connaissancegd&ilide de Kersante et al. (2006) propose
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des résultats sur l'action des lombriciens surdesimunautés bactériennes dégradantes,
montrant une diminution du potentiel génétique ddgnt dans les microsites générés par la
bioturbation du sol pdkr. terrestris

La realisation de ce travaill de recherche a né&éesan développement
meéthodologique important et les principales étagesmise au point ainsi que les détails
méthodologiques sont présentés dans le chapitmeatEriels et méthodes.

Les deux chapitres suivants présentent les résuttas travaux expérimentaux
réalisés durant cette these et traitent de I'implacta bioturbation du sol par la macrofaune
lombricienne sur les communautés bactériennes dagtrdiatrazine. Les difféerentes analyses
ont été réalisées sur des microsites de sols @su&ctivité des vers de terre (paroi de
galerie, turricules, contenus digestifs).

Dans le chapitre 1ll, nous nous sommes intéres$@aact de la bioturbation sur le
nombre et l'activité des bactéries indigénes elesallégradant I'atrazine dans le sol. Ainsi
dans un premier temps le géne codant 'ARNr 163eegéneatzA intervenant dans la
dégradation de l'atrazine ont été quantifiés paCRPen paralléle de la mesure de la
minéralisation de l'atrazine en présence ou noradsouchePseudomonasp ADP ou de
Chelatobacter heintziiAfin d’apporter des compléments d’interprétatiaong seconde étude
a été réalisée cette fois-ci en quantifiant le ARES et I'expression des gérazA et atzD
par RT-gPCR dans deux sols aux capacités dégraddiffierentes. Nous testons I'hypothese
gue les lombriciens modifient 'abondance et I'aitéi des bactéries dégradant I'atrazine dans
les microsites de sol générés par leur action akeitination.

Complémentaires a ceux du chapitre Ill, les objeates travaux présentés dans le
chapitre IV étaient d’identifier les bactéries aethent impliquées dans la dégradation de
I'atrazine en utilisant la technique de SIP-ARNnBain premier temps, une phase de mise au
point de la technique a été réalisée dans des taumgli optimales. Outre le coté
développement de protocole, une question scienéfum été posée derriere ce travail : I'ajout
de différents substrats carbonés simples va-tABggr des réponses différentes des bactéries
vivantes du sol et ces réponses dépendent-ell&@e d’activité du microsite étudié (‘hot
spot’ ou non). Dans un second temps, la techridgu8IP-ARN a été appliquée a l'atrazine et
les bactéries activement impliquées dans cetteadagon ont été identifices a différents
temps et dans différents microsites de sol issutad#oturbation par les lombriciens afin
d’'observer un impact de la bioturbation sur la cosifion des communautés bactériennes

dégradant I'atrazine.
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Dans une derniere partie les conclusions généddebBensemble de ces travaux

seront exposées ainsi que les perspectives séaptdiil'issue des résultats obtenus.
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CHAPITRE II

Matériels et méthodes
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Ce chapitre matériels et méthodes a pour objectifapporter des précisions sur la
méthodologie et sur certains protocoles décritssdas articles et ii) de développer les
différentes étapes de mise au point réalisées emtades expérimentations présentées dans
les articles. Il comprend également un article rddique issu de la mise au point d’'un
protocole d’extraction d’ARN de sol.

1. Dispositif expérimental et production de microsites de sol
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Les lombriciens

Une seule espece de lombriciens a été utiliséeoars ade ce travail de recherche,
I'espéceLumbricus terrestrigLinné, 1758) (figure II-1). Il s’agit d’un ver derre anécique,
c'est-a-dire a forte capacité fouisseuse tres dhpatans les sols agricoles tempérés (Le
Bayon et al., 2002) et pour lesquels I'élevage eigranosme est maitrisé. Les vers
proviennent d’'une prairie permanente (Beaulieu,rieeh lls ont été collectés par la méthode
au formol (Bouché and Aliaga, 1986), puis rincdsau plusieurs fois. lls sont ensuite élevés

a 12°C dans le sol agricole qui servira aux expémtiations a venir, des mottes d’herbe avec

leurs racines assurant leur nutrition.

Deux jours avant I'expérimentation et leur introtloic dans les microcosmes de sol, les
vers sont triés puis regroupés en lots homogénesoit individus en fonction de leur
biomasse et de leur maturité sexuelle (juvénileldulie/adulte) (annexe 1). Tous les lots
possedent des biomasses totales proches.
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1.1.2. Les souches bactériennes dégradant I'atrazine

Deux souches bactériennes dégradant I'atrazinedténtutilisées pour inoculer le sol
dans certaines expérimentationBseudomonasp. ADP (Mandelbaum et al., 1995) et
Chelatobacter heintziSR3 (Rousseaux et al., 2001) qui possedent respeent les genes
atzABCDEFet atzABC— trzD portés sur des plasmides. Ces souches sont céasesur
boites de pétri avec un milieu minimum (MS) (minesat medium (Topp et al., 2000b) 1.6
g.L* K.HPO,, 0.4 g.I* KH.PO,, 0.2 g.I* MgSQ,7H,0, 0.1 g.I* NaCl, 0.02 g.[* CaChb,
1mL.L™? solution trace métaux et 1mLlLsolution de vitamine) contenant de I'atrazine (0.5
g.L™") comme seule source d’azote et du citrate (F)ycbmme source de carbone.

Pour la préparation des inocula, une coloni®@seudomonasp. ADP ou de&C. heintzii
SR3 est tout d'abord utilisée pour ensemencer Sdenimilieu MS contenant 30 mg'L
d’atrazine et 1 g.t de citrate. Les cultures sont placées a 28°C agitation continue (150
rpm). La présence des différents génes de dégoadasit vérifiee par PCR. Un millilitre de
ces cultures méres est ensuite utilisé pour ino@06 ml d’'un milieu riche TY (5 g. L de
bacteriotryptone, 3 g:t. d’extraits de levure et 66 mg'lde CaGJ). Les cultures sont placées
a 28°C sous agitation continue (150 rpm) pendaht L& D.O. a 600 nm est mesurée en fin
d’incubation afin d’ajuster la concentration detufa inocula (une unité de D.O. a 600 nm
correspond & FOunités formant des colonies (CFU)). Les cellulexctériennes sont
récupérées par centrifugation a 6000 rpm pendamhihOet les culots sont lavés deux fois
avec du milieu minimum KNAPP (1 § K;HPO,, 1 g I' KH.PO,, 40 mg I* MgSQ,,7 H,0, 4
mg ! FeCk, pH 6.6). Les culots sont finalement remis en susipendans un volume de
milieu KNAPP calculé pour que 30 ml permettentdtalation du sol de chague microcosme

a une concentration de 1.6 x’TDFU par g de sol sec.

1.2. Le sol

Deux sols différents ont été utilisés durant cedilade thése (tableau 1l-1). Les sols ont
été prélevés dans I'horizon superficiel (0-30 cne) phrcelles agricoles situées sur les

domaines expérimentaux de I'INRA d’Epoisses (21ufgogne) et de Vezin le Coquet (35,

Bretagne).
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Tableau IlI-1 : Caractéristiques des sols utilistis pes microcosmes

Sol Composition (%) H % de matiére
argile limon sable P organique
Epoisses 43.2 50.3 6.5 7.5 3.25
Vezin 14.3 72.2 13.5 6.4 1.8

La parcelle du sol d'Epoisses a été cultivée penda@ dizaine d’années jusqu’en 2000
avec du mais sous traitement d’atrazine. A padircette date une rotation blé tendre/orge
d'hiver a été mise en ceuvre. Ce sol est capableapidement minéraliser I'atrazine
(Rousseaux et al., 2001).

La parcelle du sol de Vezin est cultivée en alteceamais/plante [égumineuse depuis
au moins 1993 et a donc été régulierement traitéatrazine jusqu’a son interdiction en
2003. Ce sol minéralise lentement l'atrazine (Ketsat al., 2006).

Ces sols sont tamisés a 4 mm et conserves fraisgar20% d’humidité) a 4°C jusqu’a

leur utilisation.

1.3. L’atrazine

Le détail des différentes molécules d’atrazinesgétéds est présenté dans le tableau II-2.
Avant chaque expérimentation, le sol a été prétiaec 1.5 mg d’atrazine par kg de sol sec
puis un second traitement correspondant a 1 kgadiae par hectare a été réalisé apres la
construction des microcosmes, ces deux doses porrégsnt chacune aux recommandations
d'usage couramment appliguées au champ. SeloxpEsimentations, les microsites de sol
générés par la macrofaune lombricienne et récsliiés a la destruction des microcosmes ont
éte traités soit avec 1.5 mg d’atrazine par kgaeec soit avec 25 mg d’atrazine par g de sol

SecC.

Tableau 11-2 : molécules d’atrazine utilisées

Fournisseur Pureté chimique Pureté radiochimique Activité spécifique enrichissement isotopique
atrazine froide Sigma-Aldrich 99%
atrazine froide Syngenta 98%
*C-ring atrazine Sigma-Aldrich 98% 910 MBg.mmol™
*C-ring atrazine  UMR Ecobio / Sigma-Aldrich 91% 383 MBg.mmol™
“C-ethyl atrazine  INRA Dijon / IsotopChim 98% 1776 MBg.mmol™
3C-ethyl atrazine  Innovation et Chimie Fine >97% >98%

1.4. Les microcosmes de sol

Deux types de microcosmes ont été utilisés en immctu sol manipulé. Pour le sol de

Vezin, les microcosmes sont ceux décrits par Batérehen (1992) et Kersanté (2003). lIs

55



Chapitre II: Matériels et méthodes

sont formés de deux cylindres de polychlorure deylviPVC) superposés et la partie
supérieure contient le sol et constitue donc I'tedldes vers (figure 1I-2A). Elle mesure 9.4
cm de diametre intérieur et 30 cm de hauteur.

Les propriétés physico-chimiques du sol d’Epoistast différentes de celles du sol
de Vezin, les colonnes ont du étre adaptées paungtge un bon démoulage. Ainsi, ces
microcosmes consistaient en des cylindres de PVCld&cm de diamétre intérieur et de 21
cm de hauteur fermés a leur extrémité inférieureupe toile de nylon (figure 11-2D). Ces
microcosmes s’ouvrent en deux dans leur longuegucpermet d’accéder facilement au sol.

Dans chaque cas, la colonne de sol est formédiageusol frais (22% d’humidité) et

le sol est compacté sur une hauteur de 15 cm gaenio une densité de 1.4 et 1.2 g de sol

sec par criipour les sols de Vezin et d’Epoisses respectivemen

Figure 11-2: A. microcosme pour le sol de Vezin,Bmoulage de la colonne, C. le microcosme etliznoe de
sol qu’il contenait, D. microcosme pour le sol ddigses, E. et F. Dispositif expérimental dans landbre
climatique

Ainsi, pour chaque expérimentation, la procéduabt#ntion des microsites de sol issus
de la bioturbation du sol par la macrofaune lonénge est identique. Le sol prétraité a
l'atrazine et inoculé ou non par des souches beotés dégradantes est placé dans les
microcosmes qui sont incubés dans une chambre tdimeaa 12°C avec une photopériode
12 :12. Les vers de terre sont ensuite déposgsurflace de la colonne de sol. Une fois qu'ils
ont pénétré dans le sol, un second traitementtitiae est réalisé. Les turricules, sauf les
premiers émis aprés la pénétration des vers, smaités tous les deux jours. Aprés une

dizaine de jours, les microcosmes de sol sont w#shes, les vers sont récupérés, peseés,
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ébouillantés et leur contenu digestif (endentes¢)écupéeré. Les deux premiers millimétres
des parois de galeries sont récoltés a l'aide dfime spatule et 'ensemble des parois de
galerie récupéré pour un microcosme est regroupd eeul échantillon (annexe 1). Enfin, du
sol environnant non bioturbé (‘bulk soil’) par ler est récupéré comme sol controle.
L’ensemble de ces microsites de sols caractéresigie la bioturbation du sol par les vers de

terre est conservé a -20°C jusqu’a son utilisation.

2. Mesure de ’activité de minéralisation de 1’atrazine

Le suivi de la minéralisation a été réalisé papiresnétrie selon deux techniques en
fonction des expérimentations. Les cinétiques deéralisation réalisées a I'INRA de Dijon
ont été effectuées en dispositifs miniaturisés. édwntillons de sol (de 250 a 500 mg de sol
frais) traités & l'atrazine marquée &fC sont incubés dans des plaques & micro-puits,
recouvertes d’'un papier Whatman trempé avec undieold’hydroxyde de barium (BaOH)
(Soulas, 1999). L&*C-CO, provenant de la minéralisation de I'atrazine egcipité sur le
papier Whatman et apres 2 h de séchage a 80°@desranes sont scannées a l'aide d'un
phosphore imager (Storm®, Molecular Dynamics, Swuatg; Ca, USA). Les données
obtenues sont analysées avec le programme ImageQdalecular Dynamics, Sunnyvale,
Ca, USA).

Les cinétiqgues de minéralisation réalisées a Reanegté effectuées sur 10 g de sol
frais traités a I'atrazine marquée 4G et incubés dans des bocaux en verre en présence d
piege a CQ(30 ml de NaOH 0.5N) (figure 3B). Un millilitre d= piege est ajouté a 5 mL de
liquide scintillant (ACSII, Amersham) et fC-CO, piégé est mesuré avec un compteur a
scintillation liquide (Tricarb 1900Tr, Packard). [parallele, la respiration totale a également
été déterminée. Pour cela 5 mL du piege a dilDés avec 5 mL d’eau distillée auxquels sont
ajoutés 5 ml de Baglpour bloquer la fixation de COsont titrés avec de l'acide
chlorhydrique 0.25N en présence de phénolphthal&neme indicateur coloré. La quantité
de CQ respirée est mesurée par différence avec un [figioce 11-3A).

Dans chaque cas, 5 répétitions ont été réalisagschaque condition.
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Figure 11-3: A. Dispositif expérimental pour le suide la minéralisation de I'atrazine et de la iesfon, B.
Bocaux de verre dans lesquels est incubé le sollasepieges a CO

3. Extraction des acides nucléiques de sol

3.1. Extraction d’ADN de sol

Le protocole d’extraction d’ADN de sol utilisé @&étéveloppé a I'INRA de Dijon et
correspond a une modification de la ‘MS laboratamgthod’ (tableau 11-3) publiée par
Martin-Laurent et al. (2001).

Tableau 11-3 : protocole d’extraction d’ADN de {bIS laboratory method modifiée, (d’aprés Martin-tent et
al. 2001)

Lyse cellulaire 250 mg sol frais
500 mg billes de verre 106 pm
2 billes 2 mm
1 mL tampon extraction
vibrobroyage 1600 rpm 30 sec
Extraction acides nucleiques 70T 10 min
centrifugation 14000 g 1 min 4C — surnageant
0.1 vol NaAcétate 3M pH 5.2
10 min glace
centrifugation 14000 g 5 min 4C — surnageant
1 vol isopropanol froid
30 min -20C
centrifugation 13000 rpm 30 min 4C — culot
lavage ethanol 70%
repris dans 100 pL H,O stérile

Purification ADN colonne PVPP
colonne Sépharose 4B

La composition du tampon d’extraction est la suigarnl mL TRIS 1M, 2 mL EDTA
0.5M, 1 mL NaCl 1M, 1 mL SDS 20%, 0.5 mL PVP 20% L HO.
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3.2. Extractions d’ARN : développement d’'un protocole

En travaillant sur les microsites de sol issus debioturbation du sol par les
lombriciens, nous avons été confrontés au faitlguaille de nos échantillons était limitée.
Alors que la majorité des protocoles d’extractiof RN de sol connus sont basés sur des
guantités initiales de sol allant de 1 a 10 g pdes rendements d’ARN de qualité extrait
souvent tres bas (Tsai and Olson, 1991; Moran e1293; Felske et al., 1996; Borneman and
Triplett, 1997b; Duarte et al., 1998; Burgmann let 2003), nous avons travaillé avec des
échantillons de I'ordre de 250 mg. De plus, daobjéctif de réaliser de la RT-qPCR, nous
avions besoin d’'un protocole d’extraction d’ARN sl@ permettant d’obtenir des quantités
suffisamment importantes. Nous avons donc dévelapp@éouveau protocole d’extraction
d’ARN de sol qui est présenté sous la forme d’ditlarscientifique. Cet article reprend les
différentes étapes d'optimisation réalisées et meoméur impact sur la qualité et les
rendements d’extraction. Ce protocole a été tdttmeement sur différents sols et les ARNs
étaient & chaque fois amplifiables par RT-PCR. Ds,da quantification des expressions de
'ARNr 16S et d’'un gene fonctionnel codant pourdiégradation de I'atrazinetgD) a été
réalisée a partir des ARN extraits levant ainsvemou pour I'étude des fonctions supportées

in situ par le sol.
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Abstract

One of the mainstreams of the current researcltoiogy is the understanding of the
functions of microorganisms in soils. Whereas moktthese microorganisms are not
cultivable, culture independent molecular toolowllaccess to this diversity and to the
functions sustained in soils. However, these methredquire nucleic acid extraction from soill
that is a complex matrix of mineral and organic teratthus optimized protocols must have
been developed. Contrarily to DNA, RNA is degragtedy rapidly by RNases and is present
in soil in small amount as it is only synthesizgddative bacteria. Its extraction from soil to
studyin situ metabolic activity is so a significant challengéus gene expression in soils of
active microorganisms involved in the ecologicabgasses has been rarely addressed until
now because of the difficulty to extract high quignf high quality RNAs from soil samples.
We have developed and optimized a method to extradibtal RNAs from small soil samples
by testing different parameters for the cellulasidy the isolation of nucleic acids and the
separation of RNA from DNA. This method was repradle, allowed recovery of RNA
from 250 mg of fresh soil at the same or even impdoyield as the available method
published in the literature and was shown useaiig¢hie five soils tested. Furthermore, we
demonstrate that these RNAs were of good qualityreot contaminated because they were
amplifiable (RT-PCR) and quantifiable (RT-gPCR)ghly represented transcripts as SSU
rRNAs and lowly expressed geneaigD were both suitable for detection and quantifigatio
for the soils tested. This optimized method allovireditu transcriptional analysis to study
functional diversity and activity in soils. Furtineore, we speculate that this new method of

RNAs extraction will be useable for a wider ranlsample than soils.
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1. Introduction

Soil bacteria are numerous and highly diverse @fiet al., 2006; Torsvik et al., 1990),
sustaining mainly functions implied in the cyclin§the nutrients and in organic compounds
degradation (Nannipieri et al., 2003). Thus thegtof the bacterial functions in their habitat
is a mainstream of research in ecology and enviesttah microbiology

Classical microbiological methods are based orcthgvation of microorganisms prior
to analyses but it has been estimated that, is,abié major reservoir of microorganisms on
earth, only 1% of the fObacterial cells per gram of soil were culturahtelaboratory
conditions (Davis et al., 2005). The developmentcolture independent methods greatly
improved our ability to analyze and investigateunat microbial communities whatever the
habitat including soils. Thus, molecular techniquesig DNA isolated from soil have been
much developed (e.g. Johnston et al., 1996; Ogtaah,el987; Selenska et al., 1992; Steffan
et al., 1988; Tsai et al., 1991; Zhou et al., 199)l DNA is often used as template for PCR
amplification of bacterial 16S rRNA genes and comity analysis. Even if really
informative, DNA analyses suffer about the obvidinst in the understanding of bacterial
functioning in soils or in other habitats as thalget into account active, along with dormant,
and also dead microorganisms. Thus, RNA analyd®wval to describe active bacterial
community solely from an environmental sample sionby this metabolic state of bacteria
synthesize RNAs (Wagner, 1994). In addition to rRNie recovery of mRNA allows to
study the functions expressed by the genomes atea gampling date since its half life is
short (Burgmann et al., 2003; Kelly, 2003; Seshitsical., 2002).

As for DNA, RNA extraction from soil is difficult écause soil is a complex matrix
composed of mineral and organic matter that caerfeie with extraction. Clay particles
adsorb nucleic acids limiting their extraction apldenolic compounds (humic and fulvic
acids) coextracted with nucleic acids and are itdri® of DNA polymerase and thus PCR.
(Dong et al., 2006; Purdy, 2005). Moreover recowariigh quality RNA from soil samples
is a significant challenge as RNA could be degradexy rapidly by RNases and is only
synthesized by active bacteria.

Since the last decades, different protocols of R&kraction from soils have been
developed (Borneman et al., 1997; Burgmann e80D3; Duarte et al., 1998; Felske et al.,
1996; Hurt et al., 2001; Moran et al., 1993; Seshitet al., 2002; Tsai et al., 1991) however
the low yield of good quality extracted RNAs recma requires to work with ‘large’ soil

samples (apart from Borneman et al., 1997; Burgneral., 2003). Because, in many cases
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the sample size is limited, the first aim of thisdy was to develop an efficient protocol to

extract total RNAs from small amount of soil (25@ of fresh soil). The second aim was to

have a method that is useable for a variety oftgpiés and the third objective was to have a
good vyield of high quality of extracted RNAs to meakossible the analyses of gene
expression by RT-gPCR. To do so, we have testéeréift protocols and made modifications

and optimizations to improve the methods of cetllyais, the isolation of nucleic acids and

the separation of RNA from DNA. We are providinguls highlighting the applicability and

robustness of our optimized method of RNA extracfrom soils.

2. Materials and methods
2.1. Soil samples

Soils were collected from the upper layer (0-20 ofm5 different agricultural sites in
France: Epoisses (Cote d'Or), Vezin (llle et ViginLa Cote Saint André (LCSA) (Isere),
Montrond (Isére) and Kerguehennec (Morbihan). Thesés were chosen because they
differed in their particles size distribution, thpH and their organic matter content (Table 1).

These 5 soils were sieved at 4 mm and kept at AtiCuse.

Table 1: Soil characteristics and RNA extractiogelds
Particle size distribution (%)

Organic pg of RNA per

Sol clay loam sand pH matter (%) g of fresh soil
Epoisses 46.1 47.2 6.7 6.7 3.25 1.27
Vezin 14.3 72.2 135 6.4 1.80 2.47
LCSA® 17 35.3 a47.7 7 2.10 3.76
Kerguehennec 16.6 46.3 37 6.3 3.80 3.86
Montrond 18.2 38.2 43.6 5.9 6.70 4.22

#LCSA La Céote Saint André
2.2. Optimization of RNA extraction from small saimples

Three optimization steps were performed to developeffective protocol for RNA
extraction from small quantities of soil (Table Zhese steps were realized using 250 mg of

Epoisses soil.
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Table 2: Optimization steps of the soil RNA extiactprotocol

Optimization steps Conditions tested
Cellular Lysis phenol pH 8.0
phenol pH 6.6
phenol pH 5.0
Nucleic acids isolation and purification precipitation with 0.1 volume sodium acetate and 2 volumes ethanol

purification with phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) + precipitation with 0.1 volume LiCl 8M and 2.5 volu

Separation of RNA from DNA Qiagen RNA/DNA Mini Kit + Qiagen RNeasy mini kit
1 ml Trizol + 200 pl chloroform + precipitation with 500 pl isopropanol

2.2.1. pH for mechanical lysis

Cellular lysis was performed in presence of phearad 3 different pH were tested:
phenol saturated with 100 mM of Tris-HCI pH 8.0i1twi00 mM phosphate buffer pH 6.6 or
with 100 mM sodium acetate pH 5.0. The soil wastfimixed with 370 pl of buffer
corresponding to the one used to saturate the hh€etlular lysis was then performed by
bead beating with 500 mg of 106-um-diameter glassdb (Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
35 pl 20% sodium dodecyl sulfate (SDS), 5 mg ofafimceous and 600 ul phenol (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO). The effect of phenol pH BNA quality and quantity was estimated.

2.2.2. Nucleic acids isolation and purification
After cellular lysis, two ways of nucleic acid®lation were tested. (i) Nucleic acids

were precipitated with 0.1 volume of sodium acef and two volumes of cold ethanol

(Sambrook et al.,, 2001). (ii) Before nucleic acipi®cipitation, a purification step was

performed with addition of phenol/chloroform/isodngtcohol (25:24:1). This procedure

removes proteins that are often coextracted wittlenti acids (Purdy, 2005; Sambrook et al.,
2001). Nucleic acids were then precipitated with @lume of LiCl 8 M and 2.5 volumes

cold ethanol as LiCl does not efficiently precipgt@®NA, protein or carbohydrates (Barlow et
al., 1963).

2.2.3. Separation of RNA from DNA
Two different RNA extraction procedures were tds{® Commercial columns were

first used to separate RNA from DNA. The Qiagen RDIMA Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) was used following the manufacturer recenuation for isolation of total RNA
from bacteria. RNA was then purified using the pool of RNA cleanup of the Qiagen
RNeasy mini kit. (i) One milliliter of Trizol (TRREAGENT, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) was added to the nucleic acids isolated presho(Chomczynski, 1993; Chomczynski
et al., 1987; Sambrook et al., 2001). The samplee wortexed and 200 pl of chloroform

were added. DNA and protein are extracted intatiganic phase, remaining the RNAs in the
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agueous phase which can be precipitated by addi@gubof isopropanol as described by the

manufacturer.

2.3. Extraction of RNA from diverse soils

The optimized method to extract RNAs from soil stesjs provided in Figure 1. This
protocol was used to extract RNA from 5 differentlsin 3 replicates. All RNA extracts
were subjected to treatment with RNase-free DNaisepresence of RNasinPlus RNase
inhibitor (Promega, Madison, WI, USA).
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250 mg fresh soil + 370 pl phosphate buffer 100 mM pH 6[.6
+500 mg glass beads
+ 5 mg diatomaceous
+33.5ul SDS 20%
+ 600 pl phenol pH 6.6
+ 0.2 %pB-mercaptoethanol

Bead-beating 1,800 rpm 1 min 30 sec + freeze with liqujd3\times

Collect the supernatant by centrifugation (12,000 rpmmi 4 C)

Extract supernatant with one volume phenol pH 6.6/ch@@rafisoamylic alcohol (25/24/1)
Centrifugation 16,400 rpm, 15 min, 4 C

y

Extract supernatant with one volume chloroform/isoacnglicohol (24/1)
Centrifugation 16,400 rpm, 15 min, 4 C

Precipitate nucleic acids in supernantant with 0.1 volomeCl and 2.5 volumes of ethanol
Overnight at -80 C
Centrifugation 16,400 rpm, 30 min, 4 C

\ 4
Suspend nucleic acid pellet in 100 pl ultrapure water

Add 1 ml Trizol and 200 pl chloroform and centrifuge (16,4pt, 10 min, 4 C)

A 4
Supernatant containing RNA Organic phase containing DNA

Precipitate RNAwith 500 pul isopropanol,
Centrifugation 16,400 rpm, 10 min, 4 C

Treat RNAwith Rnase-free Dnase |

Fig. 1. Unitary steps of the optimized protocol fioe extraction of RNAs from soil samples.
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2.4. Evaluation of RNA quality and quantity

RNA was quantified spectrophotometrically with aarDrof ND-1000
spectrophotometer at 260 nm and RNA purity wasrnedéd by calculating the 260/280 and
260/230 absorbance ratios (NanoDrop Technologigbngton, MA, USA). RNA quality
was also assessed either by (i) 1% agarose/Triat&&DTA (TBE) gel electrophoresis and
detection under UV after incubation with ethidiummommide and by (ii) microfluidic
electrophoreses using the Experion Automated Hlphbresis System and the RNA
HighSens lab-chips (Bio-Rad Laboratories, Richm@w, USA).

2.5. RT-PCR and RT-gPCR

RNA quality was assessed by RT-PCR using the RS extracted (up to 1.5 ng)
from the 5 different soil samples using the TitaneOlube RT-PCR Kit (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany). The reactions wemrgedaout in a final volume of 50 ul with
10 pmol of the primers Eub_519f and Eub_1390r $jpeftr bacteria (Vandenkoornhuyse et
al., 2007).

RT-gPCR reactions were also performed on the RitAs extracted from the Epoisses
and Vezin soils to quantify the 16S rRNA aatdD gene expressions since both soils have a
history treatment by atrazine. This RT-gPCR expeninwas done as a control of
amplificability of the extracted RNAs. Reactioner® performed as described by Devers et
al. (2004) with 125 ng of RNA. The 515R 5-TTACCGGGTGCTGGCAC-3' (Xia et al.,
2000) and the Dr 5-GGGTCTCGAGGTTTGATTG-3' (Devess al., 2004) primers were
used as reverse primers for the reverse transmmipif the 16S rRNA an@tzD mRNA
respectively. Ten units of AMV-RT and 200 units MMLV-RT (Promega, Madison, WI,
USA) were used as reverse transcriptases. Theitpieset PCRs were carried out in an ABI
Prism 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, GQASA) apparatus with QuantiTect
SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Tle|@ reaction mixtures contained
12.5 ul of SYBR Green PCR master mix containingt$tar’ Tag DNA polymerase, 0.3 uM
forward primer (341F 5-CCTACGGGAGGCAGCAG-3' (Muyzeet al., 1993) and Df
5TCCCACCTGACATCACAAAC-3 (Devers et al., 2004) fahe amplification of the 16S
rRNA and theatzD genes respectively), 0.3 uM reverse primer (518& Ar, see above), 5
pl of DNA template, 1 pl of T4 gp 32 (QBiogenekiiltth, France) and 5 ul of ultrapure

water. The thermal cycling conditions for the 16NA sequence amplification consisted of
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an initial step of 2 min at 50°C and 10 min at 9%60owed by 35 cycles at 95°C for 15 sec,
60°C for 30 sec, 72°C for 30 sec and 81°C for 1& $ée last cycle consisted of 15 sec at
95°C, 15 sec at 60°C and 15 sec at 95°C. The theoyading conditions foratzD

guantification were identical except for the ifiteep which consisted of 10 min at 95°C

followed by 40 cycles instead of 35.

3. Results
3.1. RNA separation from DNA

The use ofQiagen columns and the one of Trizol were compé&wedRNA separation
from DNA after cellular lysis and nucleic acids let@mon. RNA was still reverse transcribed
and amplified after passage through the two Qiag@umns (data not shown), despite the
fact that most of the RNAs was lost (Fig. 2). Befpassage through the columns, 3.15 pg of
nucleic acids g dry soil were detected and in the flow throughtlé RNeasy mini kit
column, only 0.42 pg of RNAYdry soil was recovered. Similarly, most of the Ré\Were
lost using Trizol to separate RNA from DNA. Froneth8.14 pg of nucleic acids giry soil
initially detected, only 0.46 pg of RNA'gdry soil was found. However, the RNA quality
obtained with the use of Trizol was better comparethe extracted RNAs from the Qiagen
method (Fig. 3 columns 1, 2, 3 and 4). The two s#jman methods did not differ significantly
in terms of 260/280 and 260/230 absorbance ratiata(not shown). At the end of each
procedure, the ratios indicated the presence dhotinants such as proteins absorbing at 280
nm and others absorbing at 230 nm. According teghesults, the Trizol reagent was used to

separate RNA from DNA in the next optimization step
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}«—DNA
<«——LSU-rRNA

<+——SSU-rRNA

Fig. 2. Nucleic acids on 1% agarose/TBE/EtBr gefrfrEpoisses soil. (M) 1 kb ladder, (1) nucleic adigfore
passage through the Qiagen columns, (2) RNA irltvehrough from the RNA/DNA Mini Kit, (3) RNA intie
flowthrough from the RNeasy mini kit.

M 1 2 3 4 5 6 7
P— |
<«——LSU-rRNA

— i
I—
— —
— E—

i
s . E— - P —

Fig. 3. Microfluidic electrophoresis of RNA from Bisses soil adjusted at 2 ng*u{M) ladder, (1) RNA before
passage through the Qiagen columns, (2) RNA irfldwethrough from the RNeasy mini kit, (3) RNA beéor
Trizol separation, (4) RNA after Trizol separatigh) RNA obtained with phenol pH 5.0 extraction) EBNA
obtained with phenol pH 6.6 extraction and (7) Rdl#ained with phenol pH 8.0 extraction.
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3.2. Optimization of nucleic acid isolation and gigation

After cell lysis, when nucleic acids were purifi@dth phenol/chloroform/isoamyl
alcohol (25:24:1) before their precipitation withiCL and ethanol, the 260/280 absorbance
ratio was significantly higher than with direct pigtation of nucleic acids with sodium
acetate and ethanol (1.74 vs 1.26). This indic#tetl this additional step for nucleic acids
purification using LiCl instead of sodium acetatgrove the removal of proteins coextracted
with nucleic acids. The RNA recovered at the endhef extraction procedure was highly
increased as on average 1.9 pg of RNA dry soil were obtained when using the
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and Lighile only 0.46 pg of RNA g dry soil
were obtained using conventional precipitation vatidium acetate 3M and two volumes of
ethanol. According to these results, purificationf onucleic acids with
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) andqgppéation with LiCl were applied in the

next optimization step.
3.3. Optimization of phenol pH during cellular lgsi

Among the three phenol pH tested during cellutaisl the result obtained with phenol
pH 5.0 was the less effective in terms of quar({fg6 g RNA & dry soil were extracted)
and quality as shown in Fig. 3 (column 5). The aflsghenol pH 6.6 and 8.0 allows extraction
of similar quantities of RNA (1.92 and 1.9 pg RNA dry soil respectively) but RNA quality
differed greatly (Fig. 2, columns 6 and 7). The a6@henol pH 6.6 provided better results to
perform the cellular lysis.

3.4. Extraction of RNA from different soils

The optimized method is described in Figure 1 aad tested with 5 different soils samples.
After RNA precipitation, the pellet obtained withet Epoisses soil was the only colored less,
pellets from the other soils were brownish. Howewbke 23S and 16S rRNA bands were
clearly observed for all the RNAs extracts from tinee soils (Fig. 4) but differed in
intensities. As the method was optimized with th@oiEses soil, good quality RNA was
obtained from this soil. The same result was olexerwith the Montrond soil (Fig. 4).
Spectrophotometrically RNA quantification differbétween the 5 soils and was confirmed

by microfluidic electrophoresis quantification. [pés optimizations were realized with the
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Epoisses soil, the extraction yield in this soilswhe lowest (Table 1) with the smallest
260/280 absorbance ratio (1.29). The higher RNAaekbn yield was obtained with the
Montrond soil. Interestingly, all the RNA extradtem the 5 soils were suitable to perform
reverse transcription and PCR amplification (daisthown). Direct PCR amplification from
the RNA extracts did not produce any amplificatpyoduct showing the efficiency of DNase

treatment (data not shown).

M 1 2 3 4 5

—

_ . | s «— LSU-rRNA
— e <— SSU-rRNA

I

I

I

I

Fig. 4. Microfluidic electrophoresis of RNA fromftiirent soils adjusted at 2 ngjul(M) ladder, (1) Epoisses
soil, (2) Vezin soil, (3) LCSA soil, (4) Kerguehesmsoil and (5) Montrond soil.

The 16S rRNA quantified from the Epoisses and Veniits ranged from 3.46 1bto
6.81 16" and from 9.12 118 to 2.5 18" copy number § dry soil respectively. The mRNAs
extracted from these soils were also amplifiabldRByPCR. The expression of th&D gene
was quantified in Epoisses and Vezin soils. Thisege/as expressed at different levels in
these two soils. On average 1.87 t6pies ofatzD g™ dry soil were obtained in Epoisses soil

while only 5.1 18 copy g* dry soil were detected in Vezin soil.
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4. Discussion

Soil is a complex environment where diversity ofivae microorganisms is huge
(Handelsman, 2004; Torsvik et al., 1990) and sastai high number of functions (Prosser,
2002). To link microbial diversity to functions svils, different molecular techniques are
now available (Nannipieri et al., 2003). Howevdre tuse of DNA in microbial ecology
implies that the entire microbial communities isessed regardless of their activity (Prosser,
2002). Dead, dormant and active microorganismsttaue analyzed at the same level and
simultaneously, likely inducing bias. For examplehe huge diversity of microorganisms in
soil is widely acknowledged, there are few ava#attuudies which have focused on the active
microorganisms (Chen et al., 2007; Felske et 8B8) and quantification of functional gene
expression has just been developed (Han et al4; 20i@olaisen et al., 2008). This lack in the
knowledge is mainly due to the difficulty to accésshe soil RNAs. Extracting RNAs from
soil is considered as a difficult task comparedDfdA as in addition to the difficulties
associated to the mineral and organic matterseottmplex soil matrix, RNA is more prone
to degradation by nuclease and synthesized in lcameounts than DNA. Thus, RNA
extractions from soil are still considered as allehge in ecology and environmental
microbiology although methods have been proposedn@nan et al., 1997; Burgmann et al.,
2003; Duarte et al., 1998; Felske et al., 1996;tlatial., 2001; Moran et al., 1993; Sessitsch
et al.,, 2002; Tsai et al., 1991). Compared to theseexisting methods, the optimized
protocol provided herein is novel for three difieraspects. Firstly, the total soil RNA can be
extracted from small quantities given the yieleerfraction and reproducibility. Secondly, we
report herein that the method can be used witlerdifft soil matrixes. Given the fact that soll
samples can be considered as ‘harsh’ for RNAs etitres we can speculate that this protocol
should provide satisfying results for most soil péea and more widely most biological
samples. Thirdly, the quality of the extracted RNé&®etter than other protocols such as the
Qiagen method (Fig. 3). From this protocol, we hdgitt herein the feasibility ofn situ
transcriptomic analyses by RT-gPCR analyses tageiie highly expressed 16S rRNAs and
also genes transcripted at a lower copy number asatzD mRNA.

The first optimization step highlighted the importa of the mechanical lysis
associated with chemical lysis and mostly the pHhef lysis buffer. Some RNA extraction
procedures previously described realized mechawiglllysis at pH 8.0 (Borneman et al.,
1997; Burgmann et al., 2003) but, maybe due todrig#NA stability, a better efficiency was
obtained when using acid phenol and SDS as prdyialid Duarte et al. (1998). However,
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this latter published procedure is an indirect steps approach, consisting in a first step of
cell extraction from soil followed by a second stpbead beating cell lysis realized on
extracted cells. In the present procedure the nmecdlalysis was directly applied on soll
samples. The optimized lysis buffer pH might alepehd on soil pH. However, the pH of the
5 soils tested did not differ significantly so tbptimum lysis buffer pH (6.6) obtained with
the soil from Epoisses (pH 6.7) might have corresiea to the other soils.

We observed that the simultaneous use of LiCl @hdnel to precipitate nucleic acids
increased the yield of soil RNA extraction. Indekif;| lowers the solubility of large RNAs
(e.g. rRNAs and mRNAs) which precipitate and canthen recovered as pellet after
centrifugation. This precipitation of RNA is knowto be suitable to perform reverse
transcription (Sambrook et al., 2001).

As proposed by Hurt et al. (2001), if quantitatreeover of the DNA fraction is not
particularly important, the use of Trizol is sucsfe because it is quicker and less expensive
than commercially available anion exchange reagagmstems. Our results agreed this
observation. Moreover the RNA quality obtained witiizol was higher than the one with the
commercial columns. Furthermore, simultaneous etitna of DNAs and RNAs is possible
since DNA can be recover from the interphase amgdroc phase formed after Trizol and
chloroform addition. Thus this method is suitalde lhoth analyses of DNA and RNA from
the same sample. The use of Trizol is commonly usededical science to extract microbial
or viral RNA (e.g. Li-Korotky et al., 2007; Xiang al., 2001), but it has been tested only
once on soil sample (Hurt et al., 2001).

Among the 5 soils used herein, the yield of RNABaoted varied from 1.6 to 5.6 ug
g™ dry soil which corresponded or even improved the obtained with existing protocols
(Borneman et al., 1997; Duarte et al., 1998; Felskal., 1996; Moran et al., 1993 who
extracted 1.9 ug RNAY 0.2 pg RNA &, 3 pg RNA ¢ and 1 pg of rRNA g respectively).
By comparing the RNA extraction yields between five soils tested, we observed that
higher sand contents increased the amount of RNdvexed. The yield of soil RNA
extraction did not seem to be correlated to anosiodr characteristic (organic matter, soil
moisture). Hurt et al. (Hurt et al., 2001) obsergaghificant relationship between RNA vyield
and soil moisture content but this relation was stmderved in this study even if the highest
RNA vyield (5.6 pg @ dry soil) was obtained with the Montrond soil thetd the highest
moisture content (33.1%).

As the present procedure was developed with thasE@® soil, contamination with

humic acids coextracted was not observed by the Réli&t color at the end of the extraction
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procedure contrarily to the other soils. Howevdr,tlee RNA extracted supported reverse
transcription and PCR amplification. Quantificatiaf bacterial activity and function
expression was also feasible as tested with twlosaoiples. In agreement to recent studies
(Han et al., 2004; Nicolaisen et al., 2008) theultssobtained with this optimized RNA
extraction method indicated that detection and tfieation of in situ active bacterial
community is feasible along with analysis of then@eexpressions in soil, allowing to go

further into the role of microorganisms in soil &tiwning.
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4. Analyses moléculaires

Les différents outils moléculaires utilisés duraattravail ont nécessité I'amplification
spécifique au préalable de différents genes. Limbée des amorces utilisées est présenté

dans le tableau II-4.

Tableau I1l-4 : Amorces utilisées pour les difféemnanalyses moléculaires

Gene ciblé Amorce Séquence nucléotidique (5'— 3" Réference

16S rRNA 341f CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al. 1993
515r TTACCGCGGCTGCTGGCAC Xia et al. 2000
EUB_519f GTTTCAGCMGCCGCGGT Vandenkoornhuyse et al. 2007
EUB_1390r GTTTGACGGGCGGTGTGT
27f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Rousseaux et al. 2001
1492r TACGGHTACCTTGTTACGACTT

IGS 72f TGCGGCTGGATCACCTCCTT Girtler and Stainisich, 1996
38r CCGGGTTTCCCCATTCGG

atzA Af ACGGGCGTCAATTCTATGAC Dever et al. 2004
Ar CACCCACCTCACCATAGACC

atzD Df TCCCACCTGACATCACAAAC Dever et al. 2004
Dr GGGTCTCGAGGTTTGATTG

trzN trzNf CACCAGCACCTGTACGAAGG Martin-Laurent et al. 2006
trzNr GATTCGAACCATTCCAAACG

trzD trzDf CCTCGCGTTCAAGGTCTACT Martin-Laurent et al. 2006
trzDr TCGAAGCGATAACTGCATTG

insert vecteur T7 TAATACGACTCACTATAGGG
SP6 TATTTAGGTGACACTATAG

4.1. PCR guantitative
4.1.1. Rappels du principe

L’ensemble des PCRs quantitatives ont été réaliaéddlRA de Dijon et le SYBR

Green a été utilisé comme marqueur fluorescenir@idj-4).

SYBR Green

Primer
mT

Polymerase

Figure 11-4 : Principe de la qPCR avec I'utilisatide SYBR Green

Quand le nombre de cycles de PCR augmente, laituamplicons augmente. Le
nombre de molécules de SYBR green intercalées @amortionnel au nombre d’ADN

double brins synthétisé, le niveau de fluorescesgtedonc relié a la quantité d’amplicons
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obtenus provenant des cibles amplifiées (figurg)llLa quantification se réalise a partir du
cycle seuil (cycle threshold, Ct) qui correspond pint ou la fluorescence dépasse de
maniére significative le bruit de fond. Ce Ct estrélé au nombre de copies initiales d’ADN
cible et il est déterminé grace a une gamme stdndiardilution dont les quantités d’ADN
sont connues (figure 6A). Globalement, si on a deix plus d’ADN cible initial, le Ct est
inférieur d’un cycle. Il est ainsi possible de éber le nombre de copies d’ADN cible et le Ct
(figure 11-6B).

Phase plateau
s s e S ¥

Fhase exponentislie

Fo—0—0—0—0—0—0—0—5——— | |gne da base
Fhase dinitiation

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
‘Nombre de cycles PCR

Intensité du signal fluorescent émis

Figure 1I-5 : principe de la qPCR, fluorescencefamction du nombre de cycle de PCR pour un échantil
d’ADN

A B
o 250 + ? 6
(2] —
£ 200 - =5
‘o 2
[} i
e 150 § 4
$ 100 s 3
" ©
o o
S 50 8 2 | LogN=-0,26Ct+10,85
2 g R2= 0,998

0 2 1 v
0 18 23 28 33 38
Nombrede cycles de PCR Cycle seuil - Ct

Figure 11-6 : Détermination du Ct (A) et relationez le nombre de copies (B).

4.1.2. Préparation des standards

L'utilisation de standards est donc une étape alesda réalisation de la qPCR. Les
standards ont été realisés pour les genes ADNr a&3, et atzD. Le gene codant pour

'ARNr 16S provient d’'une souche dégradant la simazPseudoxanthomonas mexicaet
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les génestzA et atzD proviennent de la soucli®seudomonasp. ADP (Mandelbaum et al.,
1995). Ces génes sont amplifiés avec les couplamaitces 27f/1492r, Af/Ar et Df/Dr
(tableau 11-4), respectivement. Les produits d’afigaltion obtenus sont clonés (voir partie
4.5., ligation dans pGEM-T, transformation d&n<oli compétentes, criblage, PCR SP6/T7)
et séquencés afin de connaitre la séquence exacténskrt. A partir de ces clones, le
plasmide est extrait (kit Qiagen miniprep) et ling& par restriction avec I'enzyngal. Les
séquences de pGEM-T et de son insert étant contmesasse molaire (g.md)l peut étre
calculée par la formule : 617.7 (A+T) + 618.4{®) + 157.9

La concentration d’ADN contenue dans les échamslide vecteurs linéarisés est déterminée
par mesure de I'absorbance a 280 nm et le nombeegies d’ADN dans I'échantillon peut-
étre calculée par la formule : [ADN] (gL x nombre d’Avogadro x volume (L) / masse
molaire (g.mof)

Le nombre d’Avogadro correspond au nombre de m@égorésentes dans une mole et est
égal 4 6.02 16.

Une fois que I'on connait le nombre de moléculesDN (nombre de copie du vecteur avec
I'’ADN cible inséré), des dilutions au 4% sont réalisées pour obtenir une gamme allant de
10° & 16 copies par échantillon pour le géne codant pdARNr 16S et de 10 & f@opies
par échantillon pour les génet

4.2. RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

Le principe de cette technique, brievement aboedts de chapitre introductif, consiste a
étudier I'espace situé entre les genes codants PARNr 16S et 23S, appelé espace
intergénique bactérien (IGS). Cette zone est ndam® et donc soumise a moins de pression
de sélection. Elle est donc susceptible de présehis de variation que '’ADN codant. Les
IGS sont tout d’abord amplifiés avec les amorces é1238r (tableau 1l-4, Gurtler and
Stanisich, 1996) et les produits d’amplificatiomns@éparés par migration pendant 16h a
19mA dans un gel d’acrylamide 6%. Les gels sontiémgévelés avec du SYBR green Il
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) sedoprbtocole décrit par Martin-Laurent et
al. (2001). Les profils RISA sont analysés avepriegramme One-DScan 2.03 (Scanalytics
program). Les matrices de covariances déduitesgeés (présence/abscence et intensité
relative de chaque bande) sont analysées en arddysemposantes principales (ACP) avec
le logiciel ADE-4 (Thioulouse et al., 1997).
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4.3. T-RFLP

Cette technigue permet I'analyse des communautdsriEnnes présentes dans le sol en
produisant des signatures de diversité. Cette rdéthest particulierement appropriée a
'analyse de communautés complexes, ce qui esadedes communautés microbiennes du
sol. Cette méthode a donc été choisie en coupldgeeahnique SIP-ARN pour I'analyse des
communautés bactériennes consommant le glucos&acgtdte. Le principe présenté en

introduction est rappelé figure II-7.

v 4 l'aille des fragments :
h 5 8 _l 50 = A
I | T | 130 300 1]
5- 5
gt . _ . Digestion avec une l
L. 5 \ :
T e i - 130 250 150
3 enzyme de restriction 5 -
ki
a7 5 el
» 59 =z 2061 {
530 bp > >
Produit PCR purifié marqué en 5" par les fléches indiquent la présence Les lignes oranges indiquent
2 fluorochromes dillérents pour cha- des sites de restriction les fragments générés aprés
que brin (amplification d'un mélange la digestion
d"ADN extraits & pantir d"échantillons
L‘f'l\III'['FI'II]I.‘['III.‘IIHIII\}.
Analyse des produits de digestion par
séquencage sur electrophorese capillaire
h 130 Brin sens Brin anti-sen
f i 10
f | <60 0
I |
| |
| | |
| |
| |
| | T |
3 - FLS
| | |
La taille exacte des fragments est caleulée par un standard ADN interne

Figure 11-7 : principe de la technique de T-RFLRiffinal Fragment Length Polymorphism).

Les deux amorces utilisées sont marquées par des¢hromes (Eub_519f marquée
par une carboxyfluorescéine (6-FAM) et Eub_1390rguée par un dérivé d’hexamidine
(HEX), tableau II-4) et les produits de PCR somfédés parallelement par deux enzymes de
restriction ce qui permet d’augmenter le niveaudsmlution de la T-RFLP en générant un
polymorphisme de fragments terminaux de restrictmour les brins sens et antisens
respectivement (Johnson et al., 2004). Les enzyleasstrictions ont été choisies selon des
cartes de restrictions obtenues a partir de ségsdractériennes provenant d’échantillons de
sol. Ainsi,Hinfl et Sty (figure 11-8) généraient des fragments terming@akymorphes offrant

une bonne discrimination (Bougon, 2007).
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Hinfl. source Haemoplilus influenzae. site de restriction
GYANTC
CTNA LG
Stl. soucce Salmonella hphi. site de restriction
CYCATHT/AYGG
GGIT/ANATHC (T

Figurell-8 : enzymes de restrictions utilisées pour IRFLF

Les différentes étapes de la technique -RFLP sont brievement détaillées dan:

tableau II-5.

Tableau II-5 : Résumé des étaplesla technique de-RFLP

Etapes Matériels et fournisseurs

RT-PCR avec amorces marquées par fluorochrome Titan One Tube RT-PCR Kit, Roche

vérification de I'amplification et de la taille des produits sur gel d'agarose 1%

Purification des produits de PCR High Pure PCR Product Purification Kit, Roche
Restriction Hinfl et Sty | Promega

Précipitation des produits de digestion

dilution 1/10 dans solution formamide/400HD ROX Applied Biosystems

Analyse séguenceur automatique ABI PRISM 3130xI, plateforme Ouest Génopole

Pour s’assurer de la présence réelle de chaquadragerminal de restricin (T-RF),
les analyses sont réalisées en réplicats. Ainsarér de chaque ARN extrait, deux -PCRs
sont realisées et chaque produit d’amplificatioh essuite traité identiqguement selon
tableau II-5. Seuls les RFs présents dans les deux réps sont pris en compte po
'analyse des données.

A partir de I'analyse des-RFs, deux informations peuvent étre traitées, il tdes 1-
RFs (paire de bases) et leur importance (fluoreseiMNéanmoins, I'analyse comparée
réplicats nous a montré guwans notre cas, I'importance de-RFs n’est pas conservée er
réplcats. C'est-dire que dans des réplicats, la hauteur de pic di@me -RF peut varier
significativement. Cela peut étre du a des difféesnd’efficacité entre les deux -PCRs ou
ente les restrictions. Nous avons aussi constatévdeations importantes entre capillail
sur le séquenceur automatique utilisé (ABI3730xihsi, dans notre étude seule la taille
T-RFs est prise en compte.

Les tailles des RFs sont codées comrdes variables discrétes (présence/absence
fragment) afin de réaliser un traitement statigidtin I'occurrence, des approches de typ
ACP (Quinn and Keough, 2002; Vandenkoornht et al., 2003)(ii) parcimonie maximals
(Vandenkoornhuyse et al., 20, permettent une analyse fine des données (corspardie
communautés). L'utilisation combinée de ces deuypraghes permet d'augmenter
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robustesse des interprétations (Losos, 1996; Vauadenhuyse et al., 2002). La comparaison
de la structure de communautés est réalisée paprocédure de parcimonie maximale avec
le logiciel PAUP 4.08 10. Pour I'analyse de parcimonie, une rechercheist@ue avec un
réarrangement des branches par scissions des rkwas-at reconnections (procédure TBR) a
ete utilisée pour trouver I'arbre le plus courtadldition des séquences étant réalisée par tirage
aléatoire avec 500 réplicats. Les valeurs de Baggtechnique de simulation pour tester la
robustesse des nceuds basée sur la création ddgalonnées artificiels produits par pseudo

ré-échantillonnage, tirage de colonnes avec rerss®)estimées a partir de 1000 réplicats.

4.4. Clonage et séquencage

Les différentes étapes permettant de cloner unugratamplification sont brievement

présentées dans le tableau 11-6.

Tableau 11-6 : Résumé des étapes de clonage deipa&lPCR

Etapes Matériels et fournisseurs

PCR

Purification produits de PCR High Pure PCR Product Purification Kit, Roche
Overhanging (optionel), 72T 20 min Taq Polymerase (Applied Biosystems), dATP (Promega)
Ligation, une nuit 4C pGEM-T (Promega), T4 DNA Ligase (Invitrogen)
Transformation, 30 min sur glace, 1 min 15 42<C et 2 min sur glace Escherichia coli DH5a (Invitrogen)

Croissance, étalement et criblage LB + agar bactériologique + ampicilline (125 mg.L‘l)

+ X-Gal (20 mg.L-1) + IPTG (0.1 mM)

Les clones positifs récupérés apres criblage stsemculture une nuit a 37°C dans du
milieu de culture Luria Bertani (LB). La présenddeetaille du fragment inséré sont vérifiées
par PCR avec les amorces T7 et SP6 correspondiast s€quences portées sur le plasmide de
part et d’autre du site d’insertion (tableau llptlis migration du produit d’amplification par
électrophorése en gel d'agarose 1%. Les produdsnplification de taille attendue sont
séquencés par la méthode de Sanger sur un séquantamatique ABI3734.

4.5. Analyse des séquences, arbres phylogénétique et ganonie maximale

Les séquences des brins sens et anti-sens sonhtdéss avec Sequencher 4.5
(GeneCodes) et vérifiees une par une. Puis, cha@geence est comparée aux séquences
contenues dans la base de donnée de la banque négs gdernationale par analyse
d’alignement local BLASTn(Basic Local Alignment Search Tool nucleotide) Rusite du
NCBI (Altschul et al., 1997). Un alignement gloksl multiple du jeu de séquences obtenu
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(séquences environnementales + meilleurs BLASTreguances de microorganismes de
référence) est réalisé avec CLUSTAL-X 1.81 (Thonmpsbal., 1997) puis optimisé a I'ceil.
La présence de chiméres générées par 'amplificgiar PCR est vérifiée avec le principe
des plus proches voisins en utilisant I'applicatiGRIMERA CHECKqui est un outil
d’analyse de Ribosomal Database Project Il (RDP)
(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSaldkk et al., 1999).

Les matrices de données étant importantes, desithlges approchés (heuristiques)
sont utilisés pour permettre I'obtention d’'un résuken un temps de calcul raisonnable. Ces
algorithmes trouvent soit le meilleur arbre, soiteutopologie voisine de la topologie
optimale. Les autres méthodes (NJ-K2P et ML, véidassous) ne nécessitent pas une
approche heuristique

L’analyse phylogénétique des séquences est régdmetois methodes avec a chaque
fois un calcul de bootstrap pour estimer la rolsssale la phylogénie:

* Neighbor-Joining, méthode de clusterisation relaxdinypothese d’horloge
moléculaire des méthodes d’'UPGMA en utilisant ledgle de distance de Kimura a 2
parameétres (pondération des transition par ragpocttransversions) en utilisant CLUSTAL-
X 1.81.

 Maximum de parcimonie, méthode basée sur le calgutiombre de pas nécessaires
pour une construction donnée, I'arbre le plus cétant celui qui est retenu. Les matrices de
données étant importantes en taille (nombre deedigndes algorithmes approchés
(heuristiques) sont utilisés en maximum de parciegoour permettre I'obtention d’un
résultat en un temps de calcul raisonnable. Caxitignes trouvent une topologie voisine
sinon la topologie optimale (addition de séqueratéatoire, procédure de réarrangement des
branches TBR) (dans PAUP 4d0) (annexe 2).

 Maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood), nuith tres robuste de calcul
de phylogénie consistant a analyser par rapport enodele de distance choisi la meilleure
solution probabiliste de reconstruction. Le réguitatenu par cette méthode dépend donc de
maniére implicite du modéle de distance choisi.rRtwisir le plus judicieusement possible
le modele, I'outil Modeltest 3.7 (Posada and Crdnd®98) est utilisé. Il permet de tester
contre le jeu a analyser 56 modeles difféerents.sToes calculs sont réalisés en utilisant
PAUP 4.0p 10. (annexe 3)

Les phylogénies obtenues par ces trois méthodes gmnparées pour vérifier la
congruence des topologies et relever les incedftutles arbres obtenus a partir des données
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de séquences de bactéries sont enracinés en shaiscomme ‘outgroupin Crenarchaeota
(AJ347774).

5. Mise en place du Stable Isotope Probing a partir d’ARN

5.1. Principes et particularités de la technique

La technique de SIP est présentée dans la figt@e Brievement, un substrat marqué
avec un isotope stabl&C dans notre cas) est apporté & des communautésbieines. Les
microorganismes actifs dans la dégradation de bstsi vont incorporer l'isotope stable
dans leurs acides nucléiques (ARN dans notre easapres extraction, pourront étre sépares
des acides nucléiqgues non marqués (provenant desarganismes qui ne sont pas
intervenus dans la dégradation du substrat) paacelhtrifugation. Cette technique donne
ainsi accés a la diversité des microorganismedsadans la dégradation d’'un substrat

spécifique.

13C-substrat

04

Communautés bactériennes
(culture, échantillon environnemental)

U @

Bactéries actives totales Bactéries dégradantes
12C-ARN 13C-ARN

ultracentrifugation

—_

Figure 11-9 : Principe de la technique SIP-ARN

L'étape d'ultracentrifugation est primordiale pourétablissement du gradient
isopycnique (gradient de densité a I'équilibrelieé bonne séparation des ARN marqués et
non marques. Cela se traduit par une efficacitéotles et différents parametres entrent en
jeu (figure 11-10):

* la vitesse maximum de rotation et le rayon maxinfig): ces deux parametres

contribuent a la force maximum (en g) générée @antor.
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* le rayon minimum @i,): détermine la force centrifuge qui s’exerce ®g particules
situées en haut du tube, plugnrest élevé, plus la force centrifuge en haut die tabt
importante et plus la séparation sera rapide.

* le ‘pathlength’ (distance a parcourir) : c’est [#atence entre le rayon minimum et le
rayon maximum, plus le ‘pathlength’ est court, nsoi@ particule aura de distance a parcourir
pour culoter contre la paroi du tube. Le ‘pathléhgkEpend de I'angle d’'inclinaison du tube

dans le rotor, plus cet angle est aigu, moinsa¢hiength’ est grand.

Figure 11-10 : ensemble des caractéristiques dor @prendre en compte pour 'ultracentrifugation

L’ensemble de ces parameétres est pris en comptel'éfficacité globale d'un rotor qui
est déterminée par le calcul d’un factkuk = (2.53 105 X In {Fa/Tmin)) / (rpm/10005
Ainsi, quand le facteuk diminue, I'efficacité du rotor augmente et la s@&pan est plus
rapide. Ce facteuk permet également de transposer des condition®wlteifugation entre
deux rotors grace a la formulgoidi X Krotor1 = trotor2 X Krotorz, aVecC t le temps de centrifugation.
Dans nos conditions expérimentales, nous avorseéutie rotor Ti90 (Beckman-
Coulter) avec des tubes de 13.5 mL et une vitesseedtrifugation de 45000 rpm ce qui
correspond a un facteurde 100.7. Apreés 48 h d'ultracentrifugation, nousrs pu mesurer

le gradient isopycnique établit (figure II-11).
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Figure 11-11 : Gradient de densité établit dans carsditions d’ultracentrifugation, moyenne de 6 unes
indépendantes

5.2. Mise au point en conditions optimales

Afin de maitriser la technique et de bien discetegrfractions Iégeres et lourdes dans le
gradient d’ultracentrifugation, nous nous sommexg¢sd dans des conditions optimales pour
lincorporation des carbones du substrat dans IBN#\ bactériens. Pour cela, 1 g de sol
d’Epoisses est placé en suspension dans 10 ml ldeurde culture minimum (Topp et al.,
2000b) avec comme seule source de carbonEG@Hglucose ou dd’C-glucose (0.2 g.bt).
Ces cultures de sol sont placées sous agitatiod @®) a 30°C. Apres 24 h, 3 ml sont
prélevés, centrifugés 5 min a 10000 rpm et les ARdI® extraits du culot obtenu selon le

protocole présenté tableau 11-7 (Courty et al. nsigi.

Tableau 1I-7 : Protocole d’extraction d’ARN de $Glourty et al., soumis)

Lyse cellulaire culot + 200 ul H20 DEPC
1ha-80C
500 mg billes de verre 106 pm
33.3 ul SDS 20 %
167 pl solution diatomées (1.24 g dans 40 ml H20O DEPC)
583 pl de Tris buffered phenol
vibrobroyage 1600 rpm 2 min 30 sec

Extraction acides nucleiques centrifugation 14000 g 10 min 4C — surnageant
36.7 pul de NaAcétate 3M
478 ul ethanol 100 %
1 nuit -20C
centrifugation 14000 g 10 min 4C — culot
lavage ethanol 70%
repris dans 25 uL H,O DEPC

Purification ARN RNA:DNA MiniKit (Qiagen)
Rneasy Plant MiniKit, protocole RNA Cleanup (Qiagen)
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Les ARNs extraits sont quantifiés par mesure destabance a 280 nm et 50 ng sont
utilisés pour l'ultracentrifugation (48 h, 45000mp dans du trifluoroacétate de césium
(CSTFA 2 g.mL', Amersham Biosciences). Les tubes sont ensuiieatiéinent récupérés,
fixés sur une potence et, a I'aide d’'un guide, r28tfons sont prélevées a la seringue tout le
long du tube (figure 11-12). Les ARNs contenus dahaque fraction sont précipités et des
RT-PCRs ciblant le gene codant pour 'ARNr 16S (emes EUB_519f et EUB_1390r,
tableau 4) sont réalisées sur les 23 fractions.réssltats obtenus montrent que les ARNs
extraits des cultures de sol contenant ‘dG-glucose sont présents dans les fractions
supérieures 1 & 13 alors que les ARNs issus dasesilde sol contenant dtC-glucose sont
détectés sur I'ensemble des 23 fractions du gradBrte a ces résultats nous avons décidé
de prélever deux fractions caractéristiques des #\Rdh marqués{C-ARN) et des ARNs
marqués‘tC-ARN), soit les fractions 10 (1.83 g.MLet 17 (1.9 g.mL), respectivement.

. Y - y
it N

©
°
.
.
.
©
©
©
.
°
°

epecooeoso

Figure 1I-12: A. prélévement des fractions le lodg gradient d’ultracentrifugation, B. guide pow |
préléevement des 23 fractions le long du gradieuitrdicentrifugation

5.3. Mise au point sur sol avec l'atrazine
5.3.1. Détermination de la quantité d’atrazine a apporter

Dans le cas d’une molécule complexe telle quedzite, la maitrise de la technique de
SIP a partir dARN repose sur deux parametres quit particulierement importants a
définir : le choix du marquage de la molécule &t deantités déC et donc de molécule

marquée a apporter.
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Quelle quantité de™*C apporter pour du SIP & partir d’ARN extrait de sol ?

La quantité d’atrazine a apporter a nos échanslide sol a été déterminée d’aprés les
travaux de Lueders et al. (2004), seule publicatiaitant de SIP a partir d’ARN extrait de sol
qui était disponible au début de nos travaux. Bporiaant du*CH;OH dans des fioles de
verre contenant des suspensions de sol (sol @50 g en poids sec), cette étude a permis
I'identification des microorganismes méthylotrophpgésents et actifs. Apres 42 jours
d’incubation & 25°C, 30.5 mmol d&CHs;OH étaient incorporées par le sol et 27.3 mmol de
13CO, étaient récupérées dans les pieges & GR.77 % du™>C apporté sous forme de
13CH,OH gazeux se retrouvait donc incorporé dans l@spbtentiellement dans la biomasse
microbienne. Le taux d’assimilation & par le sol est donc de 28 umol’dé par g de sol
sec et par jour, ce qui représente 52.77 % de dappitial. Ce premier parametre a été

retenue pour notre étude.

Quel marquage de I'atrazine utiliser ?

En ce basant sur la bibliographie disponible (Radioh et al., 1996; Rousseaux et al.,
2001) nous avons opté pour un margquage sur lesehaarbonées latérales de la molécule et
non sur son cycle. En effet, les carbones du cy@he plus rapidement minéralisés que ceux
des chaines ce qui laisse penser que les carbaseshhines sont préférentiellement
incorporés dans la biomasse microbienne. Cettérdifte de minéralisation a été confirmée
dans nos expérimentations (figure 11-13).

Comme Radosevich et al. (1996), nous avons troBv& 3noins de“*C-CO; issus de
I'atrazine lorsque la molécule était marquée sarcleaines par rapport a un marquage sur le
cycle, nous avons ainsi supposé que ces 33 % berms manquant avaient été incorporés

dans la biomasse microbienne du sol.
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Figure 11-13: A. Molécule d'atrazine et les carbsnmarqués pour la minéralisation, B. Minéralisatidm
I'atrazine avec le marquadéC sur les chaines ou sur le cycle.

Quelle quantité de**C-éthyl atrazine apporter pour du SIP & partir d’AR N extrait
de sol ?

Afin d'éviter les biais liés notamment au ‘crosgdeng’, nous avons choisit de nous
baser sur des temps d’incubation courts, soit 1i8sjpour I'étude de la consommation de
I'atrazine dans notre sol d’Epoisses. Ainsi, endiB8s, dans les conditions de Lueders et al.
(2004), le taux d'assimilation est de 13 x 28 umad.36 mmol de*C par g de sol sec.
Néanmoins cette quantité correspond a un pourcentégssimilation dans la biomasse
microbienne de 52.77 % de l'apport initial alorseqpour l'atrazine le pourcentage
d’assimilation dans la biomasse microbienne a stiéné a 33 %. Il faut donc appliquer un
facteur correctif pour se placer dans les mémeditions puisque I'atrazine est assimilée par
la biomasse microbienne du sol 1.6 fois moins lgee le méthanol. Ainsi, la quantité
d’atrazine & apporter pour 13 jours d'incubationdes: 0.36 x 1.6 = 0.576 mmol &€ par g
de sol sec. Si I'atrazine est marquée3@usur les 5 carbones des chaines éthyles, il faut d
apporter 0.115 mmol d’atrazine par g de sol sec2fbmg d’atrazine par g de sol sec (masse

molaire atrazine = 215 g.mb)l

Quelle est la toxicité de I'atrazine appliquée a fte concentration dans le sol ?

Les quantités d'atrazine normalement appliguéaeshamp sont de 1.5 mg par kg de sol
sec, la quantité calculée ci-dessus (25 mg d’ateagar g de sol sec) représente doriddie
plus. Nous avons voulu nous assurer de la bonreigdadu sol suite a I'application d’'une
telle dose d’atrazine et vérifier que méme si dwvait un effet toxique, la dégradation était
toujours réalisée. Pour cela nous avons mesugsfaration du sol et réalisé des cinétiques de

minéralisation dé*C-ring atrazine appliquée a 1.5 mg par kg de soles& 25 mg par g de
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sol sec a 20°C (figure II-14). Ainsi, appliquée fente quantité I'atrazine semble avoir un
effet négatif sur les communautés microbiennesatizgites car la minéralisation s’initie plus
lentement et est moins rapide (figure 14B). Néamsyailans les premiers jours d’incubation,
la respiration du sol est identique quelle que lsoifuantité d’atrazine apportée. Toutefois, les
guantités totales d’atrazine minéralisées lorstpiest appliquée en forte dose sont largement
supérieures et on peut supposer que les quaniitégppbrées dans la biomasse microbienne
sont également supérieures. Nous avons donc Maliilisation de *°C-éthyl atrazine & une
concentration de 25 mg par g de sol sec pour lsafian du SIP a partir d’ARN extraits de

sol.
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Figure 11-14 : A. Respiration du sol, B. minératisa de’*C-ring atrazine selon la quantité apportée au sol

L’ensemble de ces calculs et de ces expérimengtimus ont permis de valider
I'utilisation de 25 mg d'atrazine par gramme de set et le choix du marquadic de la

molécule sur les chaines éthyles.

5.3.2. Expérience préliminaire avec'’C-éthyl atrazine

Apres avoir déterminé les quantités d’atrazine gogpr au sol pour la réalisation du
SIP a partir d’ARN, nous avons voulu savoir a quetaps d’incubation l'incorporation des
carbones de I'atrazine dans la biomasse bactériétaitela plus importante. Pour cela nous
avons réalisé une expérimentation préliminaire &sence dé‘C-éthyl atrazine. Plusieurs
analyses ont été effectuées simultanément surldiostyble et des microsites de sol issus de
I'activité des lombriciens (paroi de galerie efricwles) afin de se placer dans les conditions
les plus proches de celles qui seront appliquéesliexpérimentation avec fEC:

Détermination du carbone présent dans la biomasseobienne dans les trois

microsites de sol avant I'apport §&€-éthyl atrazine (figure 11-15). Le ver a un effedgatif
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sur la biomasse microbienne du saf)(hais 5 jours apres I'apport de 25 mg d’atraziae@
de sol sec la biomasse microbienne s’est équilifdéminution dans le sol contrble et
augmentation dans les galeries et les turricules)ngy a plus de différence entre microsites
de sol (F).

@ contrdle
W galeries

140 - )
O turricules

120 -

[

o

o
L

80 -
60 -

40 -

T0 5

ug C dans biomasse microbienne / g sol frais
o

Figure 11-15 : Carbone présent dans la biomasseofnienne (C échantillon fumigé — C échantillon fiomigé)
avant le début de I'expérimentationy Et 5 jours aprés I'apport de 25 mg d’atrazinegede sol sec (T5).

Suivi de la minéralisation d&C-éthyl atrazine (25 mg d'atrazine par g de so) sec
20°C (figure 1I-16).
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Figure 11-16 : minéralisation déC-éthyl atrazine dans les différents micrositesaleLe'“C-éthyl atrazine a été
apporté 5 jours apres l'atrazine froide pour saffrhir de la phase de latence observée figureBl-14

Détermination du **C dans la biomasse microbienne par la technique de
fumigation/extraction. Cette technique permet diéenla biomasse microbienne dans les
sols (Jenkinson and Powlson, 1976; Vance et aB7)19Le principe est d’exposer les
bactéries du sol a une atmosphére uniqguement c@mpds chloroforme gazeux ce qui
provoque leur mort par lyse cellulaire. Il y a aldibération dans le milieu de molécules

organiques carbonées et azotées dont la concentrasit proportionnelle a la biomasse
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bactérienne de départ. Le dosage de ces molécidds détermination des teneurs en C
organique soluble, en rapport avec un témoin noniga, permet d’obtenir la biomasse
bactérienne. Brievement un méme échantillon deesbldivisé en deux, I'un est fumigé et
l'autre non, il sert de référence (témoin non fuiichinsi 250 mg de sol sont placés dans une
coupelle en aluminium dans une enceinte hermétapres laquelle du chloroforme est
vaporisé pendant 24 h (fumigation). Le carbone @dsantillons fumigé et non fumigé est
extrait sous agitation pendant 1 h avec 10 mL d8QK 0.5 M et le lysat est filtré
consécutivement sur un filtre plissé Durieux puis sn filtre 0.2 um. Le C organique est
ensuite dosé par oxydation thermique (1010 TOC yaea] Ol Analytical) et le C organique
présent dans la biomasse microbienne est détermiméalculant la différence entre
I’échantillon fumigé et celui non fumigé.

Cette technique s'est avérée problématique av&iClatrazine car a chaque fois (pour
chaque prélévement et chaque microsite), les géante’C retrouvées dans le sol non
fumigé étaient supérieures a celles retrouvées l@assl fumigé c’'est a dire apres lyse des
cellules microbiennes (figure 1I-17A). Cette pede radioactivité dans les échantillons
fumigés a eu lieu dans I'enceinte de fumigationisguiune forte contamination a été
retrouvée sur le joint de la porte ainsi que dangraisse appliquée. Nous n'avons donc pas
pu déterminer a quel moment le carbone issu deafmte se retrouvait dans la biomasse
microbienne. Néanmoins ces résultats nous montreat diminution exponentielle de la
quantité de"’C dans le sol avec le temps en parallélement aidéradisation de I'atrazine
(figures 1I-16 et 1I-17).
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Figure 11-17 : A. Pourcentage d& retrouvé dans le sol controle fumigé et non fuémig. Pourcentage déC
retrouvé dans le sol contrle, les galeries etuagcules non fumigés

19 22

Cette expérimentation ne nous a donc pas ind@udénétre de temps durant laquelle
les carbones de l'atrazine se retrouvent dansdmdsse microbienne. Suite a ces résultats,

nous avons décidé de réaliser un suivi de la consdion de l'atrazine qui, relié aux
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cinétiques de minéralisation déja obtenues nous\gitna de connaitre les meilleurs temps

d’incubation pour les extractions d’ARN.

5.3.3. Cinétique de dégradation de l'atrazine

La détection et la quantification de l'atrazine d&t ses métabolites (DEA, DIA et
hydroxyatrazine) dans nos échantillons de sol tétréalisées par CL/SM au LERES de
'EHESP (Ecole des Hautes Etudes en Santé PublRgrnes, France). Une phase de mise au
point a été nécessaire pour adapter le protocélexpmtant a des petites quantités de sol (250
mgq). Ainsi différents pourcentages d’humidité dli ot été testés et les meilleurs résultats
obtenus, notamment en terme de reproductibilitérespondaient a un pourcentage
d’humidité du sol de 50% qui sera donc utilisé lpasuite.

Pour la cinétique de dégradation nous nous somiaeggpdans les mémes conditions
que la future expérimentation en présenceé®@eéthyl atrazine pour le SIP sur ARN de sol.
Le sol contréle a donc été humidifié a 50 % d’huididplacé a 20°C, prétraité avec 25 mg
d’atrazine par g de sol sec et 20 jours plus tardacond traitement de 25 mg d’atrazine par g
de sol sec a été realisé. Les consommations diaérar de ses métabolites ont été suivies dés
le prétraitement (figure 11-18). Le DIA n’a jamaété détecté et les autres métabolites de
latrazine (DEA et hydroxyatrazine) ont été détectde maniére sporadique pendant le
prétraitement et plus régulierement aprés le sedaaitement. Néanmoins les quantités
détectées ont toujours été tres faibles, justeeaausd du seuil de détection (au maximum 0.14
et 0.13 mg de DEA et d’hydroxyatrazine respectiveinpar g de sol sec).
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Figure 11-18 : suivi de la concentration d'atrazaqgportée a TO (prétraitement) et a 20 jours €naént).
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Ces résultats sont étonnants comparés a ceux gbfeEmusuivi de la minéralisation
puisque les cinétiques sont différentes selon e dintéresse a la consommation ou a la
minéralisation de l'atrazine. Cette étape de misepkce nous a néanmoins permis de
mesurer I'importance du prétraitement car la disipar de I'atrazine est plus rapide lors du
second apport que lors du premier. A partir deréssltats nous avons décidé de realiser les
préléevements pour les extractions d’ARN de sol 8,24, 6 et 8 jours suivant le second
traitement d’atrazine afin d’avoir acces aux premgégradants et d’éviter le ‘cross feeding'.
La consommation d’atrazine sera mesurée en pagl@lir nous aider a choisir des temps

d’incubations optimums pour les extractions d’AR&tmi ces 5 prélevements réalisés.

6. Traitements statistiques

Selon les données, différents tests statistiqueétérutilisés :

Non paramétriques : test Mann-Whitney (U-test) pmamparer les échantillons deux a
deux

Paramétriques : ANOVA a un facteur contrélé suiVign test de Fischer pour tester la
réponse des variables a un facteur et identifetrgtements significativement différents et
ANOVA en Modele Linéaire généralisé (GLM) pour tasia réponse des variables a
plusieurs facteurs en testant leur interaction.

Des Analyses en Composantes principales (ACP) téntéalisées pour le traitement et
la visualisation graphique des données obtenués gux RISA et aux T-RFLP.

Le risque d'erreur est fixé a 5 % quelque soitdst tutilisé. L’ensemble des tests
statistiqgues ont été réalisés avec le logiciel Mimi1l5.1.1.0 software (Minitab Inc) excepté
les GLM réalisés dans l'article 2 ‘Combined effe€tbioaugmentation and bioturbation on
atrazine degradation in soitjui ont été implémentés dams (http://www.r-project.org/)
(annexe 4). Les ACP ont été réalisées avec lei®dghDE-4 (Thioulouse et al., 1997). Les

régressions linéaires sont réalisées sous Excel.
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CHAPITRE III

Role de la bioturbation associée a la bioaugmentation sur
1’abondance, ’activité et la structure des bactéries
indigénes et celles dégradant ’atrazine dans le sol
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1. Introduction

Il est actuellement reconnu que les lombriciensifieod les communautés bactériennes
du sol néanmoins leur incidence sur la biodégradate I'atrazine et les bactéries impliquées
dans ce processus restent encore trés controveesedifférentes études disponibles dans la
littérature montrent des résultats contradictoressiblement liés a des échelles d’observation
différentes (Meharg, 1996; Farenhorst et al., 20@é&vao et al., 2001; Binet et al., 2006;
Kersante et al., 2006). La bioturbation du sol l@amacrofaune lombricienne est source
d’hétérogénéité structurale dans les sols puisigu’génere des structures (microsites)
différant en termes de porosité, de teneurs enengatirganique, en carbone et azote (e.g.
Binet and Trehen, 1992; Daniel and Anderson, 1%8#kin and Berry, 1999; Jegou et al.,
2001). Nous nous sommes donc intéressés aux diffeneicrosites issus de la bioturbation
du sol par les vers (parois de galeries, contergestifs, turricules) en les comparant au sol
non bioturbé. A cette échelle il est possible deeliner les impacts positifs ou négatifs des
lombriciens sur les communautés bactériennes dagrdidtrazine en les associant a chaque
biostructure.

Ce chapitre Il analyse limpact de la bioturbatimu sol par la macrofaune
lombricienne associée a la bioaugmentation suraibe tet I'activité des communautés
bactériennes indigenes et sur la fraction bactéeeatégradant I'atrazine dans le sol. Dans un
premier temps nous avons émis les hypotheses kaquelles les lombriciens modifient (i)
'abondance et le devenir de ces bactéries indggertedégradantes et (ii) l'activité de
minéralisation de l'atrazine. Pour cela les germ$ant I'ARNr 16S et le génatzAont été
guantifiés par gPCR dans du sol non bioturbé es$ di#fiférents microsites de sol issus de la
bioturbation par les vers de terre (parois de gaercontenus intestinaux, turricules). Par
ailleurs un suivi de la minéralisation de l'atrazia été effectué simultanément. Le sol de
Vezin utilisé pour cette expérimentation étant leitent capable de minéraliser I'atrazine,
I'inoculation de bactéries dégradantd@séudomonassp. ADP ouC. heintzii possédant
respectivement les genaz ABCDEFetatzABC trzD) a également été testé.

Les résultats obtenus a partir de cette premiardeéhous ont laissé apercevoir les
limites de la quantification de genes (expérimeotat partir d’ADN) et la nécessité de
travailler sur ’ARN. Une seconde expérimentati@sde sur la quantification de 'ARNr 16S
et I'expression des geneszAet atzD a donc été réalisée. L'ARN a été extrait d’un rsmh
bioturbé et de microsites représentatifs de laubbattion du sol par les lombriciens (parois de
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galeries et turricules) inoculés ou non par la beueseudomonasp. ADP dégradant
I'atrazine. Cette étude a été réalisée sur lesdmMezin et d’'Epoisses qui different dans leur
capacité a dégrader l'atrazine. L'une des hypothésglorées est que limpact de la
bioturbation du sol par la macrofaune lombricierswe l'activité totale et l'activité de
dégradation de I'atrazine est différent selon leisitial. Une cinétique de minéralisation de
I'atrazine dans chaque microsite issu des deuxaéigalement été réalisée en paralléle. Les
résultats issus des quantifications d’ARN de cd#axieme expérimentation compléetent et
expliquent ceux obtenus a partir des ADNSs.

Enfin, nous nous sommes intéressé a linteractiotreela bioturbation et la
bioaugmentation, solution potentielle pour la dagmn de sols pollués (Singer et al., 2005).
Alors gu’a une échelle globale, Luepromchai e{2002) ont montré que la bioturbation du
sol par les lombriciens associ€e a la bioaugmemntatimulait la dégradation des PCBs dans
un sol contaminé, nous nous sommes intéresséepassibciation a I'échelle des microsites de
sols. En effet, a cette échelle, les lombriciermnt’pas toujours un effet stimulant sur les
bactéries inoculées dans le sol (Pedersen and sedy 1993; Heijnen and Marinissen,
1995). Ainsi, en paralléle des deux expérimentatioresentées dans ce chapitre nous avons
étudiés l'impact de la bioaugmentation sur la s$tmec des communautés bactériennes
(analyses RISA) et sur l'activité des bactériesgades et dégradant I'atrazine (quantification
de I'ARNr 16S et des ARNm issus des geae\et atzD) sous contrainte de bioturbation du

sol par les lombriciens.
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Abstract

Earthworms, because they change soil physical hadhical properties, are efficient
engineers that act on soil microbial community atvity. Thus they may drive pollutant
biodegradation in soil such as atrazine minerabmatWe hypothesized that earthworms
modify the abundance of indigenous soil bacterid #me fate and activity of atrazine-
degraders in the soil they engineer by bioturbatibmo bacterial straind?seudomonasp.
ADP andChelatobacter heintziywhich have acquired the capacity to metabolizezateaby
carrying plasmidiatz A B, C, D, E, FandatzA, B, CtrzD genes respectively, were used as
bioaugmentation agents. We analyzed the interatioetween earthwormda.ymbricus
terrestrig and the indigenous and atrazine-degrading (imdige and inoculated) bacterial
communities by quantifying the 16S rRNA and thizA gene sequence copies numbers,
respectively, in different earthworm microsites.eTkinetics of atrazine mineralization were
measured to link the bacterial community changéh thie degradation function. Digestion by
earthworms significantly impacted the number of igedous bacteria and atrazine
mineralization in bioaugmented soils. Regardingfdte of the two atrazine-degraders tested,
Pseudomonasp. strain ADP survived better within the 10 dalsxperiment tha€. heintzii
in the bulk soil but the surviving fraction &f. heintziiwas still metabolically active and able
to mineralize atrazine. A positive “burrow-liningffect on theatzAsequence copies number
was observed in soil whether bioaugmented Wdthheintziior not {.e. native indigenous
atzA thereby indicating that burrow-linings form a sifie ‘hot spot’ for atrazine-degraders.
The present study is the first to report the rdlearthworms in selecting native catabolic key-
genes in soil (indigenouatzA). This catabolic gene selection through earthwaoi
bioturbation could be important in sustaining tlegm@dation (detoxification) function of soil.

Keywords: Atrazine mineralization, Pseudomonassp. ADP, Chelatobacter heintzii

EarthwormsatzAgene quantification
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1. Introduction

Bioturbation refers to the biological reworking sdils and sediments by inhabiting
organisms such as plant roots and burrowing ani(hdysman et al., 2006). Earthworms are
the predominant component of the soil fauna in tenaie soils. They actively cause physical
and chemical changes in soil by burying, feedingoaganic matter, burrowing and casting
that in turn affect the other biological componerBgcause soil bioturbation affects soil
functioning (.e. biogeochemical processes), earthworms are deskcab efficient ecosystem
engineers (Jones et al., 1997).

Bioturbation by the earthworms has been reporteaffext the fate of pollutants in
soils by changing pollutant mobility and enhancsagption to the soil matrix (Farenhorst et
al., 2000; Binet et al., 2006). Earthworms are gistential providers of hot spots in which
microbial activity, specifically the bacterial deging function, is expected to be higher than
in bulk soil (e.g. Binet et al., 1998; Tiunov anch8u, 2000; Schonholzer et al., 2002; Egert
et al., 2004). This is either because the burrosaldis more favourable for bacterial growth,
due to additional C and N resources, or becausbdbteria are more widely dispersed and
more likely to encounter the substrate to be degtadlavelle et al., 2005; Van Elsas and
Bailey, 2006). Thus soil bioturbation by earthwormmay change the distribution and
degradation of organic compounds such as pesticides

Atrazine (2-chloro-4-ethylamino-6-isopropylamindrg&zine) is an s-triazine
herbicide widely used for sorghum and maize cragegmtion (Smith et al., 2005). Specific
soil bacteria, such aBseudomonasp. YAYA6 (Yanze-Kontchou and Gschwind, 1994),
Ralstonia basilensi®91-3 (Radosevich et al., 1998)seudaminobactesp. C147 and C195
(Topp et al., 2000) an@helatobacter heintzi{iRousseaux et al., 2001) are able to completely
mineralize atrazine into GO These strains may serve as agents of bioremedliddy
bioaugmentationj.e. addition to the soil of laboratory grown microongams capable of
biodegrading a targeted contaminant (Silva efal04). Soil bioaugmentation associated with
earthworm bioturbation may also be relevant in echeay soil pollutant degradation
(Luepromchai et al., 2002). Moreover, indigenoust&da may play a complementary role in
the degradation process by supplying other genat dte involved in alternative and/or
additional degradation pathways.

Although soil bacteria degraders are important iegrdding atrazine, their
relationships with the soil macrofauna are poodgumented. The effects of earthworms on
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atrazine mineralization remain unclear, with som#bligshed studies reporting enhanced
mineralization (Meharg, 1996; Gevao et al., 200id athers showing reduced degradation
(Farenhorst et al., 2000; Binet et al., 2006). @eanin atrazine mineralization may result
from the control exerted by earthworms on soil &aat as recently proposed by Kersante et
al. (2006).

The main objective of our studies was to understéme way in which soll
bioturbation by earthworm impacts the indigenoud aroculated atrazine-degraders. We
hypothesized that earthworms modify the abundafdediogenous soil bacteria and the fate
and activity of atrazine-degraders in the soil teegineer by bioturbation. Two bacterial
strains were used as bioaugmentation agent®s@udomonasp. ADP (Mandelbaum et al.,
1995), which harbors the six enzymes involved razhe degradation encoded &ty A B, C,

D, E andF genes (de Souza et al.,, 1998a) andiiheintzii,which carries the first three
atzA -B and-C genes and thezD gene (Rousseaux et al., 2001). BfwAgene was targeted
by qPCR as this key-gene encodes atrazine chlorolag® and permits dechlorination of
atrazine which is an obligatory step for its conplenineralization (Wackett et al., 2002;
Smith et al., 2005). The 16S rRNA genes copies rmumias also estimated by gPCR to
compare the number of indigenous bacteria in tileasd inL. terrestrismicrosites. Changes
in the bacterial community in relation to the atm@z mineralization were compared by

measuring“’C-atrazine degradation intéCO,in bioaugmented and/or bioturbated soil.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Atrazine (chemical purity 99%, Pestanal, Riedek#en) andfing-U-**C] atrazine
(specific activity, 910 MBg.mmd, radiochemical purity, 98%) were purchased frogni-
Aldrich (St Louis, MO, USA).
2.2. Soll

Soil was collected in Spring 2004 from the top 0€30 horizon at an agricultural
field site of the Institut National de Recherche Aggronomie (Vézin-Le-Coquet, Brittany,

France). The field site had been cropped with nil@geminous annual rotation since 1993
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and thus the soil had been regularly treated wrttzane until 2003, at the time its use became
forbidden in France. This soil was a silt loam (5414.%, silt 74%, clay 15%, pH 6.4) with an
organic matter content of 1.8%. The collected fresih was sieved at 4 mm, stored at 4°C
and used after less than one week. The soil meistomtent was 0.22 g of water per g of dry
soil (105°C).

2.3. Bacterial strains and culture media

Pseudomonasp. strain ADP an@. heintziiwere cultured on solid atrazine medium,
and a single colony was used to inoculate all dquuiltures using a 50 ml flask containing 10
ml of atrazine (30 mg’final concentration) medium (AM) (Rousseaux et2001). Cultures
were incubated aerobically under rotation (150men) at 28°C. The purity of the bacterial
cultures was checked by RFLP analyses of the 168\rggene and tested for the presence of
atzA sequences by PCR. Then, 1 ml of starter culture wsed to inoculate 400 ml of
tryptone-yeast (TY) medium (5 & Ipeptones, 3 gl yeast extract, 0.6 mM Caglin a 1 |
flask. Cultures were placed at 28°C under rota(tB0 rev mift). After 15 h of incubation,
the cell densities of the bacterial cultures wesseased spectrophotometrically at 600 nm.
Bacterial cells were then harvested by centrifugmtat 6000 rev mih for 10 min. The
bacterial pellets were washed twice with a mineedl ‘KNAPP’ buffer composed of 1 ¢'|
Ko,HPO,, 1 g It KHoPOy, 40 mg 1 MgSQ,, 7 H,0, 4 mg I FeCk (pH 6.6) and resuspended in
300 ml of this KNAPP buffer, corresponding to andalum cell density of 8.1 x $bcolony-
forming units (cfu) T. These prepared bacteria were used to inoculatsdihmicrocosms.

2.4. Earthworms

Adult specimens of the speciésimbricus terrestriswere collected by formalin
extraction (e.g. Binet and Le Bayon, 1999) from #@ne plot as the soil used in the
microcosm experiment (see above). They were washied in water, placed in soil and fed
with maize leaf litter for a one-week acclimatioefdre the experiments were begun. Each
microcosm then received thremrthworms corresponding to a total average biorpass
microcosm of 8.6 +/- 0.2 g. All the earthworms wetd#l alive and active at the end of the
experiment (11 days incubation), and the mean weags of 0.3 g per microcosm was not
significant (U testn = 12, W=170P = 0.26).
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2.5. Experimental design and soil microcosms prafian

A 3 x 2 factorial design was used for the experimsnil microcosms (i) without
bioaugmentation or bioaugmented with eitReseudomonasp. ADP orC. heintziiand (ii)
with or without earthworms. In total, 30 microcosmere prepared with 5 replicates of each
of the 6 treatments. Soil for bioaugmented micratowvas prepared by spraying the soil
uniformly with 30 ml ofPseudomonasp. strain ADP oC. heintziicultures resulting in the
inoculation of 1.6 x 10 cfu per gram of dry soil. Non-bioaugmented micsime were
prepared by adding an equivalent volume of 30 mIARR buffer without bacteria. The
experimental microcosms were then constructed asritbed by Binet and Trehen (1992).
Each microcosm (PVC cylinder; 15 cm high, 10 cmnugger) was filled with 1520 g of
corresponding soil which was compacted to a bulksilg of 1.46 g cii (1992). The surface
of each soil microcosm was then watered with 75omdistilled water to adjust the soll
moisture to 0.28 g of water per g of dry soil (10h°The microcosms were then randomly
placed in a climate chamber at 12°C under a 12hrnight/day photoperiod. After 2 days,
worms were placed on the soil surface of the mmsots receiving earthworms and one day
later all soil microcosms were treated with 25 rhian aqueous atrazine solution (287 |
which corresponds to the usual amount appliederfigidi.e. 1 kg h&'.

Ten days after atrazine spraying, the soil microswere destroyed and
representative soil microsites were collected fréime microcosms with and without
earthworms. Two soil microsites were sampled frova microcosms with earthworms: (i)
burrow-linings (BL): the 2 mm thickness of soil earlly collected with a fine spatula from
the sides of the entire burrow network, and (iiyface-casts (SC): the faecal material
deposited at the soil surface after 24 h. In aoldjttwo worm microsites (i) midgut contents
(MG) and (i) hindgut contents (HG) were also samdplafter dissecting earthworms
previously killed by very short immersion (1 sewc)koiling-water. The amount of each soil
microsite collected on fresh weight basis was 6.8.8 g of burrow-linings, 0.7 £ 0.5 g of
surface casts, 0.7 + 0.2 g of midgut content aidt@.3 g of hindgut content. Only bulk soll
(BS) was sampled from the microcosms without easthvg where there was no bioturbation.
The bulk soil of the treatment without bioaugmeiotatvas defined as control bulk soil. Prior
to analysis, the water content of each soil miteogias measured after drying 500 mg of a
soil aliquot over night at 105°C.
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Each soil microsite was divided into two sub-sarapidnich were used separately (i)
to extract DNA in order to quantify the 16S rRNAdaastzA genes and (ii) to investigate the
kinetics of'*C-atrazine mineralization. These soil sub-samplesstored in plastic vials at -
20°C until used.

2.6. Soil DNA extraction

DNA was extracted from 250 mg of soil and gut cahtas described in the MS
laboratory method of Martin-Laurent et al. (200DNA integrity was checked by
electrophoresis on 1% agarose gels and the nuwaeds were quantified, in comparison with
DNA standards, using a Biophotometer (Eppendorinblarg, Germany).

2.7. Quantification of 16S rRNA and atzA in midesi

2.7.1. PCR primers

Two sets of specific primer pairs were used to @ynpl fragment of the 16S rRNA
gene (341F: 5’CCTACGGGAGGCAGCAG and 515R: 5'TTACCGGCTGCTGGCAC)
and a fragment of thatzA gene (Al-F. 5’ ACGGGCGTCAATTCTATGAC and Al-R:
5’ CACCCACCTCACCATAGACC) (Devers et al., 2004).

2.7.2. Standard curves

Standard curves relating the number of 16S rRNAharatzA sequence copies
number and threshold cycle values)(@ere generated from serial dilutions of knowniesp
numbers of these 2 genes. Ct was related to thefltge copies number of the targeted gene
using the following formula:
Log Tp = -logE x Ct + logK (2)
whereE is the PCR efficiencyly is the initial amount of DNA anK is the calculated initial
amount of DNA when Ct equals 0.

To perform absolute quantification, cloned fragmnsemere used as qPCR standards.
The standards were prepared as follows: culturegadmbinank. coli clones containing a
SSU rRNA PCR fragment from a 341F/515R amplificatemd aratzADNA fragment from
an Al-R/Al-F amplification were used to preparesplal DNAs by lysing bacterial cells
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with a Qiaprep Miniprep kit (Qiagen). The plasmidncentrations were measured with a

biophotometer.

2.7.3. Quantitative PCR amplification reaction et

Quantitative PCRs were performed using an ABI Prig®@00HT (Applied
Biosystems) apparatus with QuantiTect SYBR GreeRR IKul (Qiagen). The reaction was
carried out in a final volume o5 pl: 12.5 ul of SYBR Green PCR master mix caoritey
‘HotStar’ Taq DNA polymerase, 0.3 uM forward primér3 uM reverse primer, 5 ul of DNA
template, 1 pul of T4 gp 32 (QBiogene) and 5 ul fapure water. The thermal cycling
conditions for the 16S rRNA sequence amplificatoamsisted of an initial step of 2 min at
50°C and 10 min at 95°C followed by 35 cycles &®%or 15 sec, 60°C for 30 sec, 72°C for
30 sec and 81°C for 15 sec. The last cycle comk@ftd5 sec at 95°C, 15 sec at 60°C and 15
sec at 95°C. The thermal cycling conditions dtrA quantification were identical except for
the initial step which consisted of 10 min at 9560owed by 40 cycles instead of 35.

The calibration curves were as follows:

C; = - 3.68 x (number of 16S rRNA sequences) + 4R%+0.992n = 21) (2)
and
C; = - 3.29 x (number adtzAsequences) + 38.4 (R2 = 0.996; 21) (3)

The size of each qPCR product (174 bp and 203 binéo16S rRNA andtzAgenes
respectively) was checked by electrophoresis onag#ose gel. The absence of inhibitory
effects of soil compounds on amplification afzA genes was also checked in additional
qPCR controls by adding 0.2 x *1@0 0.2 x 16 atzA sequence copies to the different
environmental samples (data not shown). A coeffici€ indicating the proportion chtzA
sequence copies number in relation to the 16S rRN4uence copies numbetdA16S
rRNA) was calculated (Table 1).

2.8. Specificity of the atzA primers

The atzAamplifications were performed in the same conddias described above
but without SYBRgreen. PCR products were purifitdraelectrophoresis on 2% agarose gels
using a minElute Gel Extraction Kit (Qiagen) andn&d into pGEM-T-Vector (Promega). Up
to three clones were sequenced for each micrasteg the BigDye Terminator Sequencing
Kit (Applied Biosystems) according to the manufaetis recommendations and analyzed
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using the automatic sequencer ABI32B@Applied Biosystems). Sequences were edited using
Sequencher 4.6 (Gene Codes Corporation) and sttt the GenBank database under
accession numbers EF110540 to EF110554. The sespigrare compared to the nucleotide
database by using BLASTn and a multiple alignmeas werformed to highlight differences
between sequences. A phylogenetic reconstructiorg ube NJ-K2P strategy was done to
cluster the detected sequences and check theilasijmto thePseudomonasp. ADP orC.
heintziiatzAgene (ClustalX 1.81).

2.9. Atrazine-degrading bacterial activity

The potential mineralization of atrazine was meaduny radiorespirometric analyses
(**C0,) using*“C-labelled atrazine. Mineralization kinetics wersfprmed on bulk soils and
on the two soil microsites generated by earthwofimsrrow-linings and casts) in the
bioaugmented or non-bioaugmented microcosms. licgerit soil material from the mid- and
hindguts was available for radiorespirometric asesy Miniaturized experimental systems
were used as described by Soulas (1993). Soil ssn{pl5 g of dry soil or 0.25 g of casts)
were moistened to 23% humidity, treated with 1280B{'C uniformly labeled atrazine (910
MBg mmol™), on the basis of 1.5 mg per kg of dry soil anchivated in darkness for 28 days.
The'*CO, output was precipitated on Whatman paper soakétiBaO, and after 2h at 80°C
the membranes were scanned using phosphor imagem?s Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Ca, USA). The data were then analyzéutive ImageQuant program (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, Ca, USA). Atrazine degradatoapacity was expressed as the
percentage of'C detected in the GOn relation to the initial quantity dfC introduced from
labelled atrazine. Also, the initial atrazine maleration rates were calculated at 3 days. The
initial radioactivity was determined after quarttiftion of 25 pL of*C atrazine stock solution

by liquid scintillation counting (Packard TricarBdo0).

2.10. Statistical analysis

Our gPCR dataset was analyzed using the Genetdlisear Model (GLM) after
log transformation of the data. An analysis of deg¢e from the GLM was performed to
assess the impacts of (i) earthworm bioturbationl68 rRNA andatzA sequence copies
numbers and (ii) bacterial bioaugmentation on I8NA andatzA sequence copies numbers
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in the different microsites. All these analyses evearried out usingR (downloadable from
http://www.r-project.org/).

Additional non parametric tests, Mann-Whitney tetstest, P < 0.05) were
performed by MINITAB software (version 13.31) tasstdor significant differences in (i) the
number ofatzA or 16S rRNA genes between microsites within edobaugmentation
treatment and (iiK coefficient changes.

Linear regression analysis was also used to testdlationship between trezA
sequence copies number and the mineralizatidfOofabelled atrazine at the beginning of the
kinetic studies (day 3), expressed as percentagieoftotal radioactivity of the initially

applied atrazine.
3. Results
3.1. Bacteria in soil microsites

The number of copies of the 16S rRNA sequence ik bail, regardless of the
bioaugmentation treatment, was approximately 2%cbpies per gram of dry soil (Fig. 1). As
the number of 16S rRNA genes displayed by sequegeedmes of bacteria ranged from one
to fifteen per cell (Fogel et al., 1999; Klappenbat al., 2001), we estimated that the number
of 16S rRNA copies in the soil would correspond.1® x 1§ to 2 x 1§ bacteria per gram of
dry soil.
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Fig. 1 : 16S rRNA sequence copies number per gradnyosoil determined in bulk soil ‘bs’ and in eartorm
microsites (burrow-linings ‘BL’, mid- ‘MG’ and hindjut ‘HG’ and surface casts ‘SC’) without bioaugrtagion
with an atrazine-degrading strain (white bars)abgmented with 1.6 x 1@&fu.g* of eitherPseudomonasp.
strain ADP (light grey) oC. heintzii(dark grey). Black bars indicate standard deviifh = 5). Analysis of
deviance from the Generalised Linear Model showesiyaificant impact of microsites, bioaugmentatemd
their interaction on the 16S rRNA sequence copigshber.

We highlighted a negative effect of earthwormstlo@ soil indigenous bacteria in
the bulk solil, the burrow-linings and in casts (MaWhitney U test<0.001) but not in the
hindgut (U testn =4, W = 6,P = 0.413) compared to the control bulk soil (Fip.Whatever
the bioaugmentation treatment, the number of 168ArRequence copies was always the
lowest in casts, after earthworm soil digestioroaBigmentation with eithé*seudomonasp.
strain ADP orC. heintziihad no significant effect on the initial numberbaicteria (U testn =
4, W = 4,P =0.343 anch = 5, W = 7,P = 0.556) as the inoculated concentration was 100

times lower than the total number in the origiral &ig. 1).

3.2. Specificity of atzA primers and diversity tffagenes.

The specificity of the primers used fatzA gene quantification was checked by
sequencing of amplicons. The best hit of blastches showed that all the sequences were
atzAsequences. They exhibited 99.1% to 100% of honyotmgnpared to known sequences
which was in agreement with a previous study bySoeza and colleagues (de Souza et al.,

1998b). The sequence alignment demonstrated thatd@mplified both incorporated genes
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from inocula and a non-negligible proportion of emic atzAgenes (5 out of 15 sequences)

which differed from those added to soil by at asteme nucleotide (data not shown).
3.3. Impact of earthworms on atrazine-degraders

In non-bioaugmented soil the amountsatdA genes were significantly enhanced in
burrow-linings (13 times higher than in the contimilk soil on dry weight basis) but
unchanged in casts. The numbeatfAgenes was the lowest in gut (only 446 and 27 7esopi
of atzA gene per g of dry soil on average in the midgut himdgut respectively) (Fig. 2).
Bioaugmentation withPseudomonasp. strain ADP, contrary to bioaugmentation wih
heintzii, enhanced thatzA sequence copies number in the bulk soil althougth lvere
inoculated at the same concentration. The bulk isothe microcosm bioaugmented with
Pseudomonasp. strain ADP exhibited 3.8 x 4@opies ofatzA gene per g of dry soil
compared with only 3.7 x f@opies per g of dry soil in the bulk soil from thecrocosm
bioaugmented witlC. heintzii,which closely corresponds to the numbeatdAgenes in the
control bulk soil (Fig. 2). TheatzA sequence copies number in soil bioaugmented with
Pseudomonasp. strain ADP decreased in all microsites comp#wetie bulk soil (Fig. 2, U
test:n =4, W = 20, 16, 16 and 12 in burrow-linings, mitighindgut and casts respectively,
P<0.001). Interestingly, a positive “burrow-liningffect on theatzAsequence copies number
was observed in soil microcosms that had not receany inoculumife. native indigenous
atzA or had receive@. heintzii(Fig. 2, U testn = 4, W = 10,P<0.05).
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Fig. 2: atzAsequence copies number per g of dry soil detemimsoil sample in bulk soil bs and in earthworm
microsites (burrow-linings ‘BL’, mid- ‘MG’ and hingjut ‘HG’ and surface casts ‘SC’) without bioaugrtagion
with an atrazine-degrading strain (white bars)abgmented with 1.6 x 1@&fu.g* of eitherPseudomonasp
strain ADP (light grey) oC. heintzii(dark grey). Black bars indicate standard deviifh = 5). Analysis of
deviance from the Generalised Linear Model showesiyaificant impact of microsites, bioaugmentatemd
their interaction oatzAsequence copies number.

3.4. Proportion of atrazine-degrading bacteria hretindigenous bacteria

After bioaugmentation witiPseudomonasp. strainADP, the proportion ofatzA
genes in relation to 16S rRNA genes in bulk sois&98 x 16 versus 5 x 18 without
bioaugmentation, thus 324 times higher (Table ahSa highatzAincrease was not observed
after bioaugmentation witB. heintziiasK was only 19 x 18. The same proportion aftzA
genes in relation to 16S rRNA genes was observdmliirow-lining, whatever the treatment
(K range from 159 x 10to 185 x 1, Table 1). The lowedf value was most often observed
in gut parts, theatzA sequence copies number decreasing significantlyhi& microsite
between the three treatments (Table 1, Fig. 2)s phitern was modified after soil excretion

as positiveatzAgene selection was observed in casts but with vagiability.
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Table 1 : CoefficientK) indicating the ratio odtzAsequence copies number in relation to 16S rRNAiesace
copies numberazA16S) in each microsite with or without bioaugmeiota ‘BS’ bulk soil, ‘BL’ burrow-
linings, ‘MG’ midgut, ‘HG’ hindgut and surface cassC'.

without bioaugmentation Pseudomonas sp. strain ADP Chelatobacter heintzi
Microsites  Average (10) SD (10°% Average (10) SD (10°% Average (10) SD (10°)
BS 5.24 4.75 1698.14 655.26 18.58 8.02
BL 184.89 65.18 159.75 85.75 164.24 39.65
MG 22.22 25.69 0.02 0.00 0.15 0.12
HG 0.19 0.13 18.87 4.92 0.08 0.01
SC 52.40 33.40 353.14 283.77 250.26 277.03

3.5. Atrazine mineralization

The amounts of mineralized atrazine in soil midessihat had not received bacterial
strains were very low: less than 8% of the inifi@ldded atrazine was mineralized after 28
days with initial mineralization rates ranging frdh® to 2.7 ng of atrazine per day (Fig. 3).
Bioaugmentation witiPseudomonasp. strain ADP an€. heintziigreatly increased atrazine
mineralization, except in the casts in which thie & mineralization was very low (< 1.6 ng
of atrazine per day) and the amount of mineraladzine did not exceed 4% after 28 days
(Fig. 3). Atrazine mineralization was initiated raalowly in the presence @f. heintziithan
in the presence d¢tseudomonasp. strain ADP. For instance, the daily mineral@atrates in
bulk soil and burrow-linings were 13.9 vs 61.7 &4d7 vs 36.3 ng of atrazine in presence of
C. heintziiandPseudomonasp. strain ADP, respectively. Despite the appgpeot survival
of C. heintzij the atrazine mineralization after 28 days waslamo or even higher than that
of Pseudomonasp. strainADP in bulk soil and in earthworm microsites (6%%65.9% in
bulk soil, 66.3%vs55.9% in burrow-linings and 2.8¥6 3.9% in castsfFig. 3).
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Fig. 3: Mineralization of“C-atrazine in the various microsites: bulk soitdght line), burrow-linings (dot line)
or casts (dash line) without bioaugmentation amabgmented with 1.6 x 1@fu.g* of eitherPseudomonasp.

ADP orC. heintzii

The amount of mineralized atrazine was dependerth@rabundance aftzA genes
in bulk soil (R2 = 0.87n = 15,P<0.001)i.e. the basically lonatzA sequence copies number
and atrazine mineralization rate in soil withoubdaigmentation were both proportionally
enhanced after bioaugmentation. This was not obdenv soil burrowed by worms where
similar atzA sequence copies numbers per g of dry soil in theolw-linings resulted in

different atrazine mineralization rates’(®0.16,n = 15,P>0.05).
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4. Discussion

By using culture-independent tools such as gPCR, glesent study provides
evidence of the impact of soil bioturbation by bewdrms on the fate of atrazine-degraders
and their degrading activity. Soil bioturbation whss found to sustain spatial heterogeneity
in atrazine degradation. This study also brought imesights into the way earthworms drive
indigenous soil bacteria.

4.1. Earthworm soil digestion

Earthworms interact with soil bacteria through tHeeding activities which generate
two kinds of biological interactions: predation, @arthworms may use soil bacteria as a
nutrient source (Bohlen and Edwards, 1995) and atistu, as the soil bacteria benefit from
the organic material ingested by earthworms anih fitee intestinal mucus secreted in the gut
(Lavelle and Gilot, 1994; Garvin et al., 2000).

In the absence of bioaugmentation, a decrease eoiniffigenous bacteria during
passage through the earthworm gut was observérimidgut followed by an increase in the
hindgut (Fig. 2). This could be explained by thecrdased enzyme content (amylase,
protease) (Tillinghast et al., 2001) and the absearianicrobicidal activity of the gut fluid in
hindgut compared to midgut (Khomyakov et al., 2007)

In casts theatzA sequence copies number after bioaugmentation @uitheintziior
Pseudomonasp. ADP were 6.6 x ftand 3.5 x 1Hper gram of dry soil respectively but no
enhanced mineralization was observed (Figs. 2 and8s could be explained either by a
negative impact of earthworm soil digestion on ietabolic activity of the two strains or by
limited atrazine bioavailability in casts. Enhan@trhzine sorption to the soil that earthworms
engineer has been shown to reduce the bioavailabiliatrazine to soil microorganisms and
in turn to decrease atrazine mineralization (Favesthet al., 2000; Binet et al., 2006). Soil
ingestion byL. terrestriswas also observed to reduce the size of thePsBudomonasp.
ADP population (Kersante et al., 2006). Thus baaltetigestion by earthworms may have
reduced bacterial abundance and consequently ragramineralization in the casts as no
increased mineralization was observed even witaugmentation (Fig. 3). Wolter and Scheu
(1999) reported that the actual microorganisms weteassimilated by earthworms whereas
other authors observed that soil ingestion lhymbricus speciesreduced the microbial

116



Chapitre 111

biomass (Devliegher and Verstraete, 1995) and bnedance of bacterial inoculum (Heijnen
and Marinissen, 1995). Our results, derived frontuce-independent tools, reinforce the
latter hypotheses that terrestrisused the soil microorganisms as nutrient sourcenwhe
soil organic matter content was low as (i) the nambf indigenous bacteria decreased in
casts and (i) no enhanced atrazine mineralizadifter bioaugmentation was observed after
soil digestion (Figs. 1 and 3). Moreover, the highiability in the changes a@ftzAgenes in
relation to 16S rRNA genes (Table 1) observed stsclkely indicatedorofound structural
modifications within the microbial communities ielation to the microhabitat, as already
suggested by Tiunov and Scheu (2000) and Scultiah €003).

4.2. Fate of the two atrazine-degraders testeioaugmentation.

Survival of Pseudomonasp. strain ADP in bulk soil, in the short term,snlaetter
than that ofC. heintzii(Fig. 2). We suggest th&. heintziimay be less competitive towards
indigenous bacteria but the surviving fraction wastabolically active and able to mineralize
atrazine. Rousseaux and colleagues (2003) tedffededit inoculation rates &. heintziiCitl
in two soils exhibiting poor ability to mineraliza&razine and showed that an increase in
atrazine mineralization was obtained with an inaoubensity as low as 1@fu.g*. Based on
these results, we suggest thatdabwAgene copies number found in our experiments shosild

high enough to explain the enhanced mineralizatidsulk soil and burrow-linings.

4.3. Burrow-linings, a special microsite for indigeus atrazine-degraders

According to atzA gene sequencing, atrazine degradation in the raatosites
resulted from both indigenous and inoculated atextziegraders. ThatzA gene retrieved
from burrow-linings was derived from the indigenossil bacteria rather than from the
inoculated strains as shown by the comparisorateA sequence copies numbers in soll
microsites with or without bioaugmentation (Fig. Zhus burrow-linings formed a special
microsite for indigenous atrazine-degrading strawisereas, strikingly, the number of
indigenous 16S rRNA sequences decreased in thisositie (Figs. 1 and 2). The enhanced
abundance oatzArelative to the 16S rRNA sequence copies numb&umow-linings was
consistent with previous observations (Kersante akt unpublished) showing higher
concentration of hydroxyatrazine in burrow-liningesmpared with bulk soil. Furthermore,
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burrow-linings ofL. terrestriswere found to concentrate more atrazine than die dwil, due

to their higher organic matter content (Farenhetsdl., 2000; Binet et al., 2006). Park et al
(2003) also observed a chemotaxis phenomenoRsgudomonasp. strainADP towards
atrazine and demonstrated a possible access tedsatbazine in organic muck soil. They
showed that significantly higher amountsRgeudomonasp. strain ADP were localized in
the vicinity of sorbed atrazine. The aerobic cands that prevail in burrow-linings would be
expected to favor biotic atrazine mineralizationrog®@ani and Green, 1971; Shapir et al.,
1998).

In the present study thatzA gene selection did not result in enhanced atrazine
mineralization in burrow-linings of the soil withbbioaugmentation. This suggests that the
atrazine-degrading activity and/or gene expressafnmdigenous bacteria harbouriragzA
were not the same as those of the inoculated stmaithis specific microsite. It might be that
indigenous bacteria did not harbour the entirezateamineralization pathway. Thus tatzA
sequence copies number did not necessarily refiectevel of mineralizatione(g. the atzA
sequence copies number in burrow-linings in Figwas not related to the level of
mineralization in Fig. 3). Another explanation &t indigenous atrazine-degrading bacteria,
unlike the inoculated strains, might not be activenight only express thetzAgene at a low
level thus displaying a low level of atrazine maleration. Note that nativatzA gene
selection in burrow-linings in soil bioaugmentedtiwC. heintzii resulted in accelerated
atrazine mineralization compared to bulk soil. Alilgh further analyses are required, we can
speculate that even @. heintziiremained at a low level, ttezB atzCandtrzD harbored by
this strain was sufficient to complement the atrazilegrading pathway of the indigenous

strains.

4 .4. Conclusions

It is clear from the results presented here thathe@rm bioturbation produced
profound changes in atrazine-degrading bacteria arakine mineralizationA correlation
between the amounts afzAgenes and mineralization rates was observed kdmil but not
in soil bioturbated by earthworms. This earthworrfiec probably resulted from a
combination of (i) the decrease azAgenes harboured by atrazine-degrading strainsasich
Pseudomonasp. ADP as previously reported by Kersante et(2006), (ii) the possible
selection of indigenous bacteria harbouratpA genes in the burrow-linings, as shown in the
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soil treatment without bioaugmentation (Fig. 2) dnig the fact that theatzA gene copies
number does not provide a direct estimation ofdfiectiveness of atrazine mineralization.
Future work will therefore be focused on transesriphd a RT-gPCR strategy will be used to
overcome this problem.

As far as we know, this is the first report to ddse the role of earthworms in
sustaining native catabolic key-genes in soil (saligenousatzA). If one considers the large
extent of earthworm burrow networks in soil (Kretasar, 1982; Edwards et al., 1990;
Pitkanen and Nuutinen, 1997) tlaézA gene selection in earthworm burrow-linings might
have consequences on atrazine degradation ateldesftale. These results call for a more
strategic use of soil bioturbation by earthworns,sail genoaugmentatione. selection of
catabolic genes, could be of great importance stasning the degradation function as well as

in perspectives of bioremediation of atrazine-peliLsoils.
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Abstract

Soil is a heterogeneous system with zones of emghbmlogical activities called
‘hot-spot’ that can result from soil bioturbatiog toots growth or by inhabiting macrofauna.
Soil sustains various services among which pollutdegradation mediated by adapted
bacteria. Atrazine constitutes a good model ofipielet contaminating agricultural soil and its
biodegradation pathways have been elucidated. dtz& gene encodes the enzyme
responsible for atrazine dechlorination anddt&D gene the enzyme catalyzing the cleavage
of the s-triazine ring. The expression of these tyemes was investigated duriimy situ
degradation of atrazine in soil drilosphere (burlovngs and surface casts) and in bulk soil
of two soils that differed in their ability to miradize atrazine (Epoisses and Vezin soils able
to rapidly and slowly degrade atrazine respectivéljineralization rates were estimated by
quantification of**CO, emission from degradation dfC-atrazine. Interestingly, although
atzA gene was present in both soils, its expression veagletected. As expected, atrazine
mineralization was enhanced in soil microsites fritwe Epoisses soil where higher levels of
atzD expression were observed compared to the soilosites from the Vezin soil.
Earthworm impacts on atrazine mineralization dependn the soil as enhanced
mineralization was observed in casts from the Egsissoil but in burrow-linings from the
Vezin soil. However, in both cases, consistent éidavels ofatzD mRNA were quantified in
these microsites. The present study underlinedhtpertance of soil heterogeneity in atrazine

degradation.
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Introduction

Soil is a complex and dynamic system that sustansral functions corresponding to
ecological services provided to humankind. Amongséhmain ecological services, natural
attenuation of pollutants relying on both the détoation and the degradation is of prime
interest for the environment (Daily et al., 199Wif6 et al., 2004). This soil ability is mainly
supported through microbial adaptation to pollidabiodegradation (e.g. Cerniglia, 1992,
Radosevichet al, 1995). This microbiological adaptation is thus of main onjance as
pollutant detoxification and degradation resulbatsecosystem resistance and/or resilience.

Atrazine constitutes a good model of pesticide @mmbating agricultural soil as it has
been used worldwide over the last 50 years. Itddgoadation in soil has been extensively
studied and this process has been linked to i) bagtterial diversity through isolation and
characterization of numerous atrazine-degradingebat strains (e.g. Behket al, 1993;
Yanze-Kontchou & Gschwind, 1994; Mandelbaweh al, 1995; Toppet al, 2000) and
degrading bacterial consortia (Alvey & Crowley, 89%mithet al, 2005; Martin-Laurenéet
al., 2006) and ii) detection @itz andtrz genes coding atrazine-degrading enzymes (de Souza
et al, 1998; Martinezt al, 2001; Mulbryet al, 2002). Among these genes,dtgAandtrzN
encode the enzyme responsible for atrazine dedalionh, the first step of atrazine
degradation, leading to the formation of hydroxgaitne (de Souzet al, 1996; Mulbryet al,
2002), while (ii) atzD and trzD genes encode enzymes catalyzing the cleavageeo$-th
triazine ring which is then quickly metabolized {&a& Karns, 1991; Martineet al, 2001).

However, although atrazine degraders are well destrand atrazine-biodegradation
potentially well documented, the situ expression of genes involved in atrazine degradati
has to be demonstrated in soil. Indeed soil is terbgeneous system (Ettema & Wardle,
2002) in which bacterial activities, including ge&te degradation, greatly vary in time and
space at the field scale, (Walker al, 2002; Stenrocet al, 2006; El Sebaet al, 2007).
Spatial heterogeneity in bacterial activities hagero been shown to be related to
discontinuities in nutrients resources in soilsthwhot spots’ such as the rhizosphere or the
drilosphere (e.g. soil bioturbated by earthworneapbring higher activities than elsewhere in
soil (Nannipieriet al, 2003; Meysmaret al, 2006). It has previously been shown that linked
to the increase in the bacterial activity, the\agtiof atrazine degrading communities can be
enhanced in the rhizosphere ‘hot spot’ (Piettal, 2002).
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As first attempt, DNA-based assays have been usdohk atrazine mineralization
with degrading gene amounts in soil drilospherergiiste et al., 2006; Monard et al., 2008).
However a better approach would be to focus onispgene expression rather than to the
genetic potential as mMRNA is an indicator iof situ activity (Prosser, 2002). Thus, the
expression of thatz atrazine degrading genes has been quantified bgfROR and related to
degradation kinetics in pure culture of two differelegrading strains (Devers et al., 2004).
Up to date, atrazine degrading gene expressioméasr been quantified in soil. With the
development of effective RNA extraction protocalsm soil samples that allows the recovery
of high quantities of quality mRNAn situ transcriptional analysis can be now performed.
Recently, Leininger et al. (2006) successfully difea amoAcDNA by real time PCR from
ammonia-oxidizing bacteria and Archaea in agrigaltgoil. More recently Nicolaisen et al.
(2008) have linked MCPA mineralization to ttidA gene expression in soil bioaugmented a
MCPA degrading strain. In line with these recerduits, the present study relates atrazine
mineralization with the expression of atrazine-@elgng genesitzA andatzD in drilosphére
as specific hot spot in soil.

Thus, we first hypothesized that atrazine degradiege expression depends on
whether soil degrades easily atrazine or net,soil bacteria are adapted or not to atrazine
mineralization. Regarding the spatial heterogeneitgenes expression in soil, we secondly
tested the hypothesis that atrazine gene expredgifens among various soil microsites that
are closed but spatially independent. Soil micessigenerated by earthworm bioturbation

were then chosen to perform the transcriptionalyaisaof atrazine degrading genes.

Materials and methods

Soils

Soils were collected from the upper layer (0-30 oijwo different agricultural sites of the
Institut National de Recherche en Agronomie in Eean) Epoisses (Cote d’'Or), a soil with
continuous maize crop, treated with atrazine fr@8Qlto 2000 and able to rapidly mineralize
atrazine (Rousseaux et al., 2001) and ii) Vezite (Bt Vilaine), a soil with rotation
maize/bean, treated with atrazine from 1997 to 2B08that displays a low capacity to
mineralize atrazine (Kersangt al, 2006; Monarcet al, 2008). Epoisses soil was a clay loam
(sand 6.5%, silt 50.3%, clay 43.2%, OM 3.3%) and &d@H of 6.7 while Vezin soil was a silt
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loam (sand 11%, silt 74%, clay 15%, OM 1.8%) witkirailar pH of 6.4. The collected fresh

soils were sieved at 4 mm and stored at 4°C usél u

Determination of the atrazine degradation genetolp

Before experiments thatzA atzD, trzN andtrzD genes were screened in the soils from
Epoisses and Vezin by PCR after DNA extraction. DiNA was extracted from 250 mg of
each fresh soil using the DNeasy Plant Mini Kitnfra@Qiagen (Qiagen) according to the
manufacturer recommandation. PCR were performeddb pl reaction mixture consisted of
4 ul of 10-fold diluted RNA, 2.5 u of Amgaliag DNA polymerase with 1X PCR Buffer
(Applied Biosystems, Foster city, CA), 5 nmol of @R 5 pmol of forward and reverse
primers (Table 1). The PCR reactions were perforoneder the following conditions: 94°C
for 4 min, 35 cycles of 94°C for 1 min, 1 min at°@0for the atzA atzD and trzN
amplifications and at 55°C for thiezD amplification, 72°C for 2 min, plus an additioridd
min cycle at 72°C. The presence of PCR productsolasrved by electrophoresis on a 1.5 %
agarose gel. Since N andtrzD were detected in the two soils, further analysg&b-

gPCR only targeted tregzAandatzD genes.

TABLE 1: Sequence of the primer pairs used in shisly

Target gene  Primer Nucleotidic sequence (5'— 3" Reference

16S rRNA 341f CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al . 1993
515r TTACCGCGGCTGCTGGCAC Xia et al. 2000

atzA Af ACGGGCGTCAATTCTATGAC Dever et al. 2004
Ar CACCCACCTCACCATAGACC

atzD Df TCCCACCTGACATCACAAAC Dever et al. 2004
Dr GGGTCTCGAGGTTTGATTG

trzN trzNf CACCAGCACCTGTACGAAGG Martin-Laurent et al . 2006
trzNr GATTCGAACCATTCCAAACG

trzD trzDf CCTCGCGTTCAAGGTCTACT Martin-Laurent et al . 2006
trzDr TCGAAGCGATAACTGCATTG

Soil microcosms

Soil microcosms were prepared as described by BindtTrehen (1992). Each microcosm
(PVC cylinder; 15 cm high, 10 cm) was filled withrdim-sieved-fresh soil (water content of
30% w/w) that was compacted to a bulk-density of 1.4 artidlcm® for the Vezin and
Epoisses soils respectively. Five true microcospticgates were performed for each soil. The
microcosms were placed in a climate chamber at 12fder a 12h:12h night/day photoperiod
and treated with atrazine to simulate a field aggion rate of 1 kg hh After one day, three
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adult specimens of the earthworm spetiesibricus terrestrisvere added on the soil surface
with a total average biomass of 10.4 +/- 0.2 g mparocosm. Every two days, earthworm
surface casts were harvested and stored a -20iCusatand twelve days after earthworms’
addition, soil microcosms were destroyed. The Isoik not burrowed by earthworms and the
burrow-linings corresponding to the 2 mm thickne$ssoil carefully collected with a fine
spatula from the sides of the entire burrow netwwete sampled and stored a -20°C until
use. The whole casts (two days old casts) sampted the same microcosm were pooled
together. Each soil microsite (bulk soil, burrowitigs and casts) was divided in two
subsamples: one fraction of 0.5 g to measure agaziineralization and the other fraction
containing the remainder of soil microsfteom 1.5 to 7.3 g of burrow-linings, from 0.3 t64

g of casts and 10 g of bulk soil) to perform theARé&ktractions.

Atrazine mineralization

The potential mineralization of atrazine was meaguny radiorespirometric analysé$30,)
using*“C-ring labeled atrazine. Mineralization kineticsresperformed on bulk soils, burrow-
linings and casts from the Vezin and Epoisses snitsocosms. Miniaturized experimental
systems were used as described by Soulas (1998)seBaples (0.5 g) were moistened to
23% humidity, treated with 128 Bq biC-labeled atrazine (910 MBqg mn)] on the basis of
1.5 mg per kg of dry soil and incubated in darkniss27 days. The“CO, output was
precipitated on Whatman paper soaked #B8&0, and after 2h at 80°C the membranes were
scanned using phosphor imager (stbriolecular Dynamics). The data were then analyzed
with the ImageQuant program (Molecular Dynamicsjragine degradation capacity was
expressed as the percentagé’6fdetected in the GOn relation to the initial quantity fC
introduced from labeled atrazine. The initial raditivity was determined after quantification
of 25 pL of **C atrazine stock solution by liquid scintillatiomunting (Packard Tricarb
1900).

RNA extraction

While one of the two soil subsamples was treateth WiC-labeled atrazine for the

mineralization experiment, the other was at theeséime treated with similar amounts of

unlabeled atrazine (1.5 mg of per kg of dry sal)performed total RNAs extractions after

different incubation time: i) Prior this unlabelatrazine treatment, RNA was extracted from

the bulk soil of Epoisses and Vezin soil microcosmsletermine the initial expression level
130



Chapitre 111

(To) and ii) Seven and thirteen days following thicmsel atrazine treatment, RNA was
extracted from bulk soil, burrow-linings and casfsthe five microcosm replicates from
Epoisses and Vezin soils according to Monard e{salbmitted). For each soil sample and
sampling date, total RNAs were extracted from twdependent extractions of 250 mg of
fresh soil and pooled at the end of the procedonieadrease the RNA recovered. The RNA
pellets were resuspended in 50 pl of ultrapure Bnasd Rnase-free water. All RNA samples
were treated with RNase-free DNase | in presenceRNfsi? Plus RNase inhibitor

(Promega). RNA quantity was calculated from absomptat 260 nm using a

spectrophotometer (NanoDrdpchnologies).

Reverse transcription

Reverse transcriptions were performed as deschiyeDevers et al. (2004) with 125 ng of
RNA. The 515r (Xia et al., 2000), Ar, Dr (Devessal, 2004) primers were used as reverse
primers for the reverse transcription of the 16BIAR atzA and atzD mRNA respectively
(table 1). Ten units of AMV-RT and 200 units of MMIRT (Promega) were used as reverse

transcriptases.

Quantitative PCR

The quantitative PCR were carried out in an ABIsPri7900HT (Applied Biosystems)
apparatus with QuantiTect SYBR Green PCR Kit (QBpgdhe 20 pl reaction mixtures
contained 12.5 pl of SYBR Green PCR master mix aiomtg ‘HotStar’ Taq DNA
polymerase, 0.3 uM primers (table 1) for the anygaiion of the 16S rRNAatzAandatzD
cDNA respectively, 2 ul of RT products, 1 ul of §g 32 (QBiogene) and 5 pl of ultrapure
water. The thermal cycling conditions for the 16NA sequence amplification consisted of
an initial step of 2 min at 50°C and 10 min at 9%6@owed by 35 cycles at 95°C for 15 sec,
60°C for 30 sec, 72°C for 30 sec and 81°C for 1& $ée last cycle consisted of 15 sec at
95°C, 15 sec at 60°C and 15 sec at 95°C. The theychng conditions foratzAand atzD
guantifications were identical except for the miitstep which consisted of 10 min at 95°C

followed by 40 cycles instead of 35.

Statistical analysis

The general linear model (GLM) was used to teststgaificance among differences in gene

expression levels, initial mineralization rate Gtdays) and total amounts of mineralized
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atrazine at 27 days between the two soils andhites tmicrositesData from each treatment
were also compared by a single factor analysisanfance (ANOVA1) followed by &ost

hoctest carried out with a Fisher’s test to identifiyich treatment were significantly different
from which. The minitab 15.1.1.0 software (Minithix.) was used to performed statistical

analyses.

Results

Atrazine degradation genetic pool

Among the four genes involved in atrazine degrataéxpected to be recovered in the two
soils, onlyatzAandatzD were detected in Epoisses and Vezin soils. HoweateA wasnot
expressed in any of the two soils whatever the asite. To check if this lack of expression
was due to a methodological bias, complementargrxgnts were performed on both soils.
They were inoculated with the atrazine degradingisPseudomonasp. ADP (1.6 x 10cfu
per g of dry soil) that is known to harbor th&zA gene (de Souzat al, 1996). In that
particular caseatzA expression was detected katt a basal level (data not shown). This
indicated thatatzA gene can potentially be expressed in the two gs@its and that our

methodological procedure allowed detection of Xjgression.

Atrazine mineralization activity

Significant differences in atrazine mineralizatiastivity (initial mineralization rate and
maximum amounts of mineralized atrazine, TableP20.001) were observed between
Epoisses and Vezin soils while significant diffexves between soil microsites were only

observed for the initial mineralization rate (TaB|¢><0.05).

TABLE 2: General linear modeling of i) the relativeumber of atzD mRNA, ii) the initial atrazine
mineralization rate at 3 days and iii) the totahaine mineralization at 27 days following soileaiine treatment
according to the soil types and microsites.

number of atzD mRNA per 10° 16S rRNA initial mineralization rate total mineralization at 27 days
Factors ddl Sum of squares F P ddl Sum of squares F P ddl Sum of squares F P
Soil 1 0.110° 245 0.125 1 2923.37 867.3 0.000 1 19582.2 181.68 0.000
Microsite 2 1.510° 8.02 0.001 2 27.02 4.03 0.034 2 31 0.16 0.854
Error 41 3.910° 20 67.08 20 1952.7
Total 44 5.510° 23 3017.47 23 20565.8
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Atrazine mineralization in microsites from the Egg®s soil was significantly faster than the
ones from the Vezin soil (Fig. 1). Thus, after 2aysl of incubation, from 72 to 94% of
initially applied atrazine were mineralized in tBpoisses soil microsites whereas only 18 to
36% were mineralized in the Vezin soil micrositegy( 1). Initial daily mineralization rates
also greatly differed between the two soils andgbi microsites. Thus 180 vs 7, 149 vs 6
and 205 vs 2 ng atrazine were mineralized per day.5 g of bulk soil, burrow-linings and
casts of the Epoisses and the Vezin soil respégtiVéhile in the Epoisses soil, the highest
and the smallest amounts of mineralized atrazine wbserved in casts and in burrow-linings
respectively, the opposite was detected in miaesitom the Vezin soil, indicating deep

changedy soil bioturbation in gene expressions.
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Fig. 1: Kinetics of atrazine mineralization for #8ays following atrazine treatment (expressed ad %itally
applied atrazine) from bulk soil (straight lineyrbow-linings (dot line) and casts (dash line) freamoisses (A)
and Vezin (B) soil microcosms.
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Quantification of 16S rRNA and atzD gene copy nurekpressions

Among the different soil microsites from the Epessand Vezin soils, the quantified 16S
rRNA varied from 1.7 18to 9 13 copy number per g of dry soil but the differeneese
not significant because of the heterogeneity ofrtipdicated measure6£2.07,P=0.172, data
not shown). The expression of thezD gene did not either varied significantly (from 1.&

to 9.1 10 copy number per g of dry soil) except lower leval®xpression in bulk soil from
the Vezin soil (5.1 19 1.53 16 and 4.11 10at T, at 7 and 13 days respectively, data not
shown). According to these results, the 16S rRNA wsed to normalized quantification and
the relative amount cditzD mMRNA was calculated by the rati@atzD mRNA]/[16S rRNA].
This relative amount was expressed as number of abgtzD mRNA per 16 16S rRNA.

Expression of atzD in bulk soils with time

Whatever the inoculation time, tlazD expression in the bulk soil from Vezin was always
lower than the one observed in the bulk soil froppiEses (Fig. 2). Regarding changes in the
expression ofitzD with time in bulk soils, expression increased 46 And 49 mRNA per £0
16S rRNA at 7 days and then decreased to 46 anR8Aper 16 16S rRNA at 13 days in
the Epoisses and Vezin soils, respectively (Fig.H)wever all these differences were not

significant since the standard deviations were high
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Relative number of mRNA

Fig. 2: Relative number aftzD mRNA per 16 16S rRNA measured in bulk soil from Epoisses (a/hiars) and
in Vezin (grey bars) soil microcosms before atraamendment @) and after 7 and 13 days of incubation.

Expression of atzD in soil microsites
Whereas no significant difference in thizD expression between the two soils was observed,

atzD was significantly differently expressed in thelswicrosites (Table 2P<0.01). For
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instance, in the Epoisses soil, 7 days after thezime treatment, the expressionabzD in
bulk soil was lower than in burrow-linings and ca&t46, 363 and 868 mRNA per®106S
rRNA respectively, Fig. 3A). Irrespective to inctiba times,atzD expression in burrow-
linings and casts was significantly different frahe one in bulk soilk=9.69,P<0.01 and
F=8.72,P<0.05 respectively, data not shown). The relatuber ofatzD mRNA in burrow-
linings at 13 days was undetermined as quantiboatas obtained for one replicate only
(Fig. 3A). In the Vezin soilatzD mRNA copy number in soil microsites showed similar
pattern at 7 and 13 dayatzD expression was the highest in burrow-linings dredlowest in
bulk soil, with casts as intermediate (Fig. 3B)gReling the two incubation timesnly the
atzD expression in burrow-linings significantly differdrom the one in bulk soilH=9.86,
P<0.01, data not shown). In both soils and all nstes, theatzD mRNA copy number

decreased from 7 to 13 days.
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Fig. 3: Relative number cdtzD mRNA per 1 16S rRNA measured in bulk soil (BS, white bars)irow-
linings (BL, pale grey) and in surface casts (S&kdyrey) from Epoisses (A) and Vezin (B) soil micosms
after 7 and 13 days of incubation. ND: Not deteedi

Discussion
The use of RT-gPCR tguantify functional gene expression allowed detectof low
abundance of mMRNA (Saldtakha et al., 200!. Due to sample and processing variation,
technique requires the use of an internal referénaestimate gene expression as a rels
amount oftarget mRNA and to normalized quantification. Qufargtion of specific mMRNA is
ideally made relative to a constitutively expreskedsehold gene as often applied in stu
on eukaryotic gene expression (e.g. Y et al, 2000; Semighinet al, 2002).As no such
bacterial gene has yet been identified, mMRNA levsse already been related to
136



Chapitre 111

simultaneous extracted DNile. mMRNA/DNA ratios (Leiningeet al, 2006). However, in our
experiments the 16S rRNA is synthesized at a welgtistable level and could be used as an
internal reference in gene expression studies. &3 et al. (2004), we chose to relate the
levels of atzD mMRNA obtained to the amount of 16S rRNA simultarsp presenti(e.
MRNA/16S rRNA). This ratio corresponded to the pmjpn of active atrazine degraders
(harboringatzD) in relation to the total active bacteria in thifeftent soil microsites.
As previously observed, the bulk soil from Epoisaes able to rapidly mineralized atrazine
compared to the one from Vezin (Rousseaual, 2001; Kersantet al, 2006; Monarckt al,
2008). At the same time, the relative numbeataD mRNA was always higher in bulk soll
from Epoisses (Fig. 2). The atrazine amendmentiegpivo weeks before the beginning of
the experiment might have allowed rapid and higharalization activity in the soil from
Epoisses similarly to the recent work performedhwiepeated amendments of MCPA
(Nicolaisenet al, 2008). Thus, the mineralization curves in Epassal microsites showed
two segments: a steep slopsgment and a plateau. It has been found thatestaells were
able to maintain an elevated background pool of BRploviding an adaptation for rapid
onset of degradation as soon as substrate agaamieeavailable (Thorne & Williams, 1997;
Bollmann et al, 2005). However, this adaptation occurs only & tienetic pool is initially
present since this rapid atrazine mineralizatios mat observed in the soil from Vezin.
Interestingly, natzAexpression was detected in both soils while ithheen found to be basal
without atrazine and enhanced in presence of awami vitro for two bacterial strains
(Martinezet al, 2001; Deverst al, 2004). Different explanations can be invokedst;ithe
level of expression might have been below the dietedimit of our RT-qPCR analysis since
atzA expression was detected after bioaugmentation Rsgudomonasp. ADP. Secondly,
the number of indigenous bacteria expressing e gnight have not been numerous enough
to detectatzA mRNA. Moreover,in situ atzA expression might be different than the one
observed in pure culture.
As the dechlorination step was not supported byrizi¢gene since it was not detected, other
degradation pathways leading to formation of cyanacid, further degraded by the enzyme
encoded by thetzD gene, might have been involved. Atrazine degradato dealkyled
metabolites (DEA and DIA) (Giardina et al., 1982ght occurs in both soils. Whereas this
non-specific pathway of degradation leads to sldvazene mineralization (Seffernick &
Wackett, 2001; Shapgt al, 2007), its association with the ring cleavageuigh expression
of atzD might have enhanced the mineralization kineticolaserved in the Epoisses soil.
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Abdelhafid et al. (2000) observed that both hydeixyzine and dealkyled metabolites were
detected in an ‘adapted’ and a ‘non-adapted’ saitsl supposed that microorganisms
responsible for atrazine ring mineralization wecév& only in the adapted soils. Our results
showed that in non adapted soil #iteD gene, leading to atrazine ring cleavage and thus t
ring mineralization, was expressed. The lower @&iezanineralization kinetic detected in
‘non-adapted’ soil may be explain by a smaller lesvfeexpression ofatzD gene probably
associated with a lower atrazine availability aspmsed by Barriuso & Houot (1996). In fact,
it has been shown that atrazine availability desswsawith residence time in soil which
resulted in significant reduced biodegradation éBet al., 2006).
The atzD mRNA relative number per $a6S rRNA varied from 4 to 868 corresponding to
values obtained with transcript quantification wrg cultures (Deverst al, 2004). In both
bulk soils, theatzD gene expression was enhanced 7 days after atraddigon. In contrast
to atzA atzD expression is activated by AtzR, a LysR-like regoi, in the presence of
cyanuric acid inPseudomonasp. ADP (Garcia-Gonzalez et al., 2005). The traggilation
of atzD expression with cyanuric acid implied differenceexpression level with incubation
time, as observed in our experiments. Accordinght®e mRNA half life, that has been
estimated to be of the order of minutes (Selingeale 2003), our results showed that in
microsites from the Epoisses sa@itzD was still expressed at high level at the beginwihthe
plateau of degradation (at 7 days). This sugghstshe adequate pool of degradation enzyme
was not reached. When the plateau was attaineglsle’ expression decreased indicating that
cyanuric acid concentration was too low to indatzD transcription (Fig. 1 and 3).
The atrazine mineralization kinetics and the retatiumber ofatzD mRNA in the different
soil microsites differed between the two soils. $hun the Epoisses soil, atrazine
mineralization and the level @ftzD gene expression in casts were higher than in soilk
whereas in the Vezin soil the highestzD expression was observed in burrow-linings.
Though, atrazine mineralization was increased m ncrosites generated by earthworm
bioturbation confirming their ‘hot spot’ status takds microbial activities. However, the soill
bioturbation differently impacted atrazine minezation depending on the physical and
chemical properties and the bacterial diversity actilvity in the initial soil.
In previous studies, no correlation between the wt® of atzA gene and atrazine
mineralization in the soil drilosphere was obserykdrsanteet al, 2006; Monardet al,
2008). It was concluded that the quantificationattA gene could not provide a direct
estimation of the effectiveness of atrazine mingatibn. According to the present results,
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this lack of correlation between the amountabttA gene and atrazine mineralization is
explained aatzAmight be present in soil but not expressed.

In the present study, quantification of mMRNA allalves to focus on active bacteria contrarily
to DNA. Higher relative number cdéitzD mRNA in casts from the Epoisses soil and in
burrow-linings from the Vezin soil at 7 days wasnsigtent with the higher amount of
mineralized atrazine. However, this correlationNsstn theatzD mRNA relative quantity and
the atrazine mineralization should be noised bysibis post-transcriptional regulation as
suggested by our results.

Because we performedanscriptional analysis by comparing two soilshwdifferent atrazine
degrading abilities, the study underlined the ingroce of the soil heterogeneity in the
atrazine degradation activity. As far as we kndwg present study is the first that reported
atrazine degradation gene expression in soil aace#tent to which this expression can be

impacted by soil bioturbation.
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4. Bioturbation du sol par la macrofaune lombricienne associée a la

bioaugmentation

La bioaugmentation consistant a inoculer des biastétégradantes constitue une
solution potentielle pour la dépollution de soldlyes. Afin d’estimer le devenir de ces
bactéries exogenes dans le sol et leur impasitu, nous nous sommes intéresseés a l'impact
de la bioaugmentation sur la structure des comntéeaindigenes du sol et sur la
minéralisation de I'atrazine en interaction avedilaturbation du sol par les lombriciens.
Nous avons également étudié son effet sur 'expmesies genes de dégradation de l'atrazine
(atzAetatzD) et donc sur l'activité des bactéries dégradadées differents microsites de sol
géneérés par la bioturbation. Ces expérimentatiams ébé réalisées avec inoculation de

Pseudomonasp. ADP ouC. heintzii(1.6 x 16 CFU par gramme de sol sec).

4.1. Structure des communautés bactériennes dans les féifents microsites de sol

géneéreés par la bioturbation aprés ou non bioaugmeation : analyses RISA

En paralléle des quantifications de genes et dagémalisations de I'atrazine réalisées
(larticle 2 ‘Combined effects of bioaugmentatiomdabioturbation on atrazine degradation in
soil’) des analyses des communautés bactérienesenges dans les différents microsites
issus de la bioturbation du sol de Vezin par lesbociens avec ou non inoculation d’'une
souche dégradant®geudomonasp. ADP ouC. heintzi) ont été réalisées par RISA (pour
plus de détails cf chapitre | partie 5.1 et chapltrpartie 5.2). A partir des ADNs extraits
dans les difféerents échantillons, des PCRs cibdEmespaces intergéniques (IGS) bactériens
(16S-23S) ont été réalisées et le polymorphismepdeduits d’amplification obtenus a été
analysé apres séparation par migration dans ud'aglylamide. Les RISAs nous ont permis
de mettre en évidence des profils complexes (figlikd). Toutefois, les 5 réplicats

expérimentaux réalisés présentent des profils @ireg dans la plupart des cas.
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Figure 1lI-1 : Gels acrylamides (6 %) des RISA 158 (PCR IGS) traduisant la diversité bactérieramesdes
microsites de sol (A. Bulk soil (BS)-sol environtaB. Burrow-linings (BL)-paroi de galerie, C. muaig(MG)-
endentére médian, D. hindgut (HG)-endentére pestédt E. Surface casts (SC)-turricules).

L’analyse en composante principale (ACP) baséd'iatensité et le nombre de bandes
observées nous a permis de différencier les commé@ndactériennes associées au traitement
de bioaugmentation (figure IlI-2A) et aux différemhicrosites générés par la bioturbation du
sol par la macrofaune (figure 111-2B). Ces ACPs tnent que la bioaugmentation ne modifie

pas la structure des communautés bactérienned dargirement a la bioturbation.

146



Chapitre 111

A 1377% 045
-0.1944 0. 57

13.77%

0.46
- 0. 21140. 58
-0. 27

16.91 %)

A

N
\\

Figure 111-2 : Analyse en composantes principald€R) des RISA 16S-23S sur I'ensemble des microsiees

sols bioaugmentés ou non. A. Représentation ertifondu traitement (non bioaugmenté (NB), bioaugi@en

avecPseudomonasp. ADP (P) et ave€. heintzii(Ch)) et B. Représentation en fonction des mitessile sol
(Bulk soil (BS)-sol environnant, Burrow-linings (Biparoi de galerie, midgut (MG)-endentére médiamdgut

(HG)-endentére postérieur et Surface casts (Sptles)

4.2. Minéralisation de I'atrazine apres bioaugmentation

Les cinétiqgues de minéralisation de I'atrazine darsol non bioturbés, les parois de

galeries et les turricules issus des sols d’Epsistede Vezin aprés bioaugmentation de

Pseudomonasp. ADP (1.6 x 10CFU par gramme de sol sec) sont présentées déigsiia

1-3.
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Figure 11I-3: cinétiques de minéralisation de l&tine pendant les 27 jours suivants I'apport t@-cycle
atrazine (exprimé en % d’'atrazine initialement apme) dans le sol environnant (trait plein), lesos de
galeries (trait pointillé) et les turricules (tisgtissus des microcosmes des sols d'Epoisses (Aleetezin (B)
inoculés paPseudomonasp. ADP (1.6 x 10CFU par gramme de sol sec). Pour comparaison Gimétiques
de minéralisation mesurées sans inoculation cfdiguarticle ‘Analysis otz gene expressions during atrazine
degradation in soil drilosphere’ (article 3).

Etonnamment, dans tous les cas les quantités zitadraninéralisée sont plus faibles
avec inoculation de la souche dégradante que séfigyre 1 article 3 ‘Analysis oatz gene
expressions during atrazine degradation in soiosiphere’). Les taux de minéralisation
initiale (de 0 a 3 jours) sont également soiens aibles soient identiques a ceux observés
sans inoculation. Néanmoins, dans les deux traitsnda minéralisation est la plus
importante dans le sol d’Epoisses. Ainsi, apresjd@is, de 63 & 81 % de l'atrazine
initialement apportée est minéralisée dans lesasitgs du sol d’Epoisses alors que dans
ceux du sol de Vezin seulement 15 a 31 % de l'mieaa été minéralisée. Comme sans
inoculation, dans le sol d’Epoisses la minéraligatie I'atrazine est la plus importante et la
plus rapide dans les turricules alors que dansoleds Vezin les cinétiques et taux de
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minéralisation les plus élevé sont observés danpdeois de galeries et les plus faibles dans

les turricules.

4.3. Quantification de I'expression des genesitzA et atzD dans les microsites

aprées inoculation du sol parPseudomonas sp. ADP

L’expression de I'ARNr 16S et des germzA et atzD a également été quantifiee
aprés inoculation du sol avec la sou¢tseudomonasp. ADP (1.6 x 10CFU par g de sol
sec) dans les microcosmes de sol. L'expressiores@énes a donc été quantifiee dans le sol
non bioturbé, les parois de galeries et les tueicissus des sols d’Epoisses et de Vezin et la

minéralisation de I'atrazine a été suivie en patall

4.3.1. Expression des genestzA et atzD dans le sol bioaugmenté non

bioturbé

Comme précisé dans l'article ‘Analysis afz gene expressions during atrazine
degradation in soil drilosphere’ (article 3), 'erepsion datzAa été détectée en présence de
Pseudomonasp. ADP mais, dans tous les cas, elle est plbtefgue celle ditzD (figure IlI-

4), notamment a 7 et 13 jours aprés I'apport dzaka Ces quantités de genes exprimés sont
présentées sous forme de nombre relatif I’ ARNmplion d’ARNr 16S correspondant a la
proportion de bactéries dégradantes (possédaneéde ajzD) par rapport au nombre de

bactéries actives totales dans le sol.
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Figure 1lI-4 : Nombre relatif ’ARNmatzA (blanc) etatzD (gris) par 16 ARNr16S dans le sol non bioturbé
d’Epoisses inoculé patseudomonasp. ADP (1.6 x 10CFU par g de sol sec).
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Dans le sol non bioturbé d’Epoisses et de Veziexpfession ditzA est toujours
significativement inférieure apres 7 et 13 jourmalulation que initialement aw TTableau
llI-1). Aucune expression du gémézAn'a été observée dans les turricules, quel queesoi
sol. Dans le sol non bioturbé, I'expression relatilu géneatzA est plus importante dans le
sol de Vezin que dans celui d’Epoisses alors que @gzD il n'y a pas de différence a cause
des écarts types importants. L'expression relalivegyeneatzA varie significativement entre
microsites F=4.63,P<0.05) mais pas entre les deux séts(.4,P=0.533).

4.3.2. Expression du geneatzD dans les microsites de sol bioaugmentés

Alors que sans inoculatioaitzD était significativement differemment exprimé entre
les microsites de sol, cela n'est plus observéréasgnce d®seudomonasp. ADP F=1.01,
P=0. 377). Néanmoins, aucun effet significatif dedtulation sur I'expression a@fzD n’a été
observéeR=1.71,P=0. 194).

Parmi les microsites issus du sol d’Epoisses dé&einces d’expression du geaizD
étaient observée en l'absence d’inoculation cenjest plus le cas aveleseudomonasp.
ADP (Tableau l1ll-1). Dans le sol non bioturbé de zWe I'expression ditzD est
significativement plus importante aprés inoculatiais cela n’est pas le cas dans les parois

de galeries et les turricules (Tableau I11-1).
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Tableau I1I-1: Nombre relatif d’ARNratzD par 16 ARNr 16S dans les différents microsites des s@lpaisses
et de Vezin avec ou non inoculation Bseudomonasp. ADP (1.6 x 10CFU par g de sol sec) au différents
temps d’incubation.

Moyenne Moyenne

Sol Traitement Microsites Temps (jours) (atzD/1 0° 16S IRN A) Ecart-type (atzA/L 0° 16S IRN A) Ecart-type
Epoisses  Non-inoculé Sol controle (BS) 0 30.6 22.7
7 146.3 126.5
13 45.9 65.5
Paroi de galerie (BL) 7 362.7 394.6
13 510.2 -
Turricules (SC) 7 867.9 367.1
13 46.1 20.9
+P.ADP  Sol controle (BS) 0 68.0 46.1 34.3 225
7 61.5 27.3 1.0 0.6
13 72.0 26.1 1.5 1.7
Paroi de galerie (BL) 7 9.1 6.9 14 1.2
13 70.4 60.1 0.9 0.6
Turricules (SC) 7 75.3 30.6
13 42.8 54.7
Vezin Non-inoculé  Sol controle (BS) 0 3.6 2.0
7 49.2 73.9
13 3.5 3.1
Paroi de galerie (BL) 7 504.0 521.0
13 322.3 256.9
Turricules (SC) 7 256.9 438.6
13 58.1 77.7
+P.ADP  Sol controle (BS) 0 1106.8 1083.0 293.1 56.7
7 25.4 22.7 5.1 25
13 107.0 151.0 1.0 0.5
Paroi de galerie (BL) 7 284.6 260.7 48.2 72.9
13 90.4 88.4
Turricules (SC) 7 23.8 155
13 69.6 88.5

4.4. Discussion

Comme observé par Cunliffe et al. (2006) dans Wrecale la dégradation de HAPs,
linoculation d'une souche dégradante n’affecte pas structure des communautés
bactériennes indigenes du sol (figure 11lI-2A). Liadgugmentation ne modifie pas non plus
'abondance des bactéries indigenes comme obsamé barticle ‘Combined effects of
bioaugmentation and bioturbation on atrazine demgjran in soil’ (figure 1). De plus, en
association avec la bioturbation du sol par la wfacme lombricienne, l'impact de la
bioaugmentation sur la structure des communautéiennes indigénes du sol est masqué
par celui généré de la bioturbation (figure 111-2).

Bien que la réaction de déchlorination réalisée lpageneatzA soit une étape clé
dans la dégradation de l'atrazine, dans nos camditexpérimentales elle ne semble pas
limiter la minéralisation du pesticide. En effatsIcinétiques de minéralisation de I'atrazine
sont moins importantes en présencePdeudomonasp. ADP, alors que le géradzA est
exprimé, que sans inoculation et donc sans expressatzA De plus, apres I'apport
d’atrazine les quantités d’ARNm@zA diminuent significativement par rapport aux quigsti

initiales. Ces résultats contredisent de précédenibservations qui avaient montré un effet
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synergique des lombriciens et de I'inoculation daches dégradantes sur la dégradation de
PCB dans le sol (Luepromchai et al., 2002) ou encmre stimulation de la dégradation de
I'atrazine aprés inoculation deseudomonasp. ADP & une concentration de 1.1 £ OFU

par g de sol sec (Newcombe and Crowley, 1999). Dwise cas, il est possible que
Pseudomonasp. ADP soit entré en compétition avec la popoilabactérienne indigene. En
effet, comme I'on montré Cunliffe et al. (2006),upsurvivre les souches inoculées doivent
envahir les communautés microbiennes indigenesotldant la diversité peut agir comme
barriere de résistance limitant le maintien deolacke inoculée.

En présence de la soucRseudomonasp. ADP le genatzA est exprimé plus
faiblement que le géene gemdzD. Cela se justifie par le fait que I'expressioratdA ne
dépend que de la souche inoculée alors que lestigfisarde géneatzD exprimées
correspondent a la foisRseudomonasp. ADP et aux bactéries indigenes du sol. De, plus
une protéine de régulation (AtzR) de I'expressitatzD en présence d’acide cyanurique a été
identifiée dans la soucheseudomonasp. ADP (Garcia-Gonzalez et al., 2005) alors que
méme si I'expression dtzA est stimulée en présence de forte concentratiatsazine (55
mg.L") chez cette méme souche, aucun systéme de réguiesi encore été détecté (Devers
et al., 2004).

Comme l'avaient montré Kersanté et al. (2006), fiet eégatif de la digestion du
sol par le ver est de nouveau observé dans leesdledin puisque dans les turricules, la
minéralisation de l'atrazine est moins importante glans les autres microsites ce qui est
corrélé a une expressionatt?D plus faible. De plus, la digestion et I'excrétidm sol par les
vers de terre a un effet négatif sur I'expressiea genestzAcar ce géne n’est pas exprime
dans les turricules issus des deux sols. Alorslgyessage dans le tube digestif des vers
stimule la germination d’endospores (Fischer ¢tl&97; Drake and Horn, 2007) qui ne sont
formés que par les bactéries Gram +, il semblepadt la digestion ait un effet négatif sur
l'activité des bactéries Gram - telle giseudomonasp. ADP. Néanmoins, dans le sol
d’Epoisses une stimulation de la minéralisation’aeazine est observée dans les turricules,
celle-ci n’est donc pas associée a I'expressiogetheatzAmais a celle ditzD.

Dans des objectifs de dépollution de sols polltiéétérogénéité du sol associée a la
bioturbation du sol par la macrofaune lombriciemsé a prendre en compte. Alors que le
lombricien peut faciliter la dissémination des aiels inoculées dans le sol (Luepromchai et
al., 2002), a I'échelle des microsite qu'il génétegrécisément des turricules la survie de ces
bactéries n'est pas avérée (Heijnen and Marinisk@95). Afin de limiter cet impact négatif
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de la digestion du sol par les lombriciens sublestéries dégradant I'atrazine inoculées, une
solution serait de protéger préalablement les hastétilisées pour la bioaugmentation dans
des particules d’argile comme proposé par Grundneaah (2007).

Ces résultats obtenus en présence de la sétsgeomonasp. ADP additionnés a
ceux observés sans inoculation montrent que I'esgiwa de génes fonctionnels et leur
diversité exprimée ne sont pas directement cosé@éeprocessus encodé et que I'inoculation

de souches dégradantes n'augmente pas forcémamdaalisation de I'atrazine dans le sol.
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5. Synthése du chapitre III

Comme précédemment observé, les quantificatiod\BNr 16S et du gene le codant
ainsi que l'analyse de communautés bactériennes Idardifférents microsites générés par la
bioturbation du sol par les lombriciens montre gles vers de terre modifient
significativement les communautés bactériennegyérdis du sol (Schonholzer et al., 2002;
Tiunov and Dobrovolskaya, 2002; Kersante et alQ&)0 Alors que dans les différents
microsites de sols générés par la bioturbation plegtéries totales sont moins abondantes,
aucune différence significative d’activité (ARNr3)p6n’a été observée. Ainsi, si le nombre de
bactéries présentes diminue mais que l'activitéléobe varie pas, 'activité individuelle des
bactéries présentes doit étre stimulée. En plusstiémpact sur I'abondance et l'activité des
bactéries indigénes du sol, les lombriciens maulifi@ structure et donc la composition de ces
communauteés, et particulierement dans le sol ingérdirmant les résultats obtenus par
Kersanté et al. (2006). Ces communautés bactégepnésentes dans les endenteres peuvent
correspondre a i) des communautés bactériennedsfigpés au systeme digestif des
lombriciens comme observé par Singleton et al. 200 des bactéries peu représentées dans
le sol non bioturbé et stimulées par les conditispécifiques aux endentéres (humidite,
anoxie, pH, présence d'enzymes digestives, de sugréFischer et al., 1997; Drake and
Horn, 2007) et/ou iii) une nutrition sélective des's de terre qui ingerent préférentiellement
du sol contenant de grandes concentrations enrleci@edersen and Hendriksen, 1993).
Néanmoins, il semblerait que chacune des partiesifol digestif du ver possede sa propre
communauté bactérienne symbiotique et que I'abaredde celles-ci differe entre les parties
médianes et postérieures des endentéres. Les ibadtégérées avec le sol seraient alors
faiblement représentées. Ainsi, apres excrétionsdl les communautés bactériennes
présentes dans les turricules ne different quadégent de celles du sol environnant. Lavelle
et al. (2005) ont observeé lors du vieilissementég microsites une évolution de la structure
des communautés bactériennes vers celle du siall indn bioturbé. Ainsi le passage dans le
tube digestif du ver aurait surtout modifié le neebt I'activité métabolique des bactéries du
sol plutét que leur structure.

Pour étudier I'effet de la bioturbation du sol das communautés bactériennes
dégradant I'atrazine, deux sols avec des capatgtdésinéralisation de ce pesticide différentes
ont été utilisés. Ainsi le sol de Vezin est faibirh capable de minéraliser I'atrazine
(Kersante et al., 2006) et I'expression du gexieD y est plus faible que dans le sol
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d’Epoisses a forte capacité de minéralisation (Reasx et al., 2001). Le sol de Vezin utilisé
pour les expérimentations de quantification de gestal’ARN transcrit (articles 2 et 3) a été
prélevé sur la méme parcelle mais a deux annéeded/alle et malgré les variations
annuelles probables a I'échelle bactérienne (@rdfiet al., 2001) la capacité de
minéralisation de I'atrazine de ce sol reste ingiéan

Alors que dans la premiére expérimentation nouss rsmmmes concentrés sur le
géneatzA nous montrons que I'expression de ce géne nastdgétectée sans inoculation
(article 3). Ce gene bien qu’étant présent dansléesx sols, n’est soit pas exprimé du tout,
soit exprimé a un niveau trop faible pour étre détepar RT-gPCR. Cette absence
d’expression justifie gu’aucune corrélation entee Hombre dhitzA et les cinétigues de
minéralisation n’ai été retrouvée dans les micessissus de la bioturbation dans larticle
‘Combined effects of bioaugmentation and biotudraton atrazine degradation in soil’
(article 2). Contrairement a notre hypothése dadgfe genatzAne représente donc pas un
bon candidat pour I'étude de I'expression des gategiégradation de l'atrazina situ.
D’autres génes de dégradation de l'atrazine ndmerebés dans ces expérimentations doivent
constituer de meilleurs indicateurs de cette aétidégradante.

En modifiant les communautés bactériennes indigéluesol, la bioturbation agit
également sur les bactéries dégradant l'atraziit@lement présentes dans le sol. Cette
interaction semble dépendante du sol dans lequetrdeévolue. Dans le sol de Vezin, les
bactéries indigenes dégradant l'atrazine sont sétewes dans les parois de galerie en
relation avec un changement dans la structure a@sncnautés bactériennes par rapport au
sol non bioturbé, I'expression du gemizD y est plus élevée et la minéralisation de I'atrazi
y a été observée plus importante que dans lessantirerosites. A I'opposé, dans le sol
d’Epoisses la minéralisation de l'atrazine et I'egsion datzD sont stimulés dans les
turricules. Ainsi, dans les deux sols étudiés, l@abriciens générent des microhabitats
favorables a l'activité de biodégradation de l'ain@ (‘hot-spots’) en fonction des
caractéristiques initiales des sols.

L’inoculation dePseudomonasp. ADP ou dé&. heintziistimule significativement la
minéralisation de I'atrazine dans le sol de Vezn bioturbé mais cela n’a pas été vérifié une
seconde fois aprés bioaugmentation par la solrdeudomonasp. ADP. Ces résultats
montrent I'importance de I'hétérogénéité du sol ddda réalisation des fonctions qu'il
supporte et peuvent expliquer pourquoi I'impactalbioturbation du sol par les lombriciens
sur la dégradation de I'atrazine est controverséh@ig, 1996; Farenhorst et al., 2000b;
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Gevao et al.,, 2001; Binet et al., 2006; Kersantealet 2006). Cette stimulation de la
minéralisation de l'atrazine aprés bioaugmentatitnpas non plus été observée pour le sol
d’Epoisses. L'inoculation de souches dégradantasiahc pas toujours un effet positif sur la
dégradation de I'atrazine et la encore, les progsi@hysico-chimiques et biologiques du sol
doivent intervenir. Ainsi, un rapport de compétiti@ntre les souches inoculées et les
bactéries indigénes du sol peut étre observé deloondance des bactéries indigénes du sol
(occupation de la niche écologique) et les resssudisponibles (Cunliffe and Kertesz,
2006).

L’effet négatif de la digestion du sol par les lamiens sur les bactéries inoculées
est doublement observé : soit la minéralisatioflialeazine est significativement réduite, soit
le geneatzA n’est plus exprimé dans les turricules. Les deagtdries utilisées étant des
bactéries Gram -, elles doivent étre plus sens#ulegassage dans le tube digestif du ver que
les bactéries Gram + qui ont été montrées stimyléesa digestion des lombriciens (Fischer
et al., 1997).

Ce chapitre 1l montre la difficulté des étudesdonnelles au sein d’une matrice
complexe telle que le sol qui plus est dans unecdatde bioturbation par les lombriciens.
Associés a la grande hétérogénéité de ce systéff@edts parametres sont a prendre en
compte, que ce soient les propriétés intrinséquesot] le gene cible a recherché ou encore
les souches bactériennes a utiliser. Dans desqutrggs de valorisation et de transferts vers

des écotechniques, une étude préalable de cesediff&éléments semble indispensable.
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CHAPITRE IV

Role de la bioturbation sur la diversité des communautés
bactériennes du sol actives et sur celles dégradants un
substrat carboné simple ou complexe (atrazine)
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1. Introduction

Cette deuxieme partie expérimentale présente Issltaés obtenus au cours de
'étude de l'impact de la bioturbation sur la stwre et la diversité des communautés
bactériennes actives dans le sol. Elle regroupesé¢mble des données obtenues avec
I'utilisation du SIP a partir d’ARN.

Le premier article (article 4) intitulé ‘Short-termrasponse of soil bacteria to carbon
enrichment in different soil microsites’ correspaidine validation de la mise au point et de
I'optimisation de la technique de SIP basé sur MRSimultanément, cette validation visait
des objectifs scientifiques concernant I'impactiaéioturbation sur la réponse des bactéries
du sol a un enrichissement en carbone. Deux hypeshent ainsi été posées, (i) différentes
sources de carbone initient différentes réponssesadmmunautés bactériennes actives dans le
sol et (ii) cette réponse a un enrichissement enooa dépend du microsite de sol et plus
particulierement de I'activité microbienne initigiee. ‘hot-spot’ ou non). Afin de vérifier ces
hypothéses, du sol non bioturbé et des turricueseats de terre ont été mis en culture en
présence d&’C-glucose ou®C-acétate comme seule source de carbone et les ARN&é
extraits tout au long de la consommation des satsstAprés fractionnement dE€-ARN et
13C-ARN par ultracentrifugation, les communautés &aennes actives-{C-ARN) et celles
étant intervenues dans la dégradation du substraoeé t°C-ARN) ont été analysées par T-
RFLP. Outre la réponse aux questions posées @amt@ht, cette expérimentation nous a
permis de développer la technique de SIP a paiRM en optimisant les conditions:
substrats facilement métabolisables et sol misuéaore.

Apres cette validation d’applicabilité de la métedsllP-ARN aux microsites de sol,
cette stratégie a été utilisée pour relier la famctle dégradation de I'atrazine aux bactéries
réellement impliquées dans ce processus dans duwoedbioturbé et dans des microsites de
sol générés par la macrofaune lombricienne (pateigaleries et turricules). L'analyse des
12C-ARNs nous a également permis d'identifier lesté@es actives dans les différents
microsites de sol étudiés et de caractériser piésigement I'impact de la bioturbation et de
I'hétérogénéité qu’elle génére sur les bactériesauPour cela, de I'atrazine marquée-4u
a eté apportée sur les différents microsites deetahpres 2 et 8 jours d’'incubation a 20°C les
ARNSs ont été extraits et ultracentrifugés. Les ARNS présents dans les fractions légeres
(*C-ARN) et lourdes 'fC-ARN) ont été amplifiés par RT-PCR, clonés et ségés afin
d’accéder a la diversité des bactéries activeeatalles impliquées dans la dégradation de
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latrazine dans les difféerents microsites. Ces Itas sont présentés dans larticle 5

‘Identification of atrazine-degraders under sodtbrbation by earthworms by RNA-SIP .
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ABSTRACT

The fraction of bacteria responsive to carbon énnent was studied by RNA-stable
isotope probing witH°C labeled glucose and acetate in two soil micresitet differed in
‘hot spot’ statusj.e. bulk soil and earthworm casts. The primary uséravailable carbon
(primary consuming bacteria) were thus differeetiafirom the total living soil bacteria. First,
glucose and acetate degradation kinetics in thedmibomicrosites were assessed and then
RNA was extracted after enrichment witi(]glucose and'fClacetate?C-RNA and**C-
RNA were separated by ultracentrifugation and tb#ve bacteria in each fraction were
compared by T-RFLP analysis of the 16S rRNA germhBoil microsite status and carbon
enrichment were shown to rapidly select for différactive bacterial communities which
resulted in different degradation kinetics. Carlsubstrate had a greater effect than soil
microsite on the structure of the active bactes@hmunities, although both were shown to
interact together. As indicated by the higher dpedichness and diversity found in glucose-
enriched soil, the indigenous bacteria consumingcage were more diverse than those
consuming acetate. The primary glucose-consumiotghba were a fraction of the total living
soil bacteria in both soil microsites. However, ewly selected fraction of bacteria, little
represented in the total living bacteria, was detkéin the acetate-enriched casts and related
to an enhanced acetate degradation rate. Thisrowdithe ‘hot spot’ status of the earthworm
casts in which certain dormant bacteria becamevaeti and/or poorly represented active

bacteria were numerically enhanced compared tbuhlesoil.
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INTRODUCTION

Soil is a complex heterogeneous system that coagasrariety of microhabitats with
different physicochemical characteristics and disicmious environmental conditions (38). It
thus sustains an immense diversity of microorgasistme gram of soil may harbor up to 10
billion microorganisms of possibly thousands offetiént species (30) but, in general, less
than 5% of the overall available space in soil esupied by living microorganisms (27).
However, zones of increased biological activitiefired as ‘hot spots’ and characterized by
more favorable physicochemical properties or orgamatter enrichments are present in soils
(27). The rhizosphere is considered as a ‘hot dpotmicroorganisms as plant root growth
modifies soil structure and exudates secretion Isgprganic nutriments (21). Earthworms,
by their activity in soils, are also providers otk ‘hot spots’(7). Whereas most soil bacteria
are in a state of dormancy (27, 35, 39) soil blwdtion by earthworms has been shown to
increase soil bacterial activity (3, 31). Biotuibat acts on bacterial communities by
modifying both the physical and chemical propertésoil (23). For instance, soil burrowing
as well as the deposition of casts in soil charigespore space (pore network) that can be
inhabited by bacteria (2, 33). There is also ceadence that moisture and nutrient (total and
organic carbon, total and mineral nitrogen andlalée phosphorus) contents are increased in
excreted soil compared to uningested soil (9, 3024).

Although soil is a major reservoir of organic cambn earth and an important habitat
for microorganisms (45), the available carbon catregions are low and certainly among the
major factors limiting bacterial growth in soil (11). This limited availability of carbon is
likely a major determinant of the bacterial comntystructure and function in soil (6). Thus
carbon amendments have been used as a tool tostidyicrobial activity or diversity. For
instance, glucose has been added to measure th@fsthe soil microbial biomass and to
determine the proportion of growing and non-growimgcroorganisms. Activer) and
dormant K) fractions of the glucose-responsive biomass ihh&wve been quantified as well
as the rate of transition between the two physioldgstates (35). Soil enrichments with
simple carbon substrates such as acetate, propjdmeizoate, cellobiose, glucose, arginine,
tryptone and leucine were also used to maximizéebat diversity in soil cultures. Wawrik et
al. (43) showed that dissimilar carbon sourcescseler dissimilar culturable bacterial
communities and they concluded that the greatestiple diversity of growth substrates must
be used to isolate the maximum possible bacteivalrsity from soil. By addindg*C-acetate
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to soil, Bohlen et al. (5) showed that soil micadlrowth and assimilation of this substrate
increased in earthworm middens in relation to surding soil. However the authors did not
assess the diversity of acetate-consuming badtetiee soil microsites. The papers published
so far have reported the global response of sa@itaorganisms to an added substrate in terms
of microbial activity, biomass or diversity. But seems from the literature that the active
microbial fraction that directly consumes the addadoon substrate.e. the primary users
has rarely been investigated.

The aims of the work presented herein were to exanm depth the responses of soil
bacteria to available carbon enrichment by disarating the primary users from the total
living soil bacteria. This was made possible byngghe RNA-SIP strategy with'C labeled
substrate. The SIP approach, initially applied tdAD can now be successfully used with
RNAs which are considered as more responsive biemarin that they are continuously
synthesized by all living cells (25). Glucose amétate were used as model substrates since
these molecules are readily utilized and knowneoaretabolized through different metabolic
pathways (44). We hypothesized i) that differemboa substrates initiate different short-term
responses of the living soil bacterial communitieg ii) that the short-term response to
carbon enrichment depends also on the ‘hot spatistof the soil microsita.€. bulk soil or

earthworm casts).

MATERIALS AND METHODS

Soil microcosms. Soil was collected from the top 0-30 cm horizogelaat the
agricultural site of the National Institute of Rasgh in Agronomy (Epoisses, France). This
soil was a clay loam (sand 6.7%, silt 47.2%, cléyl%) with a pH of 6.7. The collected fresh
soil was sieved through 4 mm mesh and stored atufi® used. Soil microcosms were
prepared as described by Binet and Trehen (4). Bactocosm (PVC cylinder; 15 cm high,
10 cm diameter) was filled with 1800 g of 4 mm-sidvresh soil (water content of 22%
wiw). The soil in each microcosm was compacted to la-dbensity of 1.53 g cfl. The
microcosms were placed in a climate chamber at 12f@der a 12h:12h night/day
photoperiod. After 2 days, 3 adult specimens ofdaghworm specielsumbricus terrestris
were added to the soil surface to give a totalayebiomass of 12 +/- 0.3 g per microcosm.

Every 3 days, the earthworm surface-casts wereehtagt and stored at -20°C until used and
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twenty-six days after earthworm addition, the soitrocosms were destroyed. The bulk soil
not burrowed by earthworms was sampled and star&0aC until used.

Degradation kinetics and*®C-enrichment. First the kinetics of glucose and acetate
degradation were measured. Five grams of soil (boilkor casts) were suspended in 50 ml of
a mineral salt medium (36) and placed at 30°C &@irév min'. Glucose or sodium acetate
(2.4 g C per g) was added as sole carbon subsiftatesolution sterilisation by filtration at
0.2 um. Glucose degradation was followed spectrmphetrically using the EnzyPlus kit
(Diffchamb AB, Gothenburg, Sweden) and acetate atbgjion was measured by ionic
chromatography (Dionex DX 120). For théC-labeled experiments!*C]glucose (>98%,
Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA) biClacetate (>99%, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) were added to soil samples as descrdimxe. Three millilitres of soil solution
were sampled regularly from 5 to 24h of incubaticentrifuged 10 min at 10,0009 and the
pellets were stored at -20°C until RNA extractigkdditional control experiments were
performed with unlabeled"dC]substrates to check for absence'#-RNA in the heavy
fraction of the density gradient.

Soil RNA extraction. RNA was extracted from soil pellets according tau@yp et al.
(P. E. Courty, M. Poletto, F. Duchaussoy, M. BugéeGarbaye, F. Martin, submitted for
publication) by first bead-beating at 1,800 rev tiar 3 min in presence of 0.5 g of 106-um-
diameter glass beads (Sigma-Aldrich, St Louis, MY, ul of SDS 20%, 170 pl of a
diatomaceous solution and 580 pl of TE saturatezhph(Sigma-Aldrich, St Louis, MO).
After centrifuging at 14,00¢ g for 15 min at 4°C, the supernatants were incubatest
night at -20°C with 0.1 volume of 3M sodium acetaied 2 volumes of ethanol. After
centrifugation at 14,00 g for 10 min at 4°C the pellet was resuspended inuR®f
ultrapure Dnase- and Rnase-free water. RNA waséhktnacted and purified with the Qiagen
RNA/DNA Minikit and Rneasy Plant Mini kit (RNA Cleap) according to the
manufacturer’s instructions (Qiagen, Hilden, GermaRNA was quantified at 260 nm and
RNA purity was estimated by calculating the rateavizeen the absorbance at 260 nm and 280
nm (NanoDrop Technologies,Wilmington, DE). RNA alags were stored at -80°C.

Density gradient centrifugation and fractionation. The isopycnic
ultracentrifugation was performed with 50 ng of ifjied RNA according to
Vandenkoornhuyse et al. (41). Representative tvastiof unlabeled (light density fraction)

and *C-labeled (heavy density fraction) RNA were takdong the ultracentrifugation
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gradient. Each RNA fraction was then precipitatdathvuwo volumes of isopropanol. After
centrifugation, the pellets were washed in 75% rethadried and redissolved in 25 pl of
ultrapure water (Invitrogen, Carlsbad, CA).

RT-PCR. The presence dfC-RNA and™*C-RNA in the light or heavy fractions of
the density gradient were checked by performingACIRs on a 4 ul aliquot of each light and
heavy RNA fraction, using the Titan One Tube RT-P&R (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany). The reaction was carried out fimal volume of50 pl with 10 pmol
of the primers Eub 519f and Eub_1390r specific foacteria (28) modified by
Vandenkoornhuyse et al., 2007 (41). The thermalirgyaconditions consisted of a reverse
transcription at 51°C for 30 min followed by PCR @ification with 2 min denaturation at
94°C and 35 cycles of 30 sec at 94°C, 1 min at 5I€ 50 sec at 68°C, ending with a final
extension step for 10 min at 68°C. The presencesa®lof each RT-PCR product (870 pb)
were checked by electrophoresis on 1% agarose gel.

T-RFLP. RT-PCRs were performed as described previously whn Eub 519f
primer labeled in 5’ with carboxyfluorescein (6-FAlInd the Eub_1390r primer labeled in 5°
with the hexa-chloro derivative (HEXYhe size of each RT-PCR product (870 pb) was
checked by electrophoresis on 1% agaroselgdéleled RT-PCR products were purified with
the High pure PCR product purification kit (Rochpplied Science, Mannheim, Germany)
and eluted in 40 pl of elution buffer. The levelresolution of the T-RFLP method is greatly
improved by using more than one restriction enzymgenerate a higher polymorphism of
terminal restriction fragments (T-RFs) at both labdeends (22). Thus, 20 microliters of
purified labeled PCR products were independentfestied with 2 units of the restriction
enzymesSty or Hinfl (Promega, Madison, WI). Digests were precipiteaee?0°C overnight
with 0.1 volume of sodium acetate 3M and 2 voluroé®thanol. After centrifugation the
pellets were washed in 70% ethanol, dried and peswed in 10 ul of ultrapure water. Nine
microliters of a 400HD ROX/formamide solution (tih@ernal standard ladder) (Applied
Biosystems, Foster City, CA) were added to 1 plesluspended pellets. The T-RFs were
separated and accurately sized using an automatpeescer (model ABI3130xI, Applied
Biosystems, Foster City, CA). To check that all tagments detected were true T-RFs even
if they were of low intensity, two independent RTRs, restriction digestions and separation
were performed on all the samples. The T-RFs siaimg) diversity signature analysis were
performed using the Peak Scanner 1.0 software {@g@iosystems, Foster City, CA). Only
the length of the T-RFs was taken into accountlfdaa analyses (presence/absence of a T-RF)
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as we had noticed that the peak intensity was anserved between true replicates. Thus,
each T-RF was coded as a discrete variable ((bkerece or 1 for presence) (22, 42).

Analyses of T-RFLP data.The bacterial communities in bulk soil, casts arfier
glucose or acetate addition were compared by cangpatparsimony tree with PAUP 410
(Sinauer Associates, Sunderland, MA) as describet/dndenkoornhuyse et al. (40). The
shortest topology found was calculated by usinguriktic tree search with 500 replicates of
random addition and the TBR swapping algorithm. bbetstrap values, estimated from 1000
replicates, represented the percentage of idenitipalogy for a given node.

A multivariate approach based on principal comporerlysis (PCA) was also used
and the covariance PCAs of the data were compétédhe PCAs were implemented with
the ADE-4 software package.

Specific richness (S) was estimated as the totahbew of T-RFs and bacterial
diversity was based on Shannon’s information megs$ly; which was calculated as follows:
Ho = - Y pi log. pi, wherep; is the frequency of a given T-RF fragmeht, is lowest (=0)
when all the individuals belong to the same speareshen all species are represented by a
single individual andHyis highest when all the individuals are equallytribsited between the
speciesS andHp were calculated at different levels for each saitrosite: the total active
bacteria including the one not directly induced dupstrate addition’JC-RNA) and the
bacteria consuming the substrafic(RNA).

RESULTS

Substrate degradation kinetics.The glucose and acetate added to the soil were
rapidly consumed and no longer detected after 3@rshof incubation (Fig. 1). Glucose
degradation was faster in casts than in bulk sod,glucose completely disappearing after 20
hours compared with 30 hours in bulk soil (Fig. 1LAjith acetate enrichments, a lag period
of 19 hours of incubation before the occurrencdegradation was detected in casts but not in
bulk soil. Despite this lag phase, the acetate degradatienrratsts was finally faster than in

bulk soil and acetate was consumed within an idahincubation period (Fig. 1B).
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Figure 1:Glucose (A) and acetate (B) degradation curvesuik boil (straight line) and earthworm ce
(dot line) after addition of 2.4 mg substrate-€ g

At the same time as degradation of tf@-labeled substrate§’C enrichment of RNA
in the heavy density fraction was detected by RRR@&roughout substrate degradation. For
example, in bulk soil with'fCJacetate enrichment®C-RNA could already be detected after

5h of incubation with a maximum yield of RT-PCR guats after 19 h of incubation (Fig. 2).

Figure2 : RT-PCR products froMC- (light L) and**C- (heavy H) RNA collected frorthe isopycnic densi
gradient RNAs were extracted from bulk soil in acetate dmmient after 5, 10, 19, 21 and 24 hour
incubation. Nucleic acids were amplified by RT-P®h primer specifics for eubacteria.
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Active bacterial community structure in relation to soil microsite. The bacterial
communities in bulk soil and casts witfiG]glucose or FClacetate addition were compared
by PCA analysis (Fig. 3). The active fraction ottesia in the casts differed substantially
from those in bulk soil with both enrichments. Distnation depending on the soil microsite

was greater with acetate enrichment as supportédebfyrst principal component.

Principal component 1 (14% of variance)
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Figure3 : Principal component analysis (PCA) of #utive bacterial communities. Each dot in the weat
space represents the diversity signatures (T-RHRldfllgs) of a given sample. Bacterial communitiassbil
microsites after glucose (A) and acetate (B) emniehts.

Specific richnessS) and diversity Kflo) of the total active bacterid’C-RNA) differed
between the two soil microsites depending on thestsate addedS and Hy were higher in

bulk soil than in casts after the addition of glsedut not of acetate (Table 1).
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TABLE 1 : Specific richnessS estimates as the total number of T-RFs and diyeestimates wittShannon’
information measureHp) in acetate and glucose enrichments (n=6 for eacithment)H, andS of **C-RNA
and**C-RNA in bulk soil and casts respectively.

Substrat Soil microsit 2C.RNA 13C-RNA
upstrate Ooll microsite S Ho S Ho
Glucose Bulk soil 303 8.13 184 7.4
Casts 238 7.76 181 7.34
Acetate Bulk soil 187 7.4 130 6.87
Casts 219 7.62 257 7.89

Active bacterial community structure in relation to carbon substrate. The
complete T-RFLP data (glucose and acetate enrictenherere plotted together to examine
the impact of carbon substrate on the structuthefictive bacterial community. The impact
of bioturbation on active soil bacteria was stiiserved (Fig. 4A). Discrimination depending
on the soil microsite was supported by the thirshgpal component (Fig. 4A). The active
bacteria were also distributed according to thessate added indicating that substrate
addition led to a modification in the structuretbé active bacterial community (Fig. 4B).
Discrimination depending on substrate enrichmens wapported by the first principal
component. In both microsit&sandHy were higher in glucose-enriched soil than in deeta
(Table 1).
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Principal component 1 (16% of variance)
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Figure 4 : Principal component analysis (PCA) &f #ictive bacterial community. Each dot in the veatepace
represents the diversity signatures (T-RFLP prefilef a given sample. Bacterial communities aceaydo the
soil microsite status and irrespective of the galtstadded (A) and according to the substrate adohed
irrespective of the status of the soil micrositg. (B

Carbon substrate consumption by active soil bactea. The RNA-SIP method
allowed the active consuming bacteria to be disistged from the total living soil bacteria.
Parsimony analyses were performed OIC-RNA solely (Fig. 5). These analyses
demonstrated that the composition of the bactenahmunity was specific to the nature of
the added carbon substrate (Fig. 5). Bacterial coniy structure was greatly modified by
carbon addition. Comparison & and Ho in *?C-RNA and'*C-RNA revealed differences
between the acetate and glucose enrichments inwbesoil microsites (Table 1). After
glucose enrichment, the diversity of the consuntiagteria t*C-RNA) was less than that of
the total living soil bacteria’{C-RNA) irrespective of the soil microsite, even tfis
difference was lower in casts (Table 1). After atetenrichment, the consuming bacteria
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(**C-RNA) were also less diverse than the total liiragteria *C-RNA) in the bulk soil but

not in casts, in which the acetate-consuming bacstiowed greater diversity.

Figure 5: Unrooted maximum parsimony tree showirnffer@nces in the composition of soil bacterial
communities in°C labeled fractions of glucose (diamond) and aedtaiingle) enrichments.

DISCUSSION

In this study we analyzed the communities of liveml bacteria and addressed the
short-term response to carbon supply in two kintlsadl microsites, with or without ‘hot
spot’ status.

We know that the diversity of bacteria in soil isge (e.g. 37). We also found a great
diversity of living bacteria in soil under our expeental conditions, with at least 47 to 76
different SSU rRNA targets coamplifiedg 187/4 and 303/4, Table 1, given the fact that 2
enzymes were used and the 2 strands analysed)dinoatiquot of 50 ng of RNAs extracted
from 300 mg of soil. This is one of the very fiedtimates of the number of different living
soil bacterial genomes co-occurring in a given sarhple.

By using the RNA-SIP/T-RFLP strategy, like othemscantly (26), we clearly
highlighted a rapid differentiation within the sdiacterial communities which indicated that
these molecular tools allowed satisfactory resofutio assess the working hypotheses. We
propose that this short-term response of the lildagteria could be attributed to removal of
the trophic limitation in soil and this was cleaHighlighted by using the RNA-SIP strategy.

Furthermore, our results showed that with glucoed acetate enrichments, the active
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bacterial communities were also structured accgrdio the soil microsite. Thus we
distinguished two selective factors that interactegether.

Firstly, the living bacteria were selected diffatgnn earthworm casts and bulk soil
(Fig. 3). Indeed, from ingestion to excretion, #@l is subjected to different modifications
which tend to modify the bacterial communities. sTlwan be attributed to the fact that
earthworms feed selectively on material rich in amig matter and containing high
concentrations of bacteria (14, 29) with the rethdt ingested soil differs from the bulk soil.
The physical and chemical properties are then nembifduring passage through the
earthworm gut. The gut has been described as alenaboxic microhabitat in aerated soil
(14), containing high quantities of available ongacompounds, such as glucose and acetate,
which make it an ideal habitat for the anaerobidaielism and fermentative processes of
ingested soil microorganisms (14, 19, 20). Morepites hypothesized that passage through
earthworm guts increases the culturability of dertaicroorganisms in ingested soil (14).
Furthermore, an increase in microbial respiratiod bacterial counts was observed in casts
(3, 9). Casts differ from bulk soil by higher maist content, higher soluble organic carbon,
higher nitrate and ammonium concentration, higvailable phosphorus and higher nutrient
availability which provide more favorable growthnelitions for microorganisms (9, 12, 18,
24). All these factors help to change the structafebacterial communities after soil
ingestion, digestion and excretion. Our results iaragreement with previously published
studies reporting the modification of bacterial coumities in casts compared to bulk soil (15,
29). However our results are the first to show HerBntiation between living bacteria
according to soil microsite status. Previous stdiempared bacterial communities in bulk
soil and casts bin vitro isolation and by culture-independent PCR ampliiicaof the 16S
rRNA gene. The bacterial communities were showbedlifferent (15) with more CFU in
casts than in soil (29) and selection of differgrdups of bacteria such &sxtinobacteria
Firmicutes y-Proteobacteriaa-Proteobacterisand soméacteroidetegl7, 32, 34).

As secondselective factor, our results provided evidence the nature of the carbon
substrate added to soil resulted in profound, $igeand rapid selection within the living
bacterial community. This selection by carbon suabsthad a greater effect than the soll
microsite, although an interaction between the Wwas detected. Both substrate enrichments,
in addition to removing trophic limitation, createtbvel environments which selected
divergent bacterial communities. Glucose and aeetatbon are not assimilated by the same
metabolic pathways. Glucose can be used in thiffereiit metabolic pathways: glycolysis,
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the pentose phosphate pathway and the Entner Daffig@thway (44). All three pathways
convert glucose to phosphoglyceraldehyde whiclheés toxidized to pyruvate via reactions
that are shared by all three pathways. Althouglkdasis is the main pathway, some bacteria
rely completely on the pentose phosphate pathwayliccose catabolism and others (e.qg.
Pseudomonaspp.,Rhizobiumspp., Thiobacillusspp.,Xanthomonaspp.) only on the Entner
Doudoroff pathway that is widespread, particulayong the aerobic Gram-negative bacteria
(44). A variety of microorganisms may also harvesergy by transforming glucose into
fermenting products. The utilization of acetatesale carbon source requires operation of the
glyoxylate cycle to convert acetyl-CoA into anaptgic and gluconeogenic compounds (8).
Not all bacteria are able to grow with acetateads sarbon source as some do not possess the
enzymes involved in the glyoxylate cycle. Howeweriecent study has also revealed new
pathways for the assimilation of acetate that dbimelve the key enzyme isocitrate lyase
(16).

Although glucose and acetate are readily metalhlittee different catabolic pathways
can be expected to result in different degradakimetics and involve different consuming
bacterial communities. Our results clearly dematstrthis (Figs. 1 and 5) and are in
agreement with Wawrik et al. (43) who showed inl smilture experiments that each
enrichment with a different carbon source (whickluded glucose and acetate) captured
unique parts of the total bacterial community ifl. Seurthermore, the higher specific richness
and diversity found in the glucose-enriched sampielécated that diverse soil indigenous
bacteria consumed glucose rather than acetateq Tabl

When RNA-SIP was used witfiC-labeled substrates, the glucose-consuming bacteri
were observed, as expected, to be fraction of ¢ha&l tiving soil bacteria, in both soil
microsites (Table 1). However, unexpected resuigevobtained for the acetate-enriched soil
casts. In that particular microsite, both the dpeaichness and diversity of the active
consuming bacteria were higher and the kineticacetate degradation were also enhanced
(Fig. 1A). Thus, acetate enrichment associated thghspecific physicochemical properties of
casts together with the enhanced culturability afteria generated by the passage through
earthworm guts (19, 32night have activated dormant bacteri& gtate, undetectable by
RNA-SIP) and/or increased poorly represented biacfee. those only detectable by in depth
sequencing). This new selected fraction of bacterabably became more competitive and
abundant when acetate was available. Wawrik g#8). observed that acetate, compared to
the other carbon substrates tested, did not hayeater effect than the different soil types
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tested on the composition of the bacterial comnyusélected after enrichment. This is
confirmed by our results which showed that evenméxeetate enrichment selected a fraction
of the soil bacteria this selection still dependedthe soil microsite tested. Both soil status
(i.e. ‘hot spot’ or not) and carbon enrichment had argjrselective effect on the living
bacterial community structure. Although glucose acdtate are readily assimilable carbon
substrates, the use of RNA-SIP allowed us to djsish the active consuming bacteria within
the total living bacterial communities. The relatiimportance of this active soil bacterial
fraction depended on both the substrate addednansbil status. RNA-SIP gave direct access
to the ecological opportunist)(bacteria which started to grow immediately a&abstrate

addition in response to the removal of trophic fahons.
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ABSTRACT

Soil is a heterogeneous matrix composed of diseoatis microhabitats including ‘hot-spots’
that can be generated by earthworm bioturbationcaBse bacterial communities are
structured by the soil heterogeneity, soil pollitiodegradation may also spatially vary at
this microscale. Atrazine is a pesticide that hasnbworldwide used and that generates
diffuse pollutions leading to bacterial adaptatemmd biodegradation. Thus it constitutes a
good model to analyze the diversity of atrazine rddégrs among co-occurring but
discontinuous soil microsites. By using RNA-bastable isotope probing (RNA-SIP) with
3c-atrazine we identified from 16S rRNA sequencimg diversity of the total active bacteria
(**C-RNA) and the atrazine-degraderSCtRNA) in bulk soil and in different microsites
generated by earthworms soil bioturbation. We detezd that earthworm bioturbation
greatly affected the active soil bacterial diversiith wide distribution among the phylotypes
retrieved in the different soil microsites and #igant less phylotypes detected in casts.
Earthworm bioturbation also modified atrazine degteon and atrazine-degraders diversity.
Burrow-linings constituted a ‘hot-spot’ for atragidegradation with enhanced disappearance
and as soon as, two days of incubation, presentieegbrimary degraders that were closely
related to Pelomonas aquaticaThe atrazine-degraders identified in the difféereoil
microsites belonged to many different phylotypeslidating that the degrading genes
involved might have been acquired by horizontaleggansfers. Interestingly, two degraders
phylotypes were closely related to bacterial isdaknown to degrade phenanthrene
(Pelomonas saccharophiland Massilia timonag a PAH with monooxygenase-dependant
degradation as atrazine N-dealkylation. The efficieof RNA-SIP to link bacterial diversity
to atrazine degradation was verified by the recpwdrtwo phylotypes closely related to
known-atrazine culturable degraders {C-RNA (Ralstonia basilensisM91-3 and
Pseudomonassp. ADP). According to our results, we suggestt taahanced atrazine
degradation should be sustained by key atrazineadegs rather than by high atrazine-
degraders diversity.
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INTRODUCTION

Since the beginning of the green-revolution of #eeond part of the ﬁOcentury
different xenobiotics where applied to agricultursdils leading to diffuse pollutions
(Pimentel, 1996). Despite these molecules were inetlve environment, their recurrent use
and subsequent increasing concentration in soile haduced selection pressure for
microorganisms. As a consequence, a fraction o$tiiebacteria became adapted and so able
to use these pollutants as nutrient source ancegwade them. In that way, they naturally
sustain soil detoxification and /or depollution.i§hdaptation and selection of soil bacteria to
diverse pollutants derived from anthropic actigtiealso have an ecological and
biotechnological interest.

Among the molecules used in agriculture, atrazir®chloro-4-ethylamino-6-
isopropylamino-s-triazine) that belongs to tigiazine family has induced diffuse pollutions
worldwide. Its biodegradation has been investigated several catabolic pathways and genes
have been identified by isolation of degrading baat Thus, as first degrading step atrazine
can be dechlorinated to hydroxyatrazine or hydrated to deethylatrazine (DEA) and
deisopropylatrazine (DIA) by bacterial monooxygeng&iardina et al., 1982; Mandelbaum
et al., 1993). It has been shown that atrazinedgaatlation can be carried out by individual
strains of bacteria such &&eudomonasp. ADP (Mandelbaum et al., 1995ocardioides
sp. C190 (Topp et al., 2000&throbactersp. AD1 (Cai et al., 2003Aminobacter ciceronei
C147 (Topp et al., 2000b¥;helatobacter heintzi{(Rousseaux et al., 2001) aRhlstonia
basilensisM91-3 (Radosevich et al., 1995). However catabpathway implying bacterial
consortia should be more common in soils than ame$ying individual atrazine-degrading
species (Smith and Crowley, 2006), and differemazte degrading consortia of 2 to 8
bacterial members have been isolated and stude®ddza et al., 1998b; Smith et al., 2005;
Smith and Crowley, 2006; Chirnside et al., 2007]iket al., 2007). Despite this better
understanding of atrazine catabolism, we argue ttlatperception of atrazine degraders in
soils is underestimated because all the knowleqgéoudate is solely related to culture-
dependant strategies and we now know that only @0OBéss of the soil bacterial diversity can
be cultivated (Torsvik et al., 1998).

Soils consist on an heterogeneous matrix suppodifigrent microhabitats (Ettema
and Wardle, 2002) including desert areas and ‘potss, zones with high biological activity
(Nannipieri et al., 2003). These ‘hot-spots’ candge@erated or maintained by the universal
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process of soil bioturbation that is the biologioalvorking of soil by inhabiting organisms
such as roots and macrofauna including earthwoMeg/gman et al., 2006; Monard et al.,
2008). Thus, by disturbing the soil, earthwormsegate different soil microsites that differ to
the bulk soil in terms of microporosity, moisturgjtrient content or oxygenation (Pivetz and
Steenhuis, 1995; Devliegher and Verstraete, 19%tabns et al., 1999; Blanchart et al.,
2004; Le Bayon and Binet, 2006). These solil prgperbdifications associated to earthworm
bioturbation impact the atrazine degradation byngcbn atrazine transport (Sigua et al.,
1995), atrazine bioavailability and distribution éNarg, 1996; Binet et al., 2006) and
atrazine-degrading genetic potential (Kersantd.eP@06; Monard et al., 2008). However, if
earthworm bioturbation have been shown to modify tbtal soil bacterial structure and
diversity (Furlong et al., 2002; Schonholzer et 2002; Kersante et al., 2006), its effect on
the diversity of atrazine-degraders has never bagtied yet.

To further understand linkage between soil hetereijg, bacterial diversity and
atrazine degradation four questions are address#tkipresent paper: i) to what extent soil
bioturbation by earthwormL(mbricus terrestris impacts diversity of total active soil
bacteria? ii) What is the diversity of soil bacéérconsortia involved in atrazine degradation
and does it correspond to the knowledge of atradegraders in soils obtained by culture-
dependent methods? iii) Do the patterns of atradegradation along with atrazine degrader
consortia diversity differ among co-occurring baotiépendent soil microsites generated by
earthworms? And iv) Does the diversity of atrazilegraders has to do with enhanced
atrazine mineralization at the microsite scale?a@idress these questions, we used the RNA
based stable isotope probing (RNA-SIP) approaclthvhllows assessing of the total active
bacteria and the fraction involved in atrazine degtion by following the C fate frofiC-
labeled atrazine to thde novosynthesized RNAs by atrazine degraders. This tqakn
enables taxonomic identity to be linked with funati(Wellington et al., 2003). Whereas
relationship between diversity and ecosystem fonctiave been shown to be complex and
contradictory (Bengtsson, 1998; Schwartz et alDQ2@riffiths et al., 2001), the objectives of
the present study were to determine if at the rsitgcscale active bacterial diversity and/or

atrazine degrader diversity sustain atrazine degiaual
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MATERIALS AND METHODS

Soil microcosms

Soil was collected from the 0-30 cm top horizonelagt the agricultural site of the
Institut National de Recherche en Agronomie (Emss$rance). This soil was a clay loam
(sand 6.7%, silt 47.2%, clay 46.1%) and had a p#l.of The collected fresh soil was sieved
at 4 mm and stored at 4°C until use. Soil microcosrare prepared as described by Binet and
Trehen (1992). Each microcosm (PVC cylinder; 15high, 12 cm diameter) was filled with
2280 g of 4 mm-sieved fresh soil (water conten22¥% w/w). The soil in each microcosm
was compacted to a bulk-density of 1.46 g>cffihe microcosms were placed in a climate
chamber at 3°C under a 12h:12h night/day photoperiod. After dag, 3 adult specimens of
the earthworm specielsumbricus terrestriswere added on the soil surface with a total
average biomass of 8.2 +/- 0.3 g per microcosmryERelays, earthworm surface-casts were
harvested and stored a -20°C until use and tweafs dfter earthworm’s addition, soil
microcosms were destroyed. The bulk soil not buesvby earthworms and the burrow-
linings corresponding to the 2 mm thickness of sailefully collected with a fine spatula

from the sides of the entire burrow network wenagie@d and stored a -20°C until use.

Soil microsite experiments

The water content of the 3 soil microsites (bulld,dourrow lining and casts) was
adjusted to 0.5 g of water per g of dry soil (10p&@d 12 g of each moistened soil microsite
was treated with 25 mg of atrazine (Chemical puf8f6, Syngenta Crop Protection,
Switzerland) per gram of dry soil. The soil samplesse then placed in a sterile glass jar at
20°C in the dark. At 20 days each soil microsites waated with 25 mg dfC-chain labeled
atrazine (Chemical purity 97%, isotopic enrichm@8bo, Innovation & Chimie Fine, France)
per g of dry soil and placed in a sterile glassafa20°C in the dark. For each soil microsite,
3C-atrazine degradations were measured for 8 daysRMNA was extracted after 2 and 8
days of incubation. Additional control experimemtgh unlabelled atrazine were performed

on bulk soil to check the absence#-RNA in heavy fraction of the density gradient.

13C- atrazine and metabolites degradation
13C-chain labeled atrazine was used preferentially *i6-ring labeled as its
mineralization inta*CO, have been shown to be smaller than the one df@heing labeled
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atrazine probably as a result of assimilatory ipoaation of the C of the side chains into
bacterial biomass (Radosevich et al., 1996; Roussetal., 2001). Thu§*C-chain labeled
atrazine was used to optimiZ€ incorporation into atrazine degraders RNA.

To follow atrazine degradation'>C-atrazine along with its metabolites G-
hydroxyatrazine **C-DEA and**C-DIA) were measured in the soil microsites durthe
incubation. To do so, 250 mg of soil sample wasalied in one liter of mineral water. After
15 min of ultrasound treatment, the sample was chduging one hour and subject to 15 min
of ultrasound treatment again. 50 ml of this migtwere harvested and diluted to 10 times.
After shaking during 15 min, 5 ml were harvested &0 pl of a methoprothryne solution (20
mg.I") were added. Atrazine and its metabolites werecsigkly extracted from this water
sample by solid phase extraction (SPE) with an ©hagdrophilic-lipophilic balance (HLB)
extraction cartridges (200 mg, 6 ml, Waters, Str@fineen Yvelines, France) pre-conditioned
with 6 ml CHCI,/CH;CN (60/40), 6 ml MeOH followed by 6 ml of ultra-guwater. Elution
was carried out with 2 x 5 ml of GBI,/CH3;CN (60/40). After this enrichment step, samples
were evaporated under a gentle nitrogen streane dosa drop, and reconstituted with
H,O/CH;CN (90/10) acidified (0.1% formic acid), to reaghvolume of 1 ml. This sample
was analyzed by LC/MS and the HPLC system corsiste Waters alliance 2690 (Waters,
Saint Quentin en Yvelines, France). Atrazine andabaites were separated on a column X
Terra™ MS C'® 150 x 2.1 mm, 3,5um particle size (Waters, S@oentin en Yveline,
France) at 35°C. A binary mobile phase gradientgyure water with 0.1% formic acid and
CH3CN with 0.1% formic acid) was used for pesticidepagation. A simple quadrupole mass
spectrometer model ZQ (Waters-Micromass, Saint Quean Yvelines, France) equipped
with the electrospray (ES) source was employed ledupiith HPLC. For each analyse, a
value of the cone voltage was optimized by contisuanfusion in order to achieve the
highest sensitivity as possible. Analyses werequeréd at the LERES of the EHESP (Ecole

des Hautes Etudes en Santé Publique, Rennes, Jrance

Soil RNA extraction
RNA was extracted from 250 mg of fresh soil aftem@d 8 days of incubation
according to Monard et al.(submitted). The RNA gislwere washed with ethanol 75%, dried
and resuspended in 50 ul of ultrapure Dnase- arabé&kfree water. RNA was quantified at
260 nm and RNA purity was estimated by calculathegratio between the absorbance at 260
nm and 280 nm (NanoDrop Technologies). RNAs warpiated and stored at -80°C.
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Density gradient centrifugation and fractionation.

The isopycnic centrifugation was performed withrigDof purified RNA according to
Vandenkoornhuyse and collaborators (modified in déakoornhuyse et al., 2007).
Representative fractions ofC- (light density fraction) and>C-labeled (heavy density
fraction) RNAs were taken along the ultracentritigya gradient. Each RNA fraction was
precipitated with two volumes of isopropanol. Afeantrifugation the pellets were washed in
75% ethanol, dried and redissolved in 25 pl ofapitire water.

RT-PCR.

From*?C-RNA and**C-RNA templates, RT-PCRs were performed from aquali of
4 pl of RNA using the Titan One Tube RT-PCR Kit @Re Applied Science, Germany). The
reaction was carried out in a final volume s pl with 10 pmol of the primers Eub_519f and
Eub_1390r specific for bacteria (Orphan et al.,@0@odified in Vandenkoornhuyse et al.,
2007).

Cloning and sequencing

The amplified fragments were ligated in the pGEMeEtor (Promega, Madison, WI)
and transformed into DH5Library efficiency’ competent cells (Invitrogen, Carlsbad, CA)
by heat shock. Cells were grown in Luria-Bertanidimen at 37°C overnight. The culture
medium was supplemented with ampicilline (125 Mg.IPTG (0.1 mM) and X-Gal (20
mg.L"). From each clone library, from 135 to 219 positiclones were sequenced
(Genoscreen, France) for both strands using T7R& @imers. The two sequences were
aligned and each nucleotide position was checkatyuSequencher 4.6 (GeneCodes, Ann
Arbor, MI).

Diversity and phylogenetic analyses

Rarefaction curves were computed for each datdfigetes 1BC, 2CDE and 3BC).
The number of species was quantified for 100 randombination of 1 toN sequences and
also by performing 100 bootstrap pseudo-replicatggemented in Estimates (Colwell et al.,
2004). Multiple alignments implemented with CLUSTALThompson et al., 1997) were
optimized by eye. Neighbor Joining phylogenic restauction under the K2P model was
calculated (CLUSTALX). PAUP 4. 10 (Sinauer Associates) was used to compute the
maximum parsimony (MP) tree by using a heuriste tsearch with 500 replicates of random
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addition, tree bisection and reconnection (TBR)sagmpping algorithm. For the 1000
bootstrap pseudo replicates, 15 replicates of mandddition using the TBR swapping
procedure were performed. Along with these phylegjenreconstructions, the maximum
likelihood (ML) tree was calculated using PAUP £.A.0 using the GTR+I+G model with

bootstrap estimates from 100 iterations. ModeRessoftware was used to select the model.

RESULTS (cf tableau annexe 5 du manuscrit de thése)

Total active bacteria in soil microsites

In bulk soil that represents the initial active teai@ in soil before earthworm
bioturbation, three phylogenetic groups were dominafter 8 days of incubation: the
Firmicutes theActinobacteria(phylotypes 4 and 10, highly similar ocardioidessp. C190
and Rhodococcus luteysind thep-Proteobacteria(phylotypes 19 and 23, highly similar to
Pelomonas aquaticandMassilia timonaeAY157761) (Table 1, figure 1A). Th&hloroflexi
and Gemmatimonadetephylogenetic groups were specific to bulk soil vdas the
Bacteroideteswere detected in all soil microsites excepted udk bsoil after 8 days of
incubation (Table 1). In burrow-linings, tle (phylotype 25 highly similar t&phingomonas
rhizogeney the - (phylotypes 19, 37 and 23, highly similar Bo aquatica Acidovorax
delafieldii and M. timonae AY157761) and they-Proteobacteria were the dominant
phylogenetic groups found (Table 1, figure 2B).chsts,Firmicutes and y-Proteobacteria
were no more detected but tbeinococciwere specific to this soil microsite. The dominant
phylogenetic groups in casts corresponded toAittenobacteria(phylotype 6 highly similar
to Micrococcus luteusand the3-Proteobacteria(phylotypes 19, 42 and 22, closely related to
P. aquatica Curvibacter gracilisandM. timonaeAM237371) (Table 1, figure 3A).
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Table 1. Number of phylotypes, number of phylotygssimated per g of dry soil and proportion of €on
sequenced within bacterial phylogenetic groupsend in both™?C- and**C-RNA (total) and in**C-RNA in
each soil microsite. The proportion of clone segeenfrom the*C-RNA in each soil microsite is expressed as
percents of the total clones in the microsite.

Burrow linings 2 days Burrow linings 8 days Bulk soil Casts Total

Total “C-RNA___ Total SC-RNA __total “C.-RNA __ Total __“C-RNA __ Total _C-RNA
Phylotypes 9 1 19 15 23 17 10 8 42 30
Phylotypes per g of dry soil 51 109 125 56
Phylogenetic groups (% of total library)
Bacteroidetes 6.5 0.7 0.7 19 0.1
Actinobacteria 4.9 2.2 36.5 19.2 41.8 39.7 219 15.2
Firmicutes 2.7 2.7 12.8 5.9 4.8 2.6
Chloroflexi 1.8 1.8 0.6 0.6
Gemmatimonadetes 0.9 0.3
Deinococci 0.7 0.7 0.1 0.1
Proteobabcteria
a- 6.7 28.1 14.6 3.2 2.3 4.8 4.8 10.9 57
B- 85.2 333 45.4 189 43.8 119 52.1 8.9 54.2 17.4
Y- 8.1 12.4 8.1 0.9 0.5 5.3 2.3
Total clones 135 45 185 86 219 91 146 80 685 302

Thus among all the phylotypes detected in the @iffesoil microsite, the one closely
related toP. aquatica(figures 1, 2 and 3, phylotype19) was detectetthért’C-RNA of all the

soil microsites whatever the incubation period.

Figure 1. A. Phylogenetic affinities of bacterialS8RNA sequences in bulk soil. The tree was congbie NJ
(Scale bar: 0.1 substitutions per site) of all Haeterial sequences amplified from bulk soil aBedays of
incubation, with representatives of the highest BIAhit of each phylotypes and known atrazine ddégopd
bacteria in orange. The outgroup is an unculturedarchaeote (AJ347774). Bootstrap values are dteticat
the nodes (NJ/MP/ML estimated from 1,000/500/1@ation respectively). Phylotypes are presentedh wit
colors: blue,**C-RNA; pink, *C-RNA; green, sequences found in b&i8- and™*C-RNA. Asterisks indicate
unknown phylotypes and triangles phylotypes shaetdieen different soil microsites. B. Estimatedacterial
community diversity as a function of sampling efféor bulk soil sample at 8 days. Rarefaction cerege
computed from 100 replicates of bootstrap (bluej He expected richness function (red) is the nunabe
phylotypes estimated (random sampling without regaent) from the sequences analyzedf6-RNA. C.
Estimates of bacterial community diversity {6€-RNA.
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Figure 2. Phylogenetic affinities of bacteria SRINA sequences in burrow linings after 2 (A) and8 days of
incubation. The tree was computed by NJ (Scale ®dar:substitutions per site) of all the bacterigdjgences
amplified from burrow linings, with representativetthe highest BLAST hit of each phylotypes anawkn
atrazine degrading bacteria in orange. The outgrisupn uncultured crenarchaeote (AJ347774). Bagstr
values are indicated at the nodes (NJ/MP/ML esgohditom 1,000/500/100 iteration respectively). Bhypes
are presented with colors: bIU8C-RNA; pink, *C-RNA; green, sequences found in b&8- and™*C-RNA.
Asterisks indicate unknown phylotypes and triangdaylotypes shared between different soil micrasitg.
Estimates of bacterial community diversity f6€-RNA for burrow-linings sample at 2 days. D. Esites of
bacterial community diversity fof"C-RNA for burrow-linings sample at 8 days. E. Esttes of bacterial
community diversity for*C-RNA for burrow-linings sample at 8 days.
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Figure 3. A. Phylogenetic affinities of bacterialBERNA sequences in casts after 8 days of incubafibe tree
was computed by NJ (Scale bar: 0.1 substitutiomssipe) of all the bacterial sequences amplifiezhfrcasts,
with representatives of the highest BLAST hit otleghylotypes and known atrazine degrading bacieria
orange. The outgroup is an uncultured crenarcha@at®@47774). Bootstrap values are indicated atnibdes
(NJ/MP/ML estimated from 1,000/500/100 iteratiospectively). Phylotypes are presented with colbise,
12C-RNA; pink, **C-RNA; green, sequences found in bdfe- and*C-RNA. Asterisks indicate unknown
phylotypes and triangles phylotypes shared betwdiierent soil microsites. B. Estimates of bacteria
community diversity for’"C-RNA for surface casts sample at 8 days. C. Estisnaf bacterial community
diversity for**C-RNA.

3C-atrazine degradation kinetics
3C-atrazine degradation was faster in burrow linitigan in bulk soil and casts

(Figure 4). After 8 days, approximately two timesd atrazine remained in burrow-linings
compared to bulk soil and earthworm casts (11.9 489d 20.7 mg of atrazine per gram of
dry soil respectively, figure 4). Whereas hydroxgaine and DEA were detected at low
concentration in all microsites (0.25 mg and 0.1 per gram of dry soil at the most

respectively, data not shown), DIA was not detected

mgatrzine.g *

10 T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
days

Figure 4:*C-chain labeled atrazine degradation kinetics ik bail (straight line), burrow linings (dash line)
and earthworm casts (dot line). Arrows indicatetthree at which RNA extractions were performed.

Atrazine-degraders in soil microsites

Relevant with the higher atrazine degradation (Bgd), *>C-RNA was rapidly (at 2
days incubation) and solely detected in the burioimgs. A single phylotype closely related
to P. aquatica (figure 2A, phylotype 19) was found. Eight daydidaing **C-atrazine
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addition, "*C-RNAs were detected in all soil microsites andresponded to the same
dominant phylogenetic groups as those of totalvadbacteria retrieved in the corresponding
microsite but not compulsorily to the same phyletypln bulk soilActinobacteriaphylotypes
retrieved in**C-RNA corresponded in majority to sequences closelgted toR. luteusand
Aeromicrobium ginsengiso{figure 1A, phylotypes 10 and 5 respectively) binrrow-linings
at 8 days, thex- (phylotypes 14 and 34, closely related Raracoccus marcusiand an
unknown phylotype), the3- (phylotype 19, closely related tB. aquatica and they-
Proteobacteria(phylotype 27, closely related RBseudomonasp. ADP)corresponded to the
dominant phylogenetic groups detected fC-RNA (figure 2B). In casts, the main
phylogenetic group corresponded to fiatinobacteriawith a phylotype closely related M.
luteus(figure 3A, phylotype 6).

Among all these phylotypes detected-¥8-RNA, those corresponding to the species
Micrococcus luteusRalstonia basilensiM91-3 andM. timonaeAY157761, (figures 1A, 2B
and 3A, phylotypes 6, 20 and 23 respectively) wizected in thé’C-RNA of all the soil
microsites at 8 days.

Total active bacteria vs atrazine-degraders

After 8 days of incubation, in all soil micrositdbe atrazine degraders represented a
fraction of the total active bacteria ranging frd&1% to 79 % and 80 % in bulk soil, burrow-
linings and casts, respectively. However, many @iyples were only detected iC-RNA
indicating high specificity to atrazine. This waarficularly true in bulk soil and casts since
61 and 62 % respectively of all the phylotypes ckeig were specific to theC-RNA whereas
in burrow-linings it corresponded to 47 %.

DISCUSSION

Total active bacteria diversity in soil microsites
The bacterial diversity in soil is known to be hugyece one gram of soil may harbor
up to 10 billion microorganisms of possibly thoussrof different species (Torsvik et al.,
1990; Rossello-Mora and Amann, 2001). In bulk smil; results indicated that 125 different
phylotypes of active bacteria might be recoverednfione gram of dry soil (Table 1). These
phylotypes were highly diverse and belonged toetgrof bacterial groups. Moreover 38% of
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them were not related to known sequences indicdakliaga non negligible part of these soill
bacteria has not been described previousty fnonophyletic phylotypes with homology to
known 16S rRNA gene sequences below 97%). Whitauimexperiments the most active soil
bacteria in bulk soil belonged to tAeProteobacteriathe Actinobacteriaand theFirmicutes

in importance order, previous study based on 168%ArBlone library reported that 65% of all
the bacterial ribosomes from an acidic grasslandhefNetherlands were originated from
Firmicutesand to a lesser extent to theProteobacteria(Felske et al., 1998). In fact, the
diversity of soil bacteria depends on environmentattors that generate different
microhabitat associated to the spatial heteroggrdisoil matrix (Torsvik et al., 2002). In
that way, our results showed precisely differenneactive bacterial communities among the
various soil microhabitats generated by earthwoiotuboation.

Whereas, by using culture dependent strategy, Rairts al. (2002) shown that the
bacteria isolated from burrows and soil are venyilarr and belong to thActinobacteria the
Firmicutes and thea-, B- and y-Proteobacteria our results indicated that, the same
phylogenetic groups were detected wBlacteroideteson top of that in burrow-linings.
However we observed significant differences inrtpeedominance and at the phylotype scale
high diversity was detected since only six phyleymvere common between bulk soil and
burrow-linings. Tiunov and Dobrovolskaya (2002) odgpd changes in taxonomic
composition of the culturable microbial communitylurrows compared to bulk soil and our
results indicated that active soil bacteria diugrés also modified as 8 phylotypes were
specifics to burrow-linings (figure 2B). These chas in active bacterial population should be
due to the specific physico-chemical propertiebuiow-linings as for example enrichment
in NOs and NH" (Binet and Trehen, 1992; Parkin and Berry, 19983t might had
stimulatedPseudomonaspp., known denitrifying bacteria (Cheneby et 2000), present in
higher proportion in this microsite.

As previously described by Egert et al. (2004) WRHLP analysis significant
differences between the bacterial communities ihasaw casts were observed. The diversity
of the active soil bacteria was greatly affected gassage through earthworm gut and
excretion as only 10 different phylotypes were dieteé andFirmicutes were lost. This
decrease of bacterial diversity is surprising asspge through earthworm guts have been
shown to promote endospore germination (Drake andhH2007). Nevertheless, this is
consistent with the negative impact of earthworihdigestion on the number of soil bacteria
that has been recently observed by culture indepregndethods (Monard et al., 2008).
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It is shown that earthworm bioturbation that getesaheterogeneity in soil
contributed to the maintenance of high bacterialedity in soil as some bacterial
phylogenetic groups were specific to soil micrasitAs previously suggested by Wardle
(2006), biotic interactions influence soil biodisgy as soil invertebrates promote dispersal

and modify soil habitats of smaller sized organismsh as bacteria.

Considerations for the use of RNA-SIP

3C-labelling of RNA at 8 days must be estimated wvaigine as this labeled might be
explained by different ways. First, the simplesplaration is that thi$°*C-RNA belonged to
bacteria that were able to degrade atrazine onéfsbolites in a case of consortia. Secondly,
3C-labeling of RNA can be explained by cross-feedimgween bacteria but this labeled
RNA may be principally located in intermediate baoly density between light and heavy
fractions (Radajewski et al., 2003). As the heawagtion taken from the ultracentrifugation
gradient corresponded to higtC enrichment level of RNA, sample of partially sk RNA
corresponding t&°C incorporation via cross-feeding has been limitédally, bacterial RNA
might be labeled through cometabolism by consumptidé the *C-labeled ethyl and
isopropyl side chains released during the atraziegradation by other bacterial strain.
However this hypothesis is not supported by ouultesas DEA and DIA were either not
detected or detected at very few concentrationsguhe incubation indicating (i) no or too
few liberation of'3C labeled chains and/or (i) intracellular degrémtatas proposed in the
literature (Barriuso and Houot, 1996; Urlacher kf 2004; Vaishampayan et al., 2007).
According to these statements, we can estimatdhbanajor part of the phylotypes retrieved
in *C-RNA corresponded to atrazine degraders.

The efficiency of the SIP-RNA strategy is also poped by the fact that phylotypes
highly similar to the strainsRalstonia basilensisM91-3 and Pseudomonassp. ADP
(Mandelbaum et al., 1995; Stamper et al., 2002)chviare known atrazine-degraders, were
detected in*C-RNA from different soil microsites.

Atrazine degrading bacteria
The atrazine-degraders identified in the presentlystbelonged to a variety of
phylotypes from several phylogenetic groups indingathat the genes involved in the atrazine
degradation were likely acquired by horizontal gaamsfers. Thus mobile genetic elements
play a major role in the situ spread and eveae novoconstruction of catabolic pathways in
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bacteria, allowing bacterial communities to rapidtjapt to xenobiotics (Top and Springael,
2003). Concerning atrazine, De Souza et al. (1998ayed that the plasmid pADP1 found in
the strainPseudomonasp. ADP and harboring tretzA -B, -C, -D, -E and + genes was
self-transmissible to several Gram-negative soitdyéga. Martinez et al. (2001) analyzed the
complete nucleotide sequence of this plasmid aogvet that the genes encoding the initial
reactions of atrazine degradation are not orgarizeth operon but are dispersed and flanked
by transposases allowing independent transferss The atrazine catabolic genes can be
recruited or lost independently and direct plastratisfer may not be the only mechanism by
which atrazine degradation genes are disseminatdaei environment. Thus these insertion
sequence elements have been found flankingthgenes in other bacteria confirming that
mobile gene cassettes have transferred betweamssf&hapir et al., 2007).

Most of the phylotypes detected in heavy fractia@revnot observed in light fraction
indicating they were not active or represented latvanumber before atrazine addition. Their
response to atrazine addition might have enhanced &ctivity and allowed us to detect
them. We can speculate that these bacteria wen#ytigependant of atrazine as nutrient
source.

Burrow-linings form a special soil microsite forraine degraders as shown by
Monard et al. (2008) and it has already been olesefor 2,4-D degradation by Pivetz et al.
(1995). They are enriched microhabitats as theyaworhigher organic matter, inorganic N
and P, organic and total C and (Binet and Treh882;1Parkin and Berry, 1999; Tiunov and
Scheu, 1999; Jegou et al., 2001; Tiunov et al.120@ Bayon and Binet, 2006). The ‘hot
spot’ status of this soil microsite is further comied in the present study as i) the first
atrazine degraders (phylotype 19, highly similathie specie$. aquatic figure 2A) were
detected rapidly in this microsite after 2 daysnaubation and ii) atrazine degrading activity
was improved in burrow-linings compared to the ol microsite (figure 4). This increase
may be due to more favorable physical and chengoatlitions to soil bacteria that might
have stimulated their activity and thus burrowsigs contained a larger fraction of
metabolically-active microorganisms. We can spedeuldat the proportion of bacterial
ecological opportunistse. in ther physiological state (Stenstrom et al., 2001) wigbdr in
burrow-linings leading to an earlier and higher rdeigtion of atrazine than in the other soil
microsites. Then, this increased atrazine degradatiyity might depends upon the presence
of both efficiency consortia and individual straadse to completely degrade atrazine such as
Pseudomonasp. ADP (Mandelbaum et al., 1995) whose relategdagtype has only been
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detected in burrow-linings (phylotype 27, figure)2Bioreover,Pseudomonas putidenat
belongs to the same phylotype has already beenrstmWwarbor thérzD gene encoding an
enzyme involved in atrazine degradation throughsi@mation of the cyanuric acid into urea
(Smith et al., 2005). Phylotype relatedRo basilensisM91-3 (Stamper et al., 2002), another
atrazine degrading bacteria, has also been detacté@d-RNA of all the soil microsites after
8 days of incubation (phylotype 20, figures 1A, &Bd 3A). This strain, isolated from a soill
sample collected from a pesticide handling area éarm (Radosevich et al., 1995) is able to
mineralize atrazine and uses it as the sole safrcarbon and nitrogen energy (Stamper et
al., 2002).

P. aquatica, M. timonae and M. luteus

Among the atrazine-degraders retrieved in thisystaowbst of them were unknown as
involved in this function yet. The ones highly dianito the specieB. aquatica M. timonae
andM. luteus(phylotypes 19, 23 and 6) called our attention.

First, the atrazine-degraders related Ro aquatica belonging to the class di-
Proteobacteriawere the primary bacteria acting in the biodegtiadaas the sole rapidly
detected two days aftéfC-atrazine addition. The straf. aquaticahas been isolated from
industrial water in Sweden (Gomila et al., 2007) &nclosely related to the straelomonas
saccharophila that has been studied as degrader of aromatic @emes such as
phenanthrene, a PAH (Stringfellow and Aitken, 1995)

The phylotype closely related . timonaeAY157761 belonging to the class pf
Proteobacteriahas been detected fiC-RNA from all the soil microsites analyzed after 8
days of incubation with thEC-atrazine. This strain has been isolated from lu¢hadquist
et al., 2003) bui. timonaewas also isolated from soil samples (Ferrari t28l05). A strain
isolated from soil sample, closely relatedMo timonaeAY157761 (98% homology in the
16S rRNA gene sequence) can degrade phenanthrens.phenanthrene catabolic enzymes
might be involved in evolution of atrazine degramiatthrough N-dealkylation by soil
bacteria. Indeed, phenanthrene is mainly degradedxlygenation of the aromatic rings
catalyzed by a monooxygenase (Narro et al., 198Bwever, the two monooxygenases
implied in atrazine and phenanthrene degradationaddelong to the same enzymatic family
(EXPASY, www.expasy.org).

The phylotype highly similar toV. luteus corresponded to the dominant atrazine-
degrader and the solsctinobacteriaretrieved in earthworm casts. Interestingly, atéxdal
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strain isolated from water samples and highly sintibM. luteusAJ409096 was able to grow
in presence of atrazine and to degrade this magqtudipez et al., 2005). However this strain
has never been detected.irterrestriscasts yet.

Conclusion

The present paper showed that atrazine degradatiation is sustained by different
phylotypes of bacteria among which a fraction waknown. Interestingly, most of these
phylotypes have never been identified as atrazegatlers before. By comparing the
atrazine degradation kinetics and the number ofapyyyes retrieved if°C-RNA after 8 days
of incubation, no apparent relation was observetivdeen bacterial diversity and the
ecosystem function to which we were interestedl'ms atrazine degradation function does
not seem to depend primarily to total atrazine-ddigrg bacterial diversity but most to key
atrazine-degraders and physico-chemical conditiohsthe soil. Thus the soil spatial
heterogeneity as the one generated by earthwortarbaiion is a main process in sustaining
bacterial diversity. This diversity is also functa as key species in atrazine degradation
were selected in specific microhabitats. The prestrdy demonstrated that burrow-linings,
by offering optimal physico-chemical conditionssjgecific key atrazine-degraders, constitute

a ‘hot-spot’ for atrazine degradation
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4. Syntheése du chapitre IV

L'utilisation du SIP a partir d’ARN permet d’accéddirectement aux bactéries
réellement impliquées dans la dégradation d’un tsab§°C-ARN) tout en ayant accés aux
bactéries actives totales“G-ARN) dans le systéme étudié (Radajewski et ab)32
Wellington et al., 2003; Dumont and Murrell, 2008¢ufeld et al., 2006). Cette technique
permet de répondre avec précision a la questionfajuquoi ?’ et de vérifier ou infirmer
'hypothése que la diversité assure la fonctionesjion fondamentale en écologie
microbienne pour la compréhension des processusobmns intervenant dans un
ecosysteme.

A la lumiére de cette étude, nous montrons deuxedms de structuration des
communautés bactériennes actives du sol. Ainslditeon d’un substrat carboné sélectionne
et structure les bactéries actives du sol. De @ussein de microhabitats particuliers dans
lesquels l'activité de certaines bactéries du sblstimulée (‘hot-spots’), tel que dans les
turricules de vers, I'addition d’'un substrat carddacilement métabolisable comme I'acétate
active et stimule le développement de certainetehias peu représentées initialement. Ces
opportunistes écologiques (Stenstrom et al., 2@@ht devenus plus compétitifs et plus
abondants en présence d'acétate et l'utilisationS#la a partir I’ARN nous a permis
d’accéder directement a ces communautés bactéseiNganmoins, comme |'ont observé
Kuzyakov et Bol (2006), la réactivité de ces bdetdépend de la nature du substrat puisque
dans les turricules la consommation d’'un substidbané complexe comme l'atrazine n’est
pas stimulée par rapport au sol non bioturbé. Sait#addition de **C-atrazine une
modification des communautés bactériennes actians  sol a également été observée dans
les parois de galeries, avec une sélection de pipde bactériens inactifs ou faiblement
représentés avant I'addition du substrat. AinsieaB jours d’'incubation des phylotypes
supplémentaires a ceux présents aprés deux joudt@identifies. Certains de ces nouveaux
phylotypes ont été détectés dans la fraction lo@lia-ARN) (dont Streptococcus oraljs
Micrococcus luteusParacoccus marcusiMethylobacterium lusitanupiRalstonia basilensis
M91-3), et correspondent donc a des bactéries tjisemt les carbones des chaines de
'atrazine comme source nutritive. D’autres nouveginylotypes ont été détectés dans la
fraction légére’C-ARN) (dontNocardioides fulvugt Acidovorax delafield)i correspondant
soit a des bactéries utilisant les carbones nomueéarde I'atrazine (carbones du cycle), soit
utilisant I'atrazine comme source d’azote.
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La bioturbation du sol par la macrofaune est umeatdcteur de structuration des
communautés bactériennes vérifié a deux reprigéisiéa 4 et 5) Chaque microsite de sol
posséde sa propre population bactérienne et sareprdipersité. Ainsi, aprés 8 jours
d’incubation, 23 phylotypes différents ont été déde dans les fractions 16geré&C(ARN)
du sol non bioturbé, 19 dans les parois de galetid® dans les turricules. La bioturbation a
donc un effet globalement négatif sur la diverdi#¢ communautés bactériennes en réduisant
le nombre de phylotypes bactériens différents éssle spécifique), et particuliéerement apres
digestion du sol par les lombriciens, certains ptyyles ne sont plus présents dans les
microsites de sols générés par les vers de teereNpcardioidessp. C190 eRhodococcus
luteug. Ces résultats confirment ceux de Haynes et24l03) qui avaient observés une
diminution de la biomasse microbienne dans ledculas de deux espéces de lombriciens
différentesL. rubelluset Aporrectodea caliginosaNéanmoins, la bioturbation du sol par les
lombriciens permet le maintien de la diversité guescertaines bactéries sont spécifiques aux
parois de galeried\( fulvus Shingomonas rhizogenes. delafieldii Pseudomonasp. ADP
et Shigella sonngiet d’autres aux turricule€(rvibacter gracilig.

Par l'utilisation de la stratégie de SIP-ARN en seréce de*>C-atrazine, notre
objectif était d’'identifier les bactéries indigerais sol capables de dégrader cette molécule et
de comparer ces données aux connaissances digsouidhs la littérature concernant les
bactéries et/ou consortia isolés. Pour cela diffé® bactéries connues pour dégrader
'atrazine (Nocardioidessp. C190 (Topp et al., 20008Arthrobactersp. AD1 (Cai et al.,
2003), Aminobacter ciceron{Topp et al., 2000b)Chelatobacter heintzi{Rousseaux et al.,
2001),Pseudomonasp. ADP (Mandelbaum et al., 1998), basilensidvM91-3 (Radosevich et
al., 1995)) ont été incorporées dans chaque phyilegétalisée. Alors qu’'au total, 30
phylotypes dégradants ont été identifies dansrtgs microsites, seuls deux d’entre eux ont
une forte homologie avec des isolats déegradantafate : Pseudomonasp. ADP etR.
basilensisM91-3 (Mandelbaum et al., 1995; Radosevich et1#195). Ainsi de hombreuses
bactéries auparavant inconnues comme intervenanst ldadégradation de I'atrazine ont été
identifiées. Certains de ces phylotypes n'ont étctés que dans ¥C-ARN (Lactobacillus
iners Aeromicrobium ginsengisoliM. luteus Agrobacterium tumefaciengCaulobacter
vibrioides P. marcusij Massilia timonae R. basilensisM91-3, Pseudomonageruginosa
indiguant que leur activité est étroitement dépatelde la présence atrazine. La présence de
phylotypes proches dB. aquaticaet de M. timonaeAY157761, bactéries connues pour
dégrader le phénanthréne, dans les fractions lsufde-ARN) de tous, ou presque, les
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microsites laisse supposer que les monooxygénasphbguées dans la dégradation de
I'atrazine et dans celle du phénanthréne sont podtun point de vue évolutif. Néanmoins
des travaux complémentaires sont nécessaires @bider cette idée car aucune similarité
dans la dégradation de ces deux molécules n’al&énae jusqu’a présent (Fang et al.,
2001).

Les bactéries dégradant I'atrazine ont sGrementiadgs genes de dégradation par
transfert horizontal puisqu’aucun lien phylogénétiogn’existe entre elles et que ces genes
sont connus pour étre mobiles grace a des élérderitansposition (Eaton and Karns, 1991a,;
Martinez et al., 2001; Devers et al., 2005). Despjusqu’a maintenant, les seules bactéries
isolées ayant intégré des génes de dégradation’attazine dans leur chromosome
appartiennent au genr&rthrobacter (Cai et al., 2003; Vaishampayan et al., 2007) dont
aucune seéquence relative a ce genre n'a été mis@€velence dans nos dans nos
expérimentations. D’aprés Daane et al. (1996) rmus/ons supposer que les taux de ces
transferts horizontaux n’'ont pas été stimulés fmatiVité de bioturbation catumbricus
terrestris contrairement a d’autres lombriciens n'a pas étintnd comme favorisant ce
processus.

Chaque microsite issu de la bioturbation du sol Iparlombriciens possédant sa
propre population bactérienne active, les bactégastives a I'addition d’'un substrat seront
donc différentes. Ainsi, les parois de galeriesstiturent un ‘hot-spot’ pour la dégradation de
l'atrazine puisque la dégradation y est la plusdeyet les premiers dégradants (phylotype
proche dePelomonas aquatigay sont détectés dés deux jours d’incubation.eCgpécificité
des parois de galerie doit étre liée a leurs pédési physico-chimiques qui en font un habitat
privilégié pour les microorganismes du sol (Bined drehen, 1992; Parkin and Berry, 1999;
Tiunov and Scheu, 1999; Jegou et al., 2001; Amatlat., 2006; Le Bayon and Binet, 2006).
Notamment, leur enrichissement en azote qui folauaik bactéries cette source nutritive et
leur permet d'utiliser I'atrazine comme source debone en paralléle, consommation sur
laquelle est basée l'identification des bactérisgrddantes grace au SIP-ARN.

La comparaison entre la diversité bactérienne diégte dans les différents
microsites et les cinétiques de dégradation obgnoas montre qu’il n’y a pas de lien direct
entre la diversité totale des bactéries activesn@me la diversité des bactéries dégradant
I'atrazine et la fonction de dégradation : la dsitér ne supporte pas la fonction. L'intensité de
la réponse fonctionnelle semble surtout étre popiela présence d'especes clés devant
interagir au sein de consortia pour le déroulenduntprocessus. Ainsi la présence du
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phylotype proche d@®. aquaticapourrait étre importante mais pas suffisante pashien
gu’intervenant dans la dégradation de l'atrazinesd#es turricules, la dégradation de
'atrazine n'y est pas aussi importante que ceblseovée dans les parois de galeries. Par
ailleurs, une autre dimension importante qui daie rise en compte dans I'expression
fonctionnelle est les interactions de type compétjtcomme la lutte pour l'utilisation du
substrat et I'occupation d’'un habitat. Les bactiles mieux adaptées aux contraintes du
milieu et celles présentant la meilleure valeurecile (fitness) dans ['habitat se
maintiendront. De fait, il ne s’agira pas nécessaant des bactéries les plus efficaces dans la
biodégradation du polluant qui subsistent danltiaa mais celles qui présentent la meilleure
valeur sélective.

En parallele des extractions d’ARN réalisées ausdes cinétiques de dégradation
de l'atrazine marquée ddC, les quantités d'atrazine et de ses métabolitggréxyatrazine,
DEA et DIA) ont été déterminées. Ainsi, le DIA rjamais été détecte, I'hydroxyatrazine a
été quantifiee & chaque prélevement mais en géarttiés faibles (a la limite du seuil de
détection) par rapport a la disparition d'atrazieiele DEA a été retrouvé de maniére
sporadique et également en quantités tres faililes. faibles détections des métabolites
supposent que la dégradation de I'atrazine estdeliulaire comme proposé par Barriuso et
al. (Barriuso and Houot, 1996), évoqué par la présele genes codant pour des protéines de
transport de type ABC dans le plasmide pADP-1 tetéochezPseudomonasp. ADP
(Martinez et al., 2001) et confirmé par Vaishampagtal. (2007). De plus les cytochromes
P450 a I'origine de la formation de DEA et de Dléns également intracellulaires (Urlacher
et al., 2004).

L'utilisation du SIP-ARN constitue donc un outilfiehce pour une meilleure
compréhension des processus de dégradation etctimsrsaimpliqués. Cette étude nous
montre que cette technique peut étre appliquéesasdbstrats et des milieux complexes.
Couplé a des techniques moléculaires telles queR&LP ou le séquencage, le SIP-ARN
donne accés a des connaissances précieuses stomesunautés bactériennes réellement
impliquées dans les fonctions supportées par leetstdur activité et permet d’appréhender

I’hétérogénéité spatiale des processus de dégoadzttide leurs acteurs.
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Ce travail de recherche fait écho aux problemesodéamination organique des sols
par les herbicides dont l'utilisation fréquentegénéralisée en agriculture mais aussi par les
collectivités a conduit a des pollutions diffusesisl tous les compartiments des écosystemes
terrestres et aquatiques. La rareté des informatiponibles a ce jour sur I'étendue spatiale
et temporelle de ces pollutions en font un problafemvironnement majeur. Ancré aussi
dans la réflexion générale sur le développementagriculture durable, ce travail de
recherche a eu pour objectif général de redéfmplace et le réle de la biodiversité dans les
services écosystémiques rendus par les sols dimtdeedégradation des polluants, qui est a
la base du potentiel épurateur des sols et au-delda résistance et résilience des
écosystemes.

Ainsi, 'ensemble de ce travail de thése a étéaaméur de la fonction de dégradation
des herbicides et s’est particulierement intéreasé interactions biotiques existant entre la
macrofaune lombricienne et les bactéries du sdceqtibles de réguler les processus a
I'origine du service de détoxification fournit pas bactéries du sol.

Dans le sol a I'échelle micrométrique, la disséridamades bactéries est un parametre
clé pour la dégradation des polluants. Elle augeésd probabilités de rencontre entre les
bactéries et la molécule a dégrader et ces retatipatiales sont essentielles quant a la
dissipation et le devenir du polluant dans le ¢@. bioturbation du sol consiste en sa
réorganisation physique et en la création de nawveaicro-habitats et structures qui vont
controler l'activité, 'abondance et la structuresdcommunautés bactériennes du sol. Par
conséquent les interactions existant entre lesn@ges ingénieurs du sol tels que les
lombriciens et les communautés bactériennes dégrssapolluants sont d’'un intérét majeur
pour la compréhension des mécanismes de détoidficat de dissipation des xénobiotiques.

Nous avons voulu savoir dans quelle mesure la ibation du sol par les
lombriciens modifie les communautés bactérienndgénes et celles dégradant I'atrazine et
pour cela, nous avons pris en compte I'hétérogérspifitiale générée par cette réorganisation
physique du sol. De plus un niveau de complexip&saur a été obtenu en utilisant deux sols
aux propriéetés physicochimiques différentes et asles capacités de minéralisation de
I'atrazine opposées. Nous nous sommes ainsi isi&semix microsites issus de la bioturbation
de ces deux sols par les vers (parois de galereenteres, turricules) en les considérant
comme des habitats microbiens proximaux mais dpatent indépendants. A cette échelle, il
s’est agit d'argumenter les questions suivanteke®meliant a I'activité de minéralisation ou
de dégradation de l'atrazime situ
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i) Dans quelle mesure la bioturbation du sol affeett-elle la structure et la taille des
communautés bactériennes indigenes du sol et de lesl dégradant l'atrazine ? Les
bactéries dégradant I'atrazine sont elles en plasdg concentration dans certains microsites

de sol générés par la bioturbation et inversement ?

i) Outre la dissémination des bactéries du sol, laioturbation joue-t-elle un réle dans
leur activité et dans I'expression des genes catdlmues ? Certains genes d’'intérét pour la
dégradation de l'atrazine dans le sol s’expriméengifféremment dans les microsites de sol

géneéreés par la bioturbation et en quoi leur exprassst affectée (répression, activation..) ?

iii) La bioturbation modifie-t-elle la diversité des communautés bactériennes indigenes
et actives dans le sol et celles des communautéstaennes activement impliquées dans
la dégradation de I'atrazine ?Les consortia bactériens intervenant dans la dagoadsont-

ils semblables ou différent-ils entre micrositessdeissus de la bioturbation ? La dégradation
de l'atrazine s’en trouve-t-elle modifiée ?

La réponse a ces questions passe par une ouvevene la génomique
environnementale impliquant l'utilisation d’outitsoléculaires dans I'objectif de résoudre des
guestions écologiques. Cette approche permet d&asehir de la mise en culture des
bactéries étudiées et donc d’accéder a I'ensenwla diversité bactérienne présente dans le
sol. Pour cela un développement méthodologique litapociblant I'étude de 'ARN a été
entrepris par la mise en place des techniques dgHTR et de SIP-ARN. Nous nous
sommes ainsi intéressés aux bactéries activesld donc celles directement a 'origine des
fonctions supportées par le sol. Grace a ces apesp0os résultats confirment et avancent de
nouvelles notions concernant les interactions dpiets macrofaune lombricienne/bactéries du

sol et leur impact sur la diversité bactériennguet’hétérogénéité du sol.

1. Les avancées fondamentales acquises

Une premiére action mesurable de la bioturbatianaesodification de la structure
des communautés bactériennes dans les deux soRFLFP; RISA), confirmant les
observations préalables de Kersanté et al. (2Q0@gntification des bactéries actives dans
chaque microsite de sol par séquencage nous ageenpréciser cette modification de la
composition des communautés bactériennes générééepavers de terre. Ainsi chaque
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microsite de sol ne renferme pas les mémes groygedogénétigues dominants
(Actinobactéries Firmicutes et B-Protéobactériesdans le sol non bioturbé;-, B- et y-
Protéobactériesdans les parois de galeriesAattinobactérieset p-Protéobactériesdans les
turricules) indiquant une sélection et/ou déplétida certains groupes bactériens. Ces
modifications de la diversité des communautés bactées sont dues i) aux propriétés
physico-chimiques caractéristiques des micrositesn{dité, pH, matiére organique, C, N,
P...) qui constituent des micro-habitats favorablesdéveloppement de certaines bactéries
(e.g. Furlong et al., 2002) et ii) au passage didaos le systeme digestif des lombriciens qui
peut soit stimuler I'activité de certaines bacterniei sol comme celles sous forme de spores
(Fischer et al., 1997), soit diminuer I'abondaneebdctéries utilisées comme source nutritive
ou ne résistant pas a l'action des enzymes digsstiBohlen and Edwards, 1995;
Khomyakov et al., 2007).

Sol non bioturbé

Solnon bioturbé

Galeries Galeries
A . B
Turricules

Turricules

Diversité bactérienne

totale Abondance bactérienne

totale

Diversité dégradants

Abondance dégradants

Dissipation de I'atrazine

Figure V-1: Un exemple de synthése de I'ensembte résultats obtenus durant le travail de théss temn
microsites issus des sols d’Epoisses (A) et derVEg). L'activité bactérienne totale correspondnaumbre de
génes codant pour I'’ARNr 16S exprimés 7 jours apaéslition de 1.5 mg d’atrazine par kg de sol $ectivité
des dégradants au nombre de geieB exprimés 7 jours aprées I'addition de 1.5 mg d&tra par kg de sol sec,
la diversité bactérienne totale au nombre de piyést total détectés 8 jours aprés I'addition den@sde’3C-
atrazine par g de sol sec, la diversité des dégtada nombre de phylotypes détectés dans lesofnadburdes
(**C-ARN) 8 jours aprés I'addition de 25 mg tfe-atrazine par g de sol sec, la dissipation deazine a la
quantité d’atrazine retrouvée 8 jours aprés I'additle 25 mg dé°C-atrazine par g de sol sec, la minéralisation
au taux de minéralisation d&-atrazine dans les 3 jours suivant son apporedoncentration de 1.5 mg par g
de sol sec, I'abondance bactérienne totale au rordbr génes codant 'ARNr 16S détecté juste apres le
démontage des microcosmes, I'abondance dégradamisnabre de génatzA détecté juste aprés le démontage
des microcosmes. Chaque couleur (orange et videtespond aux résultats d’'une méme expérimentation

Une synthése des résultats obtenus durant celttievagcherche est présentée dans
la figure V-1. La comparaison des différentes ekxpéntations est a prendre avec précaution

puisque les quantités d’atrazine apportées sombipatifférentes et les sols utilisés ont été

215



Chapitre V: Conclusions et perspectives

prélevés a au moins une année d’intervalle. Néamsrdifféerentes conclusions se dégagent de

ces expérimentations.

1.1. Une survie différente des bactéries du sol a I'ing&on par les lombriciens

Le passage du sol dans le tractus digestif du vedifira significativement les
communautés bactériennes du sol. En effet, comommopé par Fischer et al (1997) et Drake
et Horn (2007), dans le sol de Vezin, les bactépessentes sous forme d’endospores
(bactéries Gram +) seraient activées au cours sisage dans les endenteres et pourraient étre
a l'origine des quantités d’ARNr 16S plus imporentetrouvées dans les turricules (figure
V-1). A I'opposé, comme Pedersen et Hendriksen 819%ui ont montré par culture une
diminution du nombre total de CFU et du nombrE. d@oli et deP. putidadans les turricules
de Lumbricusspp., il semblerait qu’une partie des bactériesalisoit utilisée comme source
nutritive et digérée, diminuant ainsi la taille desmmunautés bactériennes (gene codant
I’ARNr 16S) retrouvées dans les turricules (figid). Cet effet contrasté de la digestion du
sol par le ver sur les bactéries semble étre @ineent lié a I'action du fluide digestif et son
contenu enzymatique (Curry and Schmidt, 2007; Krakay et al., 2007).

Dans les turricules du sol d’Epoisses, exceptémim&ralisation de I'atrazine plus
importante que dans les autres microsites, tousutes criteres mesurés sont les plus faibles
(figure V-1). Néanmoins, nous avons montré quelastéries présentes dans les turricules
sont plus réactives a I'addition d’'un substrat ca simple que celles présentes dans le sol
non bioturbé. L'identification des bactéries activdans ce microsite montre que les
Firmicutes classe bactérienne comprenant la majorité ddgiies sporulantes, disparaissent
suite a la digestion du sol par le ver. Par couleex phylotypes bactériens hautement
similaires aMicrococcus luteus(Actinobactéri¢ et Massilia timonae(B-Protéobacteérig
bactéries non sporulantes, présents en faible ig@adans le sol non bioturbé, sont
‘sélectionnés’ dans les turricules. Ces résultatarroborent pas I'hypothése d’activation
des spores bactériens durant la digestion du solegalombriciens (Fischer et al., 1997;
Drake and Horn, 2007) dans le sol d’Epoisses nais-entendent néanmoins une digestion
sélective des bactéries du sol par le ver.

Ainsi, grace a des techniques de biologie molémilaious confirmons les résultats
obtenus par mise en culture et par mesure deJi&tinicrobienne classique (respiration
basale, quotient métabolique...)(Daniel and Anderd®92; Binet et al., 1998; Tiunov and
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Scheu, 2000a; Haynes et al., 2003) : la bioturbadio sol par la macrofaune lombricienne et
plus particulierement le passage dans le tube tifigésule I'activité des bactéries du sol qui
survivent a lingestion, mais une réduction de ddldé des communautés bactériennes est
observée, indiquant une capacité de survie différdas bactéries du sol au fluide digestif des
lombricien (Khomyakov et al., 2007). Selon le tygsetérien, la digestion du sol par les vers
de terre aurait donc un effet opposé. Dans le cafdrela dégradation de I'atrazine,
I'inoculation de bactéries Gram Pgeudomonasp. ADP efC. heintzi) nous a confirmé que
ces bactéries ne résistaient pas a la digestioriepaer puisque aucune stimulation de la
minéralisation n’'a été observée dans les turricutms comme aucune expression du gene

atzAqui n’est porté que par ce type bactérien (Ghosi,2008).

1.2. Les parois de galeries : un microsite particulier pur les bactéries dégradant

I'atrazine

Les parois de galeries issues des deux sols repe@sein microsite spécial pour les
bactéries dégradant I'atrazine. Ainsi dans le sdVdzin les géneatzAy sont sélectionnés en
cohérence avec une concentration d’hydroxyatrazhes importante dans ce microsite
préalablement observée au champ par Kersanté (28085 avons également montré que le
géneatzD s’exprime en plus grande quantité dans ce mieagitla minéralisation y a été
observée plus importante dans une des expérimamsafarticle 3, figure V-I). Les analyses
réalisées dans le sol d’Epoisses confirment cedtdicplarité des galeries puisque la
consommation d’atrazine y est la plus rapide eplesniéres bactéries dégradantes y ont été
identifiées (figure V-I). Il est intéressant d'obger que dans les parois de galeries issues de
ce sol, la minéralisation d&C-cycle atrazine est la plus faible, la minéraleade*C-éthyl
atrazine est équivalente a celle des turricules migpérieure a celle du sol non bioturbé et la
disparition de l'atrazine est la plus rapide pap@t aux autres microsites (Tableau V-1). Il
semblerait que les bactéries dégradant I'atraziresemtes dans les parois de galeries
possedent majoritairement les enzymes de dégradetiervenant sur les chaines latérales
carbonées et non celles dégradant le cycle. Célzosdirmé par une expression moins

importante du génatzD dans ce microsite issu du sol d’Epoisses.
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Tableau V-1 : Importance relative de la minéraisatle I'atrazine et de sa disparition dans lesdules et les
parois de galeries par rapport au sol non bioturbé.

Turricules Galeries
Minéralisation ‘*C-Ethyl atrazine + +

“C-Cycle atrazine + -
Dissipation Atrazine = +

1.3. Relation hétérogénéité - diversité bactérienne - fwtion

Alors que la bioturbation du sol par la macrofauleenbricienne est source
d’hétérogénéité spatiale par la création de différenicro-habitats, nous avons voulu savoir
si cette réorganisation du sol était source de rsiive bactérienne et si la fonction de
dégradation était modifiee en conséquence. En agampl a I'échelle du microsite de sol
généré par la bioturbation, nous avons montré gtte tiétérogénéité spatiale résultait dans
une plus grande diversité des bactéries activesotiuAinsi, 11 et 5 nouveaux phylotypes
bactériens non détectés dans le sol non bioturbéténdentifiés dans les parois de galeries et
les turricules respectivement. Certaines bactéoes donc spécifiques aux microsites de sol
générés par la bioturbation par le ver.

La technique de SIP-ARN qui relie la biodiversitélaafonction revét un intérét
fondamental pour comprendre le fonctionnement dessystémes a une échelle
microscopique. Ainsi, nous avons mis en évidence w@difications majeures dans la
diversité des bactéries dégradant 'atrazine suite bioturbation du sol. En revanche nous
n'avons pas pu relier cette diversité a I'activité dégradation de la molécule herbicide
mesurée en paralléle. Ainsi, dans les turriculeseuls 8 phylotypes activement impliqués
dans la dégradation de I'atrazine ont été détetdédissipation de I'atrazine est identique a
celle mesurée dans le sol non bioturbé contenanmthyfotypes bactériens dégradants. La
fonction de dégradation de I'atrazine n’est dones pkirement corrélée a la diversité des
bactéries dégradantes dans le sol. La présencpedes clées semble étre nécessaire a une
dégradation rapide de la molécule. Ainsi le phyetyhautement similaire Relomonas
aguaticaparticiperait a cette dégradation accélérée naasesle présence n’est pas suffisante.
D’autres bactéries appartenant au méme consortaivent également avoir un réle clé dans
le processus. L'ensemble de ces bactéries consiitula ‘richesse spécifique seuil

(Bengtsson, 1998) nécessaire au maintien de ladaton rapide de I'atrazine dans le sol.
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La bioturbation du sol par la macrofaune lombnoe génere des ‘hot spot’ ou
l'activité bactérienne est stimulée par rapporsaunon bioturbé (Bundt et al., 2001; Barrios,
2007). Nous montrons que cette stimulation deiVdétbactérienne affecte la dégradation de
'atrazine comme observé dans les parois de galenieune dégradation accélérée de la
molécule par rapport aux autres microsites de sté anesurée.

L’interdépendance existant entre I'hétérogénditécturale générée par la bioturbation
du sol, la diversité bactérienne et la fonctiorddgradation de I'atrazine est donc complexe a

I'’échelle des microsites de sol.

1.4. L’adaptation des bactéries du sol : un déterminaninitial majeur

Activité bactérienne totale

SolEpoisses Activité dégradant

—— Minéralisation

Galeries Epoisses

Turricules Epoisses

Figure V-2 : Un exemple de synthése des résultatenas durant le travail de thése dans les mie®sies sols
d’Epoisses et de Vezin (violet et orangepctivité bactérienne totale correspond au nombre de génes codant
pour I'ARNr 16S exprimés 7 jours aprés l'additioe d.5 mg d’atrazine par kg de sol séactivité des
dégradantsau nombre de géneszD exprimés 7 jours aprés I'addition de 1.5 mg d'atra par kg de sol sec et
la minéralisation au taux de minéralisation d€C-atrazine dans les 3 jours suivant son apport & un
concentration de 1.5 mg par g de sol sec.

Alors gu’initialement le sol de Vezin présente wawivité bactérienne totale, une
activité bactérienne dégradante et un taux de w@isétion de I'atrazine tres faibles, celles-ci
sont stimulées dans les microsites issus de laiiation du sol par le ver (figure V-2).
Néanmoins, I'impact des lombriciens sur la dégradatle I'atrazine dépend étroitement des
propriétés physico-chimiques du sol d’origine etpdw! bactérien présent (figure V-2). Nous
avons pu voir que selon le sol la minéralisatiofiateazine est soit stimulée soit inhibée dans
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les turricules (figure V-2). Cela peut étre lié asdprocessus de piégeage de l'atrazine
(adsorption, rétention...) qui la rende inaccessibla dégradation bactérienne (Park et al.,
2003; Alekseeva et al., 2006; Binet et al., 20@®s processus dépendent directement de la
physico-chimie du sol. La composante microbienritale du sol est également primordiale
puisque selon les groupes bactériens présentdalankingére, la digestion par le ver stimule
ou inhibe les communautés bactériennes. Ces difféscliées au sol de départ sont également
observées dans les parois de galeries : dans teséézin la minéralisation y est stimulée ce
gui n'est pas le cas dans le sol d’Epoisses. Amsime si le choix de ces deux sols n’était
basé que sur leur capacité a minéraliser 'atrazit@utres criteres (pH, pourcentage de
matiére organique, granulométrie...) seraient a peeed considération pour une meilleure
compréhension des interactions bactéries/lombsgcieNéanmoins, d'un point de vue
purement biotique, nous montrons que I'adaptatiesi@dbmmunautés bactériennes d’'un sol a
la dégradation d’'un polluant se traduit par uneresgion plus importante des genes de

dégradation impligués relativement a I'activitéatetdes bactéries du sol.

1.5. Dégradation de I'atrazine et changement d’échelles

L’échelle du microsite de sol a été privilégiée sl@e travail de thése pour rendre
compte des interactions biotiques bactéries/lordaricmédiées par la bioturbation du sol. |l
est fort probable que les vers de terre réguledegradation de l'atrazine et sirement celle
d’autres molécules polluantes a I'échelle de lacglée. Lumbricus terrestrisest I'une des
especes les plus représentées dans nos sols egrieoipérés (Le Bayon et al., 2002), elle
participe grandement a I'hétérogénéité structudake sols de par sa forte capacité fouisseuse
a l'origine de larges et importants déplacemenssodenposants abiotiques et biotiques du sol
(minéraux, organiques et cellules microbiennes$iajne du mélange intime de ces mémes
constituants lors de l'ingestion et digestion dli Amnsi le réseau de galeries peut représenter
une surface de 4.9°mpar nf de sol (Kretzschmar, 1982) et la production dedutes en sol
cultivé tempéré a été évaluée entre 2.5 et 3.5&igl§ sec) par et par an pour 100 g de
vers par rh (Binet and Le Bayon, 1999). L'impact deumbricus terrestrissur les
communautés bactériennes du sol ne peut donc &gligé Dans des objectifs de
bioremédiation de sols pollués il est donc impdrtale considérer I'ensemble de
I'hétérogénéité du sol générée par les différemgmmismes y vivant, qu'il s'agisse de la
drilosphere ou encore de la rhizosphere. Il esteégant important de prendre en compte la

220



Chapitre V: Conclusions et perspectives

biodisponibilité de I'atrazine dépendant des phésoes d’adsorption sur les constituants du
sol (matiere organique, argile, acides humiquesCejte adsorption est fonction du temps et
conduit a la formation de résidus liés, diminuamsiala disponibilité de I'atrazine a la
dégradation (Gevao et al., 2000). De plus, il amtntré que l'ingestion du sol par les
lombriciens favorise cette adsorption de l'atraztelouble la formation de résidus liés dans
les turricules (Binet et al., 2006). A I'échellesdmicrosites de sol a laguelle nous avons
travaillé, la disponibilité de I'atrazine est opig®e, nos résultats sont donc transférables a des
situations similaires a la parcelle.

L’échelle temporelle est également a prendre enptemAinsi, a I'échelle de
guelques jours nous avons pu voir que la diveds® bactéries actives dans les galeries du
sol d’Epoisses évoluait (article 5), cela doit &wecas dans tous les microsites. De plus,
'adaptation des bactéries du sol a la dégradatehatrazine nécessite un certain temps et le
prétraitement des sols deux semaines avant chagéementation nous a permis de préparer
le pool génétique dégradant afin d’optimiser ladégradation de I'atrazine. A une échelle
annuelle nous avons également observé des difffssede cinétique de dégradation de
I'atrazine entre deux sols prélevés sur la mémegfiara un ou deux ans d’intervalle ce qui
suppose une évolution des bactéries présentesenitent. Certaines contradictions sont ainsi
observables puisque par exemple dans les turricdiessol d’Epoisses, une premiere
expérimentation (article 3) montrait une minérdimaimportante de I'atrazine alors qu’'une
seconde expérimentation (article 5) montrait Isig@tion de I'atrazine la plus faible dans ce
microsite.

L’ensemble des travaux présentés dans cette étugdeandonc permis d’appréhender
les hétérogénéités spatiale et temporelle assoaidette matrice complexe gu’est le sol et

leur influences sur la fonction de biodégradatiatil gupporte.

1.6. Avancées sur les voies de dégradations de I'atragn

A partir de I'ensemble des résultats présentés danmanuscrit de these et des
connaissances disponibles sur la dégradation tlediae, nous pouvons proposer les voies de
dégradation et les genes impliqués dans les ddexétadiés. Ainsi, bien qu’étant présent,
'expression du génatzA n'a pas été détectée mais la présence d’hydraaiar a été
observée dans tous les microsites issus du sobidEgs. L'étape de déchlorination doit donc
intervenir. La détection de DEA démontre quéi®éalkylation de I'atrazine doit également
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étre reéalisée et I'expression du geémteD démontre la formation d’acide cyanurique qui
nécessite la déchlorination du DEA préalablemenmé& Les voies de dégradation
potentiellement impliqguées sont présentées dafiguee V-3. Dans les parois de galeries ou
une dissipation plus rapide de l'atrazine a étéenkEe, nous pouvons supposer que la voie
dite rapide passant par la déchlorination de Uatea et impliguant le génatzA est
préférentielle par rapport a la dégradation plagdet non spécifique a I'atrazine associée a la
N-déalkylation (Seffernick and Wackett, 2001; Maditimurent et al., 2004)
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Figure V-3 : Voies de dégradation potentiellemeitisées par les bactéries des sols d’Epoisses ¥edin.
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D’aprés ces résultats et contrairement a notre thgse de départ, le gea&zAne
serait pas un bon indicateur de la dégradationati&zinein situ. L'étude d’autres génes de
dégradation connusatzB atzC trzA) permettrait de mieux comprendre les processus
impliqués dans la dégradation de I'atrazine dansole La bactérid®>’seudomonasp. ADP
capable de réaliser a elle seule la minéralisatitale de I'atrazine (Mandelbaum et al., 1995)
n'est slrement pas représentative de ce qu'il seepdans le sol. En effet la dégradation de
'atrazine est vraisemblablement réalisée par dmssartia bactériens, comme le laisse
entendre les résultats que nous avons obtenusle&® a partir dARN montrant que de
nombreux phylotypes bactériens difféerents intem@n dans la dégradation. Cela est
notamment justifié par le fait qu’aucune bactééalisant laN-Déalkylation et possédant les
génesatz n'a encore été isolée. Ces réactions seraient déalisées par des bactéries
différentes. De plus, toutes les bactéries n'wtilispas I'atrazine de la méme facon puisque
cette molécule peut leur servir soit de sourceatbane, soit de source d’azote ou encore des
deux. Ainsi, chaque bactérie doit posséder les gy@Beessaires a l'utilisation de I'atrazine
sous la forme de substrat qui lui convient. Pang)e, en utilisant I'atrazine comme source
de carbone, les bactéries ne consommeront quéndéses carbonées et ne réaliseront pas le
clivage du cycle alors qu’en utilisant I'atrazinename source d’azote elles devront réaliser
les réactions de déamination et I'ouverture du ey€€omme le montre la figure V-3,
plusieurs voies de dégradation doivent étre réadisémultanément et il est également tres
vraisemblable que des bactéries différentes rédllss mémes étapes de dégradation et cette
redondance fonctionnelle doit étre générée partriassferts horizontaux de genes. Cette
redondance fonctionnelle est particulierement irtgode pour la résilience du sol et sa
résistance a différentes perturbations (Swift gt24104; Hooper et al., 2005; Barrios, 2007).
Ainsi, la disparition d’une espéce bactérienneeara pas préjudiciable au bon déroulement du
processus de dégradation de I'atrazine puisqu’uire aspece pourra intervenir a cette méme

étape de la voie de dégradation.

2. Perspectives de recherche

D'ores et déja, différentes perspectives de retlgesont identifiées et rapidement
réalisables pour développer les connaissanceganitiiurant ce travail. Tout d’abord, alors
gue nous ne nous sommes intéressés qu’a la dégrathaictérienne de l'atrazine, il serait

intéressant d’étudier l'intervention d’autres mimmganismes tels que les champignons qui
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sont également connus pour dégrader cette moléewde Masaphy et al., 1996). Ainsi, a
partir des échantillons d’ARN du SIP obtenus dassfilactions Iégéres et lourdes du gradient
d’ultracentrifugation, nous pourrions recherch&RNr 18S de champignons.

En paralléle de ce travail, des isolements de bast&ultivables a partir des sols
d’Epoisses et de Vezin utilisant I'atrazine soitntne source d’azote soit comme source de
carbone dans les différents microsites générédepadombriciens ont été ou seront réalisés
(pas présentés dans ce manuscrit). Les genes dadd#égn &tz et trz) présents dans les
différents consortia isolés ont été recherchéprsaséquencage des bactéries présentes nous
pourrons comparer ces résultats a ceux obtenuslen®® (dans la limite de la cultivabilité
des bactéries identifiées). Il nous sera alorsiblesde relier la bactérie dégradante au gene
gu’elle porte ainsi que d'identifier les différentcteurs au sein d'un consortium. Ce
rapprochement entre une technique culture-dépeadam SIP-ARN constituerait également
une validation de cette derniere en terme d’appartaplémentaires a la connaissance des
bactéries classiquement étudiées.

La technique de SIP peut étre associé a la cotisinude banques bactériennes
métagenomiques (Dumont et al., 2006). Cela esisedd¢ a partir des ADNs présents dans
les fractions lourdes du gradient d’ultracentrifuga Une telle expérimentation apporterait
des informations précieuses sur I'agencement dassgde dégradation, les processus de
régulation et potentiellement la découverte de raux genes impliqués dans la dégradation
de l'atrazine. Une telle banque de données coumégsconnaissances actuelles pourrait
servir de base a la réalisation de puces a ADN paudétectionin situ de l'activité

métabolique des bactéries dégradantes et des ipéplagués.

Les travaux réalisés dans ce travail de these et nécessité et I'importance de
travailler sur 'ARN en écologie microbienne formtnelle. Ce support permet de cibler
uniguement les bactéries actives du sol et dorescebotentiellement capable d’intervenir
dans les fonctions supportées au sein d'un écamgstdes études transcriptionnelles
permettent donc de s’affranchir du bruit de fone geprésente les bactéries dormantes dans
le sol. Ainsi, la quantification de I'expression genes fonctionnels apporte des informations
sur l'activité in situ des microorganismes impliqgués dans le processukéétBien qu’étant
auparavant limitée par les techniques d’extracttlARN de sol disponibles, cette technique
appliguée au sol a émergée trés récemment (Leinaigd., 2006; Nicolaisen et al., 2008) et
promet d’apporter de nouvelles connaissances coacela relation entre activité et fonction
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dans cet ecosysteme. Dans un contexte de biodéigrade molécules xénobiotiques, relier

l'activité spécifique des bactéries du sol aux tinues de dégradation apporte des
informations précieuses sur les processus de tdmulket les genes réellement impliqués dans
la fonction.

Potentiellement puissant, le SIP-ARN présente quesldimites. La premiere est liée
au marquage de la molécule. En effet le choix dugoege cible une partie de la communauté
dégradante. Alors que ce probléeme ne se pose pasdag substrats simples, dans le cas de
I'atrazine nous y sommes confrontés. Nous avongice ne marquer que les carbones des
chaines éthyles de la molécule ciblant ainsi letévees dégradantes utilisant uniquement ces
carbones comme source nutritive. L'atrazine étayatlednent une source d’azote, le seul
marquage des carbones ne nous permet d’accédéaatéries utilisant cette source nutritive
et pourtant dégradantes. La seconde limite du SIR-Abservée est directement liée au fait
de travailler sur 'ARN. En effet la recherche dings de dégradation de I'atrazine dans les
différentes fractions du gradient d’ultracentriftiga est limitée par les faibles quantités
d’ARNmM exprimées et extraites du sol. Ainsi, ddobjectif de développer l'utilisation de la
technique de SIP-ARN, il serait intéressant de clithsr sa maitrise afin de valider ces
apports et de restreindre les limites observéesisDa cas de molécules xénobiotiques
complexes, un avantage serait de diminuer les fgéarde molécules marquées a apporter
afin de limiter la structuration et la sélectionsdeommunautés bactériennes générées par
laddition d'un substrat potentiellement toxique.osN résultats montrent que cela est
envisageable puisque nous avons détect€@hARN dans le gradient d'ultracentrifugation
alors que moins de la moitié Hfic-atrazine initialement apportée était dégradéasDaéal,
cette technique utilisant des isotopes stable pdwdtre appliquée au terrain afin d’étudier les
fonctions de dégradation de polluants supporitgestu par le sol et d’'identifier les acteurs

intervenant dans la résilience de ce systeme.

Ce travail de recherche a permis l'acquisition @®nnaissances fondamentales et
originales dans la compréhension des mécanismegu®s régulant la dégradation des
molécules organiques de type herbicide dans le Is@tésente aussi un intérét dans un
objectif d’application dans un cadre de bioreméoimtde sols pollués L’'inoculation de
souches bactériennes dégradantes naturelles osfoimaées (bioaugmentation) s’est déja
avérée efficace (Struthers et al., 1998; NewconmoeGrowley, 1999; Rousseaux et al., 2003)
mais l'introduction de ces bactéries dans le sckssite la prise en compte des différentes

225



Chapitre V: Conclusions et perspectives

interactions auxquelles elles seront soumisesitu. Ainsi, notre étude donne un apercu du
devenir de souches inoculées soumises a la bidimbdu sol par les lombriciens. En
considérant I'importance de cette macrofaune dasssols tempéreés, il est nécessaire de ne
pas sous estimer son action sur les bactériesrpedseaturellement ou artificiellement dans
le sol. Par exemple, en considérant I'impact der Idigestion sur les communautés
bactériennes du sol, il serait préférable d'utilisme bactérie Gram + comme agent de
bioremédiation ou de les protéger dans des pagsalibrgile (Grundmann et al., 2007).

Comme observé par Rousseaux et al. (2003), nokatssonontrent que I'inoculation de
bactéries dégradant I'atrazine dans un sol a fapacité dégradante n'a aucun effet sur la
minéralisation de l'atrazine. Ainsi, la bioremedat d’'un sol par bioaugmentation doit
prendre en compte les propriétés intrinséques HuDsms le cas d’'un sol déja capable de
dégrader rapidement I'atrazine peut étre que Iationulation des bactéries intervenant par
ajout de sources de carbone ou d’azote extérielifieat a augmenter la dégradation (Silva
et al., 2004).

Dans le cas de sols pollués, nous avons pu obdémportance de la bactérie similaire
a Pelomonas aquaticaans les parois de galeries aprés addition d'one ftoncentration
d’atrazine (25 mg par g de sol sec). L'identifioatidu consortium dans lequel elle intervient
pour la dégradation de I'atrazine pourrait généi®mouveaux ‘outils’ dans un objectif de

bioremédiation.
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Biomasse totale des 3 lombriciens (g)

Production de microsite (mg/j/g de ver)

endentéres (mq)

Paroi de galeries Turricules Antérieur Médian Postérieur
microcosmes article 2 Sol de Vezin 8.6 +/- 0.2 23.2 59.2 ND 666 +/- 280 690 +/- 272
Sol de Vezin + P. ADP 8.5+/-0.2 46 60 ND 710 +/- 230 638 +/- 272
Sol de Vezin + C. heintzii 8.5+/-0.2 52.8 111 ND 630 +/- 213 652 +/- 425
microcosmes article 3 Sol de Vezin 10.4 +/- 0.2 25.8 ND 382 +/-277 196 +/- 120 200 +/- 118
Sol de Vezin + P. ADP 10.4 +/- 0.1 33.8 ND 224 +/- 94 147 +/- 93 170 +/- 42
Sol d'Epoisses 10.5 +/- 0.2 27.8 ND 268 +/-56 400 +/- 201 400 +/- 118
Sol d'Epoisses + P. ADP 10.5 +/- 0.2 37.4 ND 324 +/- 174 80 +/- 122 84 +/- 92
microcosmes article 4 Sol d'Epoisses 12 +/-0.3 ND 47 ND ND ND
microcosmes article 5 Sol d'Epoisses 8.2 +/- 0.3 19.3 28.9 87 +/- 84 95 +/- 74 123 +/- 80

Ly
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Annexes

ANNEXE 2 : Script de la procédure ‘Maximum de parcimonie’ sous Paup 4.¢ 10:

outgroupnom entier de la séquence choisie (AJ347774 dans ocas)
hsearch multrees=no addseq=random nreps=500 swap=tb
savetrees filesom de la matriddP format=nexus brlens=yes
Iscoreall/wts=ignore nst=2 tratio=est rates=gamma
(Fonction qui calcule les valeurs de probabilitéscerbres équiprobables dans MP
pour savoir quelle est réellement la meilleure ohy la valeur absolue la plus petite
correspond a la meilleure valeur de vraisemblance)
hsearch multrees=no addseq=random nreps=15 swap=tbr
bootstrap nreps=1000 conlevel= 50 keepall=no brges treefile=nom de la
matriceMPBoot.tre

248



Annexes

ANNEXE 3 : Script du calcul du meilleur modele sous?aup 4.0p 10

log file= modelfit.log replace
DSet distance=JC objective=ME base=equal rates+equea=0
subst=all negbrlen=setzero
NJ showtree=no breakties=random
End

(Calcul d’un arbre NJ en utilisant le modéle d’éwidbn JC69)
Default Iscores longfmt=yes
Set criterion=like

(Initialisation pour le test des 56 modéles d’évioln)
Iscores 1/ nst=1 base=equal rates=equal pinv=0
scorefile=model.scores replace;

(test du premier modéle, JC)
Iscores 1/ nst=1 base=equal rates=equal pinv=es
scorefile=model.scores append;

(Test du second modele, JC+I)

(test des 55 autres modeles)
Iscores: tree/s
nst: number of substitution types
rmat: rate matrix
base= nucleotide frequencies
rates= rate of evolution for variable sites

Script de la procédure ‘Maximum de vraisemblance’ sus Paup 4.(8 10:

outroupnom entier de la séquence choisie (AJ347774 dans ocas)

hsearch multree=no addseq=simple swap=nni

Set criterion=distance

Dset distance=gtr

Set criterion=likelihood

Lset Base Afrequency Cfrequency Gfrequer)cyNst=6 Rmat=(* 2* 3* 4* 5%)

Rates=gamma Shapgs=mmashapeparamerinvarsproportionofinvariablesites
(Ces valeurs sont obtenues suite au calcul du roeilheodéele par modeltest 3.]
l'arbre possédant la meilleure topologie est cepossédant le plus petit —Inl
GTR+I+G dans notre c3s

hsearch

Savetrees filesom de la matriddLGTRIG format=nexus brlens=yes

Bootstrap nrep=100

N
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ANNEXE 4 : Script GLM sous R

>mynomdelamatrice-readtable("chemin d’accés/nom du fichier.txtéatler=T)
>dataframe=myomdelamatrice
>mynomdelamatricFacteurl<-factor(myromdelamatricéFacteurl)
>mynomdelamatricgFacteur2<-factor(myromdelamatricéFacteur2)
>summary(myomdelamatrice
>last.glm<-gImK~Facteurl+Facteur2+Facteurl*Facteur2, family=poisso
data=myiomdelamatrick

>summary(last.gim)

>anova(last.glm, test="Chisq")
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) ) Sharing Burrow-linings 2 days Burrow-linings 8 days Bulk soil Casts Total
Phylogenetic group Best Blast Hit PhYIopes |\ iotypes | "CRNA | “CRNA | C-RNA | “CRNA | “C-RNA | “CRNA | “CRNA | “CRNA | “C-RNA | “CRNA
Bacteroidetes - 30 12 12
Pedobacter suwonensis DQ097274 39 1 1
2 7 7
Firmicutes Lactobacillus iners AY526083 3 5 5
Streptococcus oralis AB355617 1 A 5 8 8 8 13
Nocardioides sp. C190 AF253510 4 15 15
7 3 3
8 3 3
Aeromicrobium ginsengisoli AB245395 5 10 10
Actinobacteria 9 4 4
Rhodococcus luteus X79187 10 23 16 23 16
32 1 1
Nocardioides fulvus AY167855 31 4 4
Micrococcus luteus EU071593 6 B 4 6 3 58 3 68
Agrobacterium tumefaciens EU256457 13 1 1
Caulobacter vibrioides AJ227755 15 1 1
26 2 2
Methylobacterium fujisawaense AB175634 24 2 2
. 34 10 10
a-Proteobacteria " T 1
16 D 6 8 2 8 3
Paracoccus marcusii AY881236 14 C 9 3 12
Sphingomonas rhizogenes AY962684 25 d 5 19 3 24 3
Methylobacterium lusitanum AB175635 33 L 2 6 8
21 8 8
Azohydromonas lata AB201626 29 22 22
Acidovorax delafieldii AB269774 37 20 20
38 1 1
B-Proteobacteria Curvibacter gracilis AB109889 42 15 15
Pelomonas aquatica AM501435 19
Massilia timonae AM237371 22 H 7 43 43 7
Ralstonia basilensis M91-3 L31650 20 G
Massilia timonae AY157761 23 71
Pseudomonas aeruginosa EU139850 17 1 1
Pseudomonas sp. ADP AF326383 27
. 36 2 2
y-Proteobacteria 35 T 1
Acinetobacter Iwoffii DQ144736 18 E 1 1 2
Shigella sonnei AB273732 28 5 1 3
Deinococci 40 1 1
Gemmatimonadates 12 2 2
Chloroflexi unc. Chloroflexi bact. AY922044 11 4 4
Number of sequences analyzed 90 45 99 86 128 91 66 80 383 302
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