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1 Introduction

Les précédentes phases du programme PIREN-Seipeonis de mieux identifier, quantifier et prévoir
les pollutions dans le bassin de la Seine. Omzaiittenant dans quelles proportions le bassin Geilee est
soumis a la pollution azotée, du fait de son agiticel intensive et son anthropisation soutenuesiAjpour
la pollution azotée, un bilan a pu étre dresséyps de source. En tout, annuellement, ce sont33b6a kg
d’'azote apporté par km? (selon que I'année esteseathumide) qui sont d’origine diffuse agricole&B8 kg
N/kmz d’origine urbaine ponctuelle (Thieat al, 2009). Cet apport est principalement di a deumposés
azotés inorganiques : les nitrates @Y@t I'oxyde nitreux (NO). Les NQ, sont dangereux pour la santé
humaine mais surtout a l'origine des prolifératia’@slgues en zone cétiére ; le® est un puissant gaz a
effet de serre ayant un pouvoir de réchauffeme@tf@8@ supérieur a celui du GO

NO; et NO sont impligués dans de nombreuses réactions qurési et/ou biologiques des cycles
biogéochimiques (Canfieldt al, 2010). C’est sur la dénitrification que nous neasmes focalisés dans cette
phase du PIREN-Seine, la nitrification ayant étgdment étudiée au cours de la phase précéderm(@t al,
2003 ; Tallecet al, 2006). En effet, la dénitrification, se définissaomme la réduction des N@n composés
gazeux (le diazote, Nin fine et le NO comme intermédiaire), lorsquelle est complet, rgprésenter la
principale voie de dépollution de I'azote inorgamigLa dénitrification requiert 4 étapes enzymaticatalysées
par des réductases : N©G> NO,, NO, — NO, NO— N,O, N;O — N,. C'est un processus biologique réalisé
par des micro-organismes chemoorganotrophes faeeiteent aérobiques. Ces micro-organismes, capdbles
respirer des oxydes d'azote, sont phylogénétiquennés diversifiés : ils proviennent des trois pipales
branches de l'arbre du vivaBiacteria Archaeaet Eucarya Par ailleurs, il est a noter qu'un méme micro-
organisme ne possede pas nécessairement toutezyeses de la dénitrification. De ce fait, leséalifhtes étapes
de la dénitrification peuvent avoir lieu indépendaent les unes des autres, spatialement et tengoegit.

L'étude microbiologique des processus biogéochiesgse heurte au fait qu’une tres faible proportion
de micro-organismes sont cultivables sur miliewl&waent entre 0,25 et 0,3 % des micro-organismastay
pour habitat des échantillons environnementauxdaés ceux qui nous préoccupent, a savoir des eaux e
sédiments de rivieres et des sols agricoles pelétemtcultives (Amann, 1995) et de ce fait perreeties
études physiologiques. La grande majorité devra &tteinte au moyen de son matériel génétique (ADN)
avec des outils de biologie moléculaire. Sachaut t¢ela, il apparait évident que pour étudier laésron
organismes acteurs de la dénitrification, il faat/ailler sur les génes codant pour les enzymesigoges
dans les différents modules de réactions.

Les facteurs de contréle de la dénitrification teksconcentrations en azote inorganique, en carbon
des expérimentations au laboratoire mesurant dessd@ dénitrification de production de®| ainsi que la
caractérisation deBacteriaqui réalisent ces processus ont été étudiés, mettaceuvre des techniques de
biologie moléculaire et de biogéochimie. Un écHimtihage exhaustif des eaux et sédiments a divdre®
de riviere et correspondant a des milieux diffésgntiral urbain, forestier, agricole, etc..) a éialisé sur
'ensemble du bassin de la Seine. Le compartimelra-€galement été étudié localement dans un guetg-
bassin agricole. Tout ceci a été mis en ceuvre ldgam&me objectif : afin de caractériser les commtém
bactériennes dénitrifiantes et les processus drifieation.
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2 L’approche méthodologique

Pour mieux appréhender la dénitrification, nousnavoouplé des analyses liegéochimiesoit des
dosages de concentrations (NONO,, N,O, NH,") soit des mesures de processus (potentiels detigalu
des NQ et d’émission de MD) a des explorations &ologie microbienne moléculairévoir la Figure 1).

Afin d'appréhender les potentialités de réducties NQ et d’émissions de JD, la dénitrification a
été étudiée expérimentalement tant sur les sédéimgué sur les sols en réalisant des batchs. Ces
expériences, menées sur des durées relativemeriegoan conditions non limitantes de NCet anoxie
permettent de déterminer des taux semi-potentelsatbone organique pouvant étre limitant).

L’extraction d’ADN a été réalisée directement atipades sédiments, eaux et sols. Pour les
sédiments et sols, il s’agissait d'une méthodeyde mécanique et chimique (avec le kit UltraCle&l
DNA Isolation de MOBIO pour les premiers et PowarBNA Kit de MOBIO pour les seconds) ; pour les
eaux, d’'une lyse uniguement chimique (avec le kitldoSpin® Plant Il de Macherey Nagel). Nous avons
sélectionné 3 géndenctionnels de dénitrification parmi tous cewnros (Philippot, 2002). Nous avons
choisi de nous intéresser plus précisément aux emrauntés microbiennes dénitrifiantes du phylum des
Bacteria L’ADN codant pour la nitrite réductase (2 génesrS et nirK, structurellement différents mais
fonctionnellement identiques) permet d’'étudier pepulations bactériennes capables de réduire lg &O
NO (Brakeret al, 1998; Michoteyet al, 2000) et 'ADN codant pour I'oxyde nitreux rédase (0sZ
permet d’étudier les populations bactériennes depate réduire le JO en N (Kloos et al, 2001; Throback
et al, 2004). Enfin, 'ADN codant pour 'ARN ribosomiqu&6S (ADNr 16S), présent dans toutes les
bactéries permet de visualiser la structure desreamautés bactériennes dans leur totalité (Mugtexd,
1993). En tout, ce sont 4 locd#férents qui étaient analysés pour chaque éilmanprélevé.

A l'issue de la PCR, est obtenu un mélange d’amapdifdu gene ciblé, correspondant a des formes
différentes du geéene, venant de différentes bastépessentes dans le milieu échantillonné. Une
électrophorése classique (séparant les moléculdsnetion de leur poids moélculaire) ne permet gas
distinguer ces différentes formes du méme géne B)aile laFigure 1). C’est pourquoi nous avons soumis
ces mélanges d’amplifiats a une électrophorese radiemt de dénaturation (Denaturing Gradient Gel
electrophoresis ou DGGE). La DGGE est une méthoelesé@paration de produits de PCR de poids
moléculaires identiques en fonction de leur capagitse dénaturer. Les produits d’amplification engr
dans un gel en présence de produits dénaturaragisgpous la forme d’'un gradient. Ainsi, les difgtes
formes du gene s’échelonnent le long du gel (vbitetlaFigure 1) et une empreinte génétique moléculaire
est réalisée (pour les genes de fonction, une bestdgensée représenter une seule séquence d’Addwet
une seule espece). Les gels sont numérisés esanalyec le logiciel Gelcompar® Il (Applied Mathsgs
pistes de migration de chaque échantillon constituee entrée dans une base de données et soraréasp
de par leur contenu et disposition en bandes. @i naéirer trois types d’informations de ces empies
moléculaires : la diversité de la communauté, sattre c'est-a-dire sa composition et enfin l'iiferation
de ses membres via le séquencage de bandes exthaitgel puis soumises a des bases de données via |
I'outil BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Bactéries dénitrifiantes, dénitrification dansdesnpartiments eau, sédiment, sol 2



PIREN-Seine. Phase V — Rapport de synthése 2007-201
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Figure 1 : Approche méthodologique appliquée : dage écologie microbienne et biogéochimie
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3 Résultats

3.1 Cas des Eaux et Sédiments : étude snapshot sur Isamble du bassin

Dans cette étude, des eaux et des sédiments oriliEétés en juillet 2007, dans 7 sous-bassins de
la Seine a savoir la Blaise, I'Yonne, la VesleB&sse Seine, I'Oise, I'axe Marne et le Grand Morin.

Les concentrations en NOmesurées dans les eaux s'avérent relativementacaes (3-7 mg N.1)
dans I'ensemble du réseau hydrographique ; lesecdrations en pD sont élevées aux tétes de bassin (1-2
ng N. L), 1égérement plus faibles aux ordres intermédiaiee augmentent (4-5 pg N)Len aval (Garnier
et al, 2009). Dans les sédiments associés, une tendandgable a été observée pour les taux de réduction
des NQ' et de production de D potentiels (Garniegt al, 2010).

Concernant les eaux et sédiments des 7 sous-bagsiasSeine, la caractérisation moléculaire des
bactéries dénitrifiantes par DGGE met en évidereeghndes différences de structure de communauté
microbienne (quelque soit le gene ou le compartineamsidéré). La comparaison de la structure des
communautés bactériennes réduisant }© Nho<Z, voir Figure 2 semble faire ressortir deux groupes
d’échantillons dont un (le central) qui pourraibawne signification environnementale. En effet,groupe
rassemble uniquement des sédiments et de sitessponr étre fortement chargés en matiére organigue
revanche, ce dendrogramme ne semble pas reflétiemdentre les structures des communautés bautése
étudiées ni avec les concentrations d® Ni avec les taux potentiels de dénitrificatiord@ production de
N,O.
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Figure 2 :Dendrogramme représentant la similarité de struetdes communautés bactériennes réduisant
le NbO (géne nosZ) extraites de sédiments (préfixe Sdde la colonne d’eau (analyse de cluster par
indice de Dice et reconstruction par UPGMA a parties empreintes DGGE). Une échelle des
pourcentages de similarité est indiquée au dessudaethdrogramme; les noms des sites sont a droite de
I'image
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La diversité bactérienne a été estimée en dénomieanombre de bandes DGGE différentes
identifiées par empreinte moléculaire (correspohdan nombre de phylotypes différents), et mesure la
richesse spécifique des échantillons pour chaguemtmauté bactérienne (vokigure 3. La richesse
spécifigue des communautés bactériennes possédgéndnosZ est importante a la fois dans les eaux (1-30
bandes) et les sédiments (6-24), confirmant l'uiddqules bactéries réduisant lexON dans ces deux
compartiments du bassin de la Seine. A I'opposg,éahantillons montrent une plus faible diversiés d
bactéries réduisant le NOnirS : 2-8 bandes dans les sédiments et 1-5 dans;I'eilf : 2-18 dans les
sédiments). En outre, dans les eaux prélevéegglessnirK étaient en dessous de la limite de détection de
notre méthode. Ceci suggére néanmoins que ménas siaux sont supposees ne pas étre le siége d'une
intense dénitrification, car rarement anoxiquesrdeeommunautés microbiennes dénitrifiantes sariefois
en partie représentées.
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Figure 3 :Richesse spécifiqgue des bactéries dénitrifianttimés par comptage du nombre de bande
obtenues apres PCR-DGGE pour chacun des 4 locaast

La comparaison des séquences issues du gel D®G&E(provenant de sédiments et d’eaux de la
Seine) a confirmé gu'il s’agissait dans tous les da genes codant pour I'enzyme oxyde nitreux tédac
(voir Tableau ). Comme attendu, ces séquences sont principaleaffédiftes a des séquences provenant de
bactéries non cultivables provenant d’échantilloesvironnementaux trés contrastés et dorigine
géographique trés diverses (boues, sols, sédindentac, etc...) et également a certaines bactériesesn
comme Alicycliphilus denitrificans Rhodobacter sphaeroidefls sp. Denitrificans ou encoreRalstonia
eutropha
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Tableau 1 : Résultats de BLAST X (Search protetabd@e using a translated nucleotide query) conéa@nla base « Non redundant protein
sequences » du NCBI pour les 21 séquences : ptasisultats potentiels de séquences protéiqugdlissprobables sont donnés étant donné les fortes
valeurs de E (« The lower the E-value, or the ¢ldse to zero, the more "significant” the matahi). L'origine (type d’échantillon environnemental
est indiquée lorsque le résultat est une séqueadmdtérie non cultivable

Type Site Numéro| Séquence en acide aminée la plus probale obtenue BLASTX (si il s agit | Expect | Echantillon environnemental a partir duquel les ségences de la base de donnée
d'échantillons de |d'une séquence provenant dune bactéie non cultivadlon indique aussi cell value (E) proviennent
bande d'une bactérie cultivable)
Blaiseron s1 ADF30139-nitrous oxide reductase [uncultured bacterium] 1e-75 |[China, landfill leachate treatment plant
AJ002531-nosZ [Bradyrhizobium japonicum] 2,00E-72 |-
Blaiseron <2 ABX52730.1-nitrous oxide reductase [uncultured bacterium] 8,00E-75 |Denmark/ lake sediment without chironomid larvae
ABY19423.1-NosZ [uncultured bacterium] 3,00E-71 |Spain/ free water surface constructed wetland/rhizozphere Typha sp. June 2006 (TJ4 Ruiz)
Ecollemont s3-3a |AAD43473.1-nitrous oxide reductase [Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans] 7,00E-72 |-
Ecollemont s3-3b  |ZP_04763466.1-Nitrous-oxide reductase [Acidovorax delafieldii 2AN] 7,00E-69 |-
Ecollemont s4-4a ACI488651-putative nitrous oxide reductase [uncultured bacterium] 7,00E-69 [China, 0-20cm paddy soil
ZP _03696836.1-Nitrous-oxide reductase [Lutiella nitroferrum 2002] 6,00E-63 |-
Ecollemont s4-4b _|CBM40970-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 2,00E-70 |China, acivated sludge
9 AADA43473.1-nitrous oxide reductase [Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans] 2,00E-69 |-
sediments Ecollemont s5-5¢c  |ZP_07020447-Nitrous-oxide reductase [Alicycliphilus denitrificans BC] 4,00E-70 (-
Pont Varin s6 AAD43473.1-nitrous oxide reductase [Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans] 1,00E-71 |-
Pont Varin s8 CBM40970-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 8,00E-70 |China, acivated sludge
Courmelois s11 |ABX52730.1-nitrous oxide reductase [uncultured bacterium] 1,00E-72 |Denmark/ lake sediment without chironomid larvae
Aval Achéres 12 AAX10861.1-nitrous oxide reductase [uncultured forest soil bacterium] 1,00E-68 |Germany, 0-20 cm bulk soil, forest
ZP_07020447-Nitrous-oxide reductase [Alicycliphilus denitrificans BC] 2,00E-68 |-
La Serre s18 |ZP _07020447.1-Nitrous-oxide reductase [Alicycliphilus denitrificans BC] 1,00E-70 |-
La Serre s19 AAX10861.1-nitrous oxide reductase [uncultured forest soil bacterium] 1,00E-69 |Germany, 0-20 cm bulk soil, forest
La Serre s20 CBM40993.1-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 2,00E-77 |China, acivated sludge
AAD43473.1-nitrous oxide reductase [Rhodobacter sphaeroides f. sp. denitrificans] 2,00E-71 |-
Theil s21  |ZP_07020447.1-Nitrous-oxide reductase [Alicycliphilus denitrificans BC] 2,00E-71 |-
Theil S22 |ABY19429.1NosZ [uncultured bacterium] 7,00E-72 |Spain/ free water surface constructed wetland/rhizozphere Typha sp. June 2006 (TJ26 Ruiz)
Baudrecourt w2 CBM40979.1-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 2,00E-58 |China, acivated sludge
NP_942887-nitrous-oxide reductase [Ralstonia eutropha H16] 7,00E-56 |-
Aval Achéres w3 CBM40979.1—'nitrous—olxide reductase [uncultgred bacterium] 8,00E-60 |China, acivated sludge
surface water NP 942887—mtrous—ox@e reductase [Ralstonia eutrophg H16] 4,00E-57 |- _ _
Porcheville w5 CBM40979.1-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 4,00E-61 |China, acivated sludge
NP_942887-nitrous-oxide reductase [Ralstonia eutropha H16] 1,00E-58 |-
Tresmes w7 CBM40979.1-nitrous-oxide reductase [uncultured bacterium] 9,00E-56 |China, acivated sludge
NP_942887-nitrous-oxide reductase [Ralstonia eutropha H16] 2,00E-53 |-
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3.2 Cas d'un sol agricole(voir Vilain et al, en révision)

Le compartiment du sol a également été étudié donaht dans une pente d’'un petit sous-bassin
agricole (le Grand Morin) afin de dégager des negements de structure de communautés bactériecBues.
un sol cultivé (mais) en bord de riviére, des mesuractivités et des analyses moléculaires ontnétéees
en parallele. L'objectif était d’évaluer I'influeacsur la dénitrification de la position dans unatpea la
riviere (haut ou bas de pente ou zone enherbéeétgitiégalement en bas de pente) et de la praofionde
(horizon superficiel : 10-30 cm ou profond : 90-Xi0).

Alors que le taux potentiel de réduction des;N&kest révélé statistiquement inchangé en fonction
de la pente et la profondeur (variant de 0,30 4 i@ N-NQ"™ g* de sol secH), la production potentielle de
N,O était plus importante dans les horizons supetfiau sol (en moyenne 155,1 ng MENg™ de sol sec
h™) que profonds (en moyenne 0,4 ng BENg ™ de sol sec). Dans ce sol agricole, la dénitriicattait
donc plus incomplétement réalisée dans les horigoperficiels (ou le D produit représentait entre 8,5 et
48 % de tout le N@ dénitrifi€) que les profonds (ou le™ produit ne représentait que moins d’'1 % de tout
le NO;™ dénitrifie).

Les structures de communautés microbiennes rédusa®O obtenues par PCR DGGE du gene
noZ (voir en Figure 4 ont mis en évidence une nette distinction des gpobfonds par rapport aux
superficiels, suggérant que les émissions @@ Nivergentes entre ces deux horizons seraiersitedé
communautés différentes. La richesse spécifiquenoiet par DGGE se montrait dans ce sol, plus impiarta
pour les communautés bactériennes totales (entret 136 bandes d’ADNr 16S par sol) que pour les
communautés bactériennes réduisant }© Nentre 4 et 15 bande®< seulement) mais sans qu’une
différence n'ait pu étre notée en fonction de laf@ndeur.
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Figure 4 : Dendrogramme représentant la similarité de stroetdes communautés bactériennes réduisant,@ N
(géne nosZ) extraites d'un sol agricole a troisiposs le long d’'une pente (haut : haut de pentbas : bas de pent
et bande enherbée) et deux profondeurs (pour 2@omprendre 0-30 cm et 100 cm, 90-110cm). L'analgseluster
a été réalisée a partir du calcul de l'indice Diet¢ de la reconstruction par UPGMA des empreintesGEG Une
échelle des pourcentages de similarité est indiquédessus du dendrogramme.
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4 Conclusions-Perspectives

Nous avons travaillé sur la variabilité des fornpeésentes des genesK, nirS (codant pour la
nitrite réductase) etoZ (oxyde nitreux reductase) au sein des commundaé®riennes, tout en étudiant
également les communautés bactériennes totalé&\miblr 16S (codant pour 'ARN ribosomique 16S). Les
trois principaux habitats susceptibles d’'abrites thactéries dénitrifiantes ont été inventoriésavos les
compartiments eaux, sédiments et sols. Bien guierdeentre structure des communautés bactériennes e
processus ne soit pas toujours évident a établigdlisation et la comparaison des empreintegigéné est
un outil synthétique et prouveubiquité de bactéries capables de dénitrifier dans tousmggux
échantillonnés pour les deux réactions étudiéeséduction du N@ et la réduction du 0.

Néanmoins, ce couplage du processus de réductiddiOduuiniquement avec I'étude des bactéries
dénitrifiantes conduit naturellement a de nouveawestionnements. D’'une part, se focaliser sur la
dénitrification demeure insuffisant lorsqu’on sénésse a l'origine et/ou au devenir des;N&D du NO. En
effet, ils sont impliqués dans d’autres réactionsycle de I'azote comme la nitrification mais é&gaént la
réaction d’'« anaerobic ammonium oxidation » (ana®)noa encore la réduction dissimilatrice du nitrate
ammonium (DNRA). Quelques genes fonctionnels quimedtraient de garder la méme approche par
empreinte moléculaire sont déja connus pour d'autnéthodologies (pour anammox voir Schnadal,

2002 et DNRA, Simon, 2002).

D’autre part, cette étude de la structure des @ojonis bactériennes, comme elle s’attache aux ADN
et pas aux ARN ne donne en aucun cas une idéadawiké réelle des bactéries dénitrifiantes, celauend
parfois difficile a relier & des mesures de progeste biogéochimie classique. L'étude des ARN estant
couplée a celle des ADN pourrait renseigner suplession des genes de dénitrification. Coupler des
mesures biogéochimiques a des comparaisons degiatepr moléculaires ADN (bactéries présentes) et
ARN (bactéries actives) pourrait donner de nousgeliadications sur les facteurs de controles
environnementaux favorables a une dénitrificatiompgléte ou au contraire incompléte (c’est—-a—dopste
a I'étape de production de,®). Ceci pourrait permettre d’améliorer encore eatompréhension de la
réduction du N@ et du NQet de la production dufD dans le bassin de la Seine.
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