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I. Introduction

L'introduction de pesticides au sein des agrosystèmes pose la question de la pérennité de la qualité de la ressource en eau telle qu'elle est exposée dans la directive cadre européenne (2000/60/EC). 320 000 tonnes de pesticides sont épandues chaque année sur le territoire agricole de la communauté européenne, ils se diffusent à la fois dans l'air, l'eau et le sol par différents processus de transfert. La diffusion de ces pesticides dans l'environnement dépend des pratiques agricoles (quantités appliquées, travail du sol, irrigation, drainage agricole), les conditions climatiques et hydrologiques (températures, intensité et durée des pluies), des propriétés physicochimiques des pesticides, de la nature du sol (texture, état hydrique, adsorption) et finalement des éléments du paysage (haies, bandes enherbées, zones tampons humides artificielles (Corpen et al., 2007). Ces éléments du paysage tels que les zones tampons artificielles humides (ZTHA) à l'aval des agrosystèmes permettent la rétention et la dégradation des pesticides par processus de bioremédiation. Ils constituent une solution économiquement et écologiquement intéressante afin de diminuer l'impact des polluantes dans l'environnement [START_REF] Gregoire | Mitigation of agricultural nonpoint-source pesticide pollution in artificial wetland ecosystems[END_REF].

Les zones tampons humides artificielles, déjà en place aux exutoires de bassins versants agricoles, sont des zones transitionnelles entre la terre et la rivière. Les pesticides transférés dans ces zones, subissent des processus de disparition liés à la sédimentation, la filtration, la précipitation chimique, l'adsorption et l'interaction entre microorganismes et la végétation pour finalement être dégradés avant de rejoindre la rivière (Watson et al. 1989). Cependant, ces mécanismes de dégradation sont complexes et pas complément élucidés. Récemment, des études ont été dirigées afin de comprendre la dynamique de la dégradation dans les ZTHA, ces études ont permis de démontrer les différents mécanismes de dégradation avec des approches à la fois physiques, chimiques et biologiques ce qui est fondamentales pour la compression des processus de dégradation (D'Angelo and Reddy, 1994 ;Kadlec, 1989 ;Passport et al 2010 ;Reddy et al., 1993) Cette étude s'inscrit dans un contexte de traitements biologiques des pesticides dans ZTHA qui cherche élargir les connaissances de processus de dégradation des pesticides actuellement utilisés. La faible quantité des donneés concernant la dégradation de nouvelle génération de pesticides comme le S-métolachlore justifient l'étude de sa dynamique et de son devenir. Néanmoins, le suivi in situ des ces molécules est difficile dû à la végétation dense, les débits d'eau entrant et sortant de la zone et l'impossibilité de contrôler les paramètres environnementaux. C'est pourquoi cette étude se concentre sur la conception et la mise en place d'un protocole de suivi de dégradation à l'aide d'un pilot de laboratoire qui nous permettra de mettre en évidence facilement les meilleures conditions de dégradation du S-métolachlore, ainsi que l'importance des paramètres comme l'aérobiose ou l'anoxie, les différents types de substrat biotiques et abiotiques dans la disparition.

II. Synthèse bibliographique.

Les zones tampons humides artificielles.

Les niveaux de contaminations des eaux à la sortie des agrosystèmes peuvent être hors des limites établies par les directives. D'où, la conception des zones de mitigation des eaux ou zones tampons humides artificielles. Elles sont construites afin d'intercepter toutes les eaux de ruissellement et drainage des parcelles agricoles suite à l'application des pesticides. En hydrologie, ces zones sont définies comme des zones de marécage avec de l'eau stagnante, avec une profondeur de moins de 6 m (Bragg 2002), une couche imperméable d'argile au fond et quelques structures de support qui vont aider la colonisation des plants. Les zones humides sont classifiées comme un système de surface libre exposé à l'atmosphère et composé d'une série de bassins qui contient une végétation aquatique peu profonde (fig. 1). Ces bassins successifs ont un rôle de décantation et de tampon hydraulique (Reilly et al. 1999).

Plusieurs études démontrent le potentiel des zones humides comme espaces adaptes à la dégradation des pesticide et d'autres composes comme les nitrates (68% de rendement, Environmental Protection Agency, 1988). Ils mentionnent la capacité d'absorption des pesticides et élucident une voie pour tamponner et stabiliser les eaux de ruissellement agricole avant qu'elles rejoignent les eaux naturelles de manière à diminuer l'impact écologique (Kadlec et Hey 1994;Moore et al. 2000) Il a été démontré que le stockage de nutriments et la sédimentation apportent un lieu unique pour le développement des microorganismes qui vont participer dans la dégradation (Dietz and Schnoor 2001). Les résultats démontrent l'importance d'une grande diversité lors de la dégradation de différents composés.

La dynamique des pesticides dans des zones tampons humides artificielles.

Dans le sol, les pesticides sont soumis à l'action simultanée des phénomènes de transferts, d'immobilisation et de dégradation.

La part de polluant la plus mobil est celle localisée dans les phases liquide et gazeuse. Ces transferts à la surface du sol ne concernent qu'une faible part des produits appliqués. Ils contribuent à la pollution des eaux de surface lorsqu'ils sont entrainés, soit à l'état dissout ou retenu sur des particules de terre. Les transferts dans le sol sont les plus importants; ils y sont entrainés par l'eau de pluie et s'y déplacent selon la circulation de l'eau. Ces déplacements varient beaucoup selon le régime hydrique, la perméabilité des sols, la nature du produit. Par exemple, en sol limoneux, l'aldicarbe est une substance très mobile tandis que le lindane ne migre pas.

Dans la phase solide existe un phénomène d'immobilisation. Ce phénomène est dû à l'adsorption, qui résulte de l'attraction des molécules de matière active en phase gazeuse ou en solution dans la phase liquide du sol par les surfaces des constituants minéraux et organiques du sol. De nombreux facteurs influencent sur la capacité d'adsorption d'un sol et sur les phénomènes de désorption qui correspond à la libération de la molécule dans le sol (phénomène inverse de l'adsorption). Ces phenomenes sont liés, soit aux caractéristiques de la molécule, soit à celles du sol (composants minéraux et organiques, pH, quantité d'eau). Quand les pesticides sont adsorbés par les matières humiques du sol (colloïdes minéraux et organiques) la molécule adsorbée n'est plus en solution dans la phase liquide ou gazeuse. N'étant plus disponible, ses effets biologiques sont supprimés ; elle n'est plus dégradée par les micro-organismes du sol ce qui augmente sa persistance. De la même façon, elle n'est plus entrainée par l'eau, ce qui empêche la pollution de cette dernière. Finalement, sa désorption lui rend toute sa capacité bio toxique.

Les phénomènes de dégradation arrivent quand le pesticide est biodisponible. Le sol est un écosystème qui possède une capacité de détoxification très élevée et les processus de dégradation peuvent être totales lorsque les matières actives aboutissent finalement à l'obtention de molécules minérales telles que H 2 O, CO 2 , NH 3 ou partiales lorsque les matières actives sont transformes a des métabolites intermédiaires. Cette dégradation est assurée principalement par les organismes biologiques de la microflore du sol (bactéries, actinomycètes, champignons, algues, levures) et son action s'exerce surtout dans les premiers centimètres du sol.

Mécanismes de dégradation des pesticides.

Dans l'environnement les pesticides qui vont suivre une dégradation peuvent être présentes sous différentes formes. Ces formes peuvent être solides, liquides, solides ou gazeuses. La phase solide est disponible pour les processus d'absorption tandis que la phase mobile c'est-à-dire la phase liquide et gazeuse est disponible pour les processus de biodégradation et pour le transfert vertical (contamination de nappes d'eau profondes). La persistance de un pesticide est déterminée par son activité versus les processus de disparition abiotiques et biotiques dans le temps.

Parmi ces processus abiotiques se trouvent : la photolyse, l'hydrolyse, les réactions d'oxidoréduction (redox), la floculation, l'absorption et la coprécipitation (Ferrari et al. 2005). Ce type de transformations par les phénomènes abiotiques est fréquemment incomplet mais cela permet de laisser des substrats intermédiaires pour que la dégradation biologique ait lieu. Les particules facilement disponibles dans le sol constituent la partie du polluant disponible pour la dégradation par les microorganismes. D'une manière général, l'augmentation de la rétention des polluants sur la phase solide du sol diminue les risques de dispersion du produit et augment la possibilité de dégradation, cependant cela peut être difficile puisque sa décomposition va être dépendante de la capacité de microorganismes à assimiler le composée, des processus de dissipation et des processus physico-chimiques qui font diminuer la concentration du pesticide en fonction de cinétiques caractéristiques du pesticide et du milieu (argile, minéraux, matière organique, pH, potentiel redox et type de végétation).

La performance de purification dans les ZTHA est basée sur l'action entre les organismes et les matériels de filtration qui servent comme support aux organismes. L'action combiné des ses facteurs (microorganismes-plantes-matériaux de construction) jouent un rôle important dans la disparition du pesticide. Les plantes permettent de transporter l'oxygène dans les couches plus profondes ce qui permet de protéger les racines de composées toxiques permettant à la fois la croissance de microorganismes aérobies hétérotrophes capables d'initialiser une dégradation et à l'oxygénation du milieu (Stottmeister et al. 2003).

La dégradation de différents composés peut avoir lieu en conditions d'aérobiose ou anaérobiose. En effet, la diminution de l'azote dans de ZTHA a été décrit comme un résultat de la nitrification -dénitrification médiatisé par les microorganismes (Sundberg et al., 2007) aussi bien que l'élimination du phosphore à travers de la hydrolyses enzymatique (Oehl et al ;[START_REF] Krutz | Adsorption and desorption of métolachlore and métolachlore metabolites in vegetated filter strip and cultivated soil[END_REF]. De plus, il a été décrit que les différentes sources de carbone jouent un rôle dans le cométabolisme de pesticides ; c'est-à-dire que des substrats comme l'acétate (substrat facilement assimilables) est utilisé par les microorganismes comme source de carbone principale et les enzymes qui permettront assimiler celui-là pourraient involontairement dégrader le pesticide qu'au même temps, pourra être assimilé pour une autre bactérie. [START_REF] Krause | Microbial Transformation of the Herbicide Métolachlore by a Soil Actinomycete[END_REF]Saxena et al.1987).

La BIO dégradation des pesticides.

La dégradation biologique des molécules pesticides dans les sols est le résultat de l'action de bactéries, champignons, d'algues ou de protozoaires du sol. Ces micro-organismes peuvent agir seuls, en parallèle, ou en 'consortium' sur les différentes étapes de la dégradation, depuis la molécule pesticide va jusqu'à sa minéralisation, en passant par ses métabolites. La dégradation biologique est essentiellement causée par certaines enzymes produites par les microorganismes. Elle peut être interne aux microorganismes, auquel cas les molécules doivent d'abord être absorbées, ou externes, avec les enzymes sécrétées dans le milieu extérieur. La dégradation peut être une source d'énergie ou de nutriments pour la bactérie, on parle alors de métabolisme. Elle peut aussi être 'accidentelle', quand elle est causée par une enzyme, mais n'apporte pas d'énergie ou de nutriment au microorganisme qui l'a émise (cometabolisme) (Calvet et al., 2005).

Biodégradation du Penta-Chlore-Phénol PCP. Edgehill et Finn (1983) ont isolé une souche de Arthrobacter (ATTC 33790) capable de utiliser le penta chlore phénol comme unique source de carbone. La demi vie pour le PPC dans de sols inoculés (150ppm) été de 24 heures à 30°C, la même expérience, mais dans de sols pas inoculés a été de 12 jours. Ces résultats suggèrent que l'inoculum original proliférait grâce au PCP et que la population de Arthrobacter persistait plusieurs jours après l'application. Dans d'expériences faites insitu, la métabolisation du PCP a été beaucoup plus lente qu'à celle observée dans les expérimentations de laboratoire. Les auteurs concluent que l'adition directe de Arthrobacter aux sols accélère le taux de dégradation en un factor de 10. L'enzyme que catalyse la dhalogénation du PCP a été isolé et partialement purifie et actuellement, elle est utilisée dans de bioréacteurs de traitement de déchets. (Crosby, 1981) Biodégradation des S-Triazines.

Plusieurs articles ont publié la description du métabolisme de s-atrazine (Kearney, Kaufman and Sheets, 1965;Esser et al., 1975;Wolf and Martin, 1975). La bioremédiation de ce pesticide a été étudiée sur des cultures de bactéries aérobies. Le 80% de les s-atrazines était dégradé lors qu'une source de carbone était ajoutée (Hogrefe et al., 1985). La température optimum de dégradation été à 40°C. Trois souches, une appartenant à Pseudomonas et deux souches à Klebsiella possèdent des amino hydrolases que catalysent la déamination du noyau. (les vois métaboliques sont exposés dans les annexes 1) Biodégradation de composés organophosphorés Parthiène est probablement un de plus étudie en ce qui concerne les vois métaboliques de biodégradation, il est sensible à l'hydrolyse et à quelques enzymes bactériennes (voie métabolique annexe 2). Flavobacterium (ATCC 27551) a la capacité de produire ces enzymes responsables de cette dégradation (hydrolases). En revanche, les traitements où l'étape d'hydrolyses était supprimée, le rendement a été largement limité dans la colonne du sol. Ces résultats suggèrent que l'adition des bactéries comme « amendements » dans de sols contaminés augment l'efficacité de la dégradation de certains pesticides ( W. Mulbry and P. C. Kearney,1991). Biodégradation de carbamates et chlorines.

Malgré, la quantité des documents qui exposent la dégradation des carbamates dans des colonnes de sols comme un processus biologique médiatisé par des bactéries (Pseudomonas spp), il y a peu d'information en ce qui concerne les vois métaboliques impliques dans cette dégradation, on connait seulement que la dégradation est faite par des estérases et que les carbamates sont sensibles à l'hydrolyse alcaline. En effet, il y a différents exemples qui démontrent que en conditionnes d'alcalinité les microorganismes sans estérases peuvent métaboliser les carbamates.

Les chlorines sont aussi dégradés par les Pseudomonas et Alcaligenes. Sa voie métabolique de dégradation est décrite comme une dégradation à des acides intermédiaires voi la β-Ketoadipate.

La Biodégradation des pesticides dans de ZTHA.

Les origines microbiologiques de la dégradation, la rendent potentiellement dépendante des facteurs qui influencent l'action des microorganismes dans la ZTHA. Parmi eux, la teneur en eau du sol, la température, l'abondance globale ou spécifique des microorganismes, l'effet/abondance d'un substrat nutritif, la vitesse de croissance des populations microbiennes, les phénomènes d'adaptation au substrat 'pesticide', l'effet de la concentration de une molécule (pesticide) dans la phase liquide, la vitesse de dégradation limitée par l'abondance des enzymes, etc.

La ZTHA donne une configuration avec une variété de conditions hydrologiques qui permettent le développement de diverses plantes et microorganismes qui favorisent la dégradation de polluants en conditions d'aérobiose et anoxie. Les microorganismes appartenant à une ZTHA peuvent être autochtones ou allochtones ; les microorganismes autochtones montrent caractéristiques d'adaptation à la dégradation de un pesticide tandis que les autres non. C'est ainsi que les autochtones sont capables de métaboliser les substances que sont différentes au habituel, survivre et se développer avec cette nouvelle source de carbone, tandis que les microorganismes allochtones n'ont pas une importance fonctionnelle dans le système (Vymazal 2005).

Des études antérieures (Tanner 1996) ont expliqué les avantages de la densité de systèmes racinaires (rhizosphère) pour la filtration de polluants et pour augmenter l'activité biologique et notamment des microorganismes autochtones. En effet, des plantes typiques de ZTHA telles que Typha sp., scirpes, Scirpus sp., Phalaris sp., Phragmites sp., Glyceria sp, Juncus sp donnent les conditions adéquates pour la dégradation puisque sa large biomasse crée une matrice de filtration qui permet de capter des nutriments, des ions, et fournir de l'air dans les racines en bas ; ce qui permet aux microorganismes aérobies coloniser la fine zone de la rhizosphère pour aider les processus de transformation de composés (fig. 2).

De premiers études et indices laissaient penser que la phase dissoute des différents pesticides comme le métolachlore était significativement retenue par adsorption sur le complexe argilo humique et microbien (Staddon, W.J.et al. 2001). Ils ont trouvé aussi une faible minéralisation de ce pesticide (26%) issus de un processus biologique (C. A. [START_REF] Seybold | Anaerobic degradation of atrazine and métolachlore and metabolite formation in wetland soil and water microcosms[END_REF]Cesare Accinelli, 2001). Ces résultats indiquent clairement le potentiel des sites végétatifs adaptés pour la dégradation du pesticide métolachlore, cependant on n'a pas beaucoup de donnes qui font référence aux pesticides actuellement et largement utilisés comme le S-métolachlore en France.

Malgré les connaissances sur la dégradation ou la transformation de composés comme l'azote ou le phosphore par des processus biologiques dans la ZTHA (pas exposes ici, digramme aux annexes 3), seulement un nombre limité des études se focalisent sur la Biodégradation des pesticides sans décrire les communautés microbiennes impliqués (Nicomrat et al., 2006;Nurk et al., 2005;Sundberg et al., 2007;Tao et al., 2007;Tietz et al., 2007;Truu et al., 2005).En effet, Les processus biologiques sont difficilement mesurables dû à la difficulté de différencier les phénomènes de bio atténuation de différents organismes (plantes et bactéries), des processus de dégradation chimiques et physiques [START_REF] Matamoros | Behavior of selected priority organic pollutants in horizontal subsurface flow constructed wetlands: A preliminary screening[END_REF], Miglioranza et al. 2004). Ce pourquoi, nous voudrions décrypter le rôle joue par les facteurs abiotiques et les microorganismes indépendants de l'action des plantes afin de déterminer la dégradation d'un pesticide spécifique en conditions différentes d'oxydoréduction. 

Les microorganismes dans des ZTHA

La plus part des études disponibles parlent de l'efficacité en termes de la quantité des composes dégradées au sorite de la ZTHA par rapport aux paramètres de construction aux matériaux utilisés dans la zone, mais les donnés sont limités en ce qui concerne le type de microorganismes impliqués dans la dégradation de différents polluants. Néanmoins des études faites dans sur des mesocosmes ont réussi à confirmer une corrélation entre les taux de dégradations de pesticides et le nombre de microorganismes présents dans la zone de disparition (W. Liang et al.)

Relation entre l'activité microbiologique de ZTHA et les paramètres environnementaux.

En 1994 Duncan et Groffman concluent que les ZTHA ont une activité microbiologique qui facilite la dégradation de polluants et la purification des eaux. Ces résultats suggèrent que les différentes conditions environnementales comme la présence ou absence de plants, les conditions hydriques, les conditions d'oxydoréduction (aérobie ou anaérobie), le type de substrat ou le matériel utilisé dans la construction de la ZATH déterminent les processus de dégradation microbienne et l'organisation spatiale de les mêmes.

Conditions d'oxydoréduction.

Les ZTAH sont caractérisés par la présence de quelques zones qui permettent les formes oxydés et réduits des ions. Les interfaces entre ces zones créent un gradient entre +700 à -400mv. Les conditions d'oxydation ou aérobies vont de +250mv à 700mv et les conditions de réduction ou anaérobie vont de +250mv à -400. Ces conditionnes peuvent être affectés par des facteurs comme la présence de électrons (O2, NO3, SO²4) (Reddy et Dangelo, 1997;Scholz et Lee, 2005) ce qui détermine si les conditions sont totalement aérobies (ayant l'oxygène comme dernier accepteur d'électrons), anaérobies (ayant le CO2 comme dernier accepteur) ou anoxiques (ayant un substitue de l'oxygène comme sulfate (SO 4 ), nitrate (NO 3 ), et sulfure (S) comme dernier accepteur d'électrons). Il a été prouvé que existe une efficacité supérieure dans la dégradation de polluantes laquelle est directement liée à la présence d'oxygène dans un mesocosmes en présence de plants aquatiques (Braeckevelt et al., 2007).

Type de substrat et biodisponibilité

Les microorganismes sont attaches aux surfaces et spécifiquement aux micropores du sol.Par exemple, L'argile a une grande capacité pour protéger la biomasse microbienne en fournissant un support et une surface d'interaction avec leur environnement ce qui permet une biodégradation en certains cas (Ladd et al., 2004). Les expériences de laboratoire montrent que les populations de microorganismes s'stabilisent après de 100 jours dans les rochiers et les sédiments. De plus, la quantité de protéines, de polysaccharides, de cellules viables et des enzymes (déshydrogénase) étaient concentrés sur les matériels de filtration (rochiers) et le 95% d'activité de l'activité des bactéries été concentre sur les premiers 10 cm du sédiment (Tietz et al., 2007).

La biodisponibilité du pesticide est aussi importante lors de la dégradation. En effet le carbone organique pour les hétérotrophes et le carbone inorganique pour les autotrophes est crucial dans le processus d'assimilation d'un composé. Des études ont montré que la manipulation de la quantité et la qualité de la source de carbone ajouté permet la modification de différentes enzymes des bactéries (l'hydrogénasse et catalase) extracellulaires qui permettent de dégrader quelques composés organiques dans de ZTHA (Kozub and Liehr, 1999;Shackle et al., 2000).

La température

La température aussi joue un rôle dans la régulation des processus de dégradation. Il a été décrit que des processus comme la dénitrification cessent à 5°C (Sirivedhin and Gray, 2006) et que la majeure quantité des émissions est produite pendant les périodes estivales, ce qui est cohérent avec les températures de croissances optimales pour quelques bactéries qui interviennent dans la dégradation.

Composition de la communauté microbienne dans des ZTHA.

Les techniques moléculaires ont permis d'évaluer les communautés des microorganismes présentes en différents types de ZTHA. Plusieurs études ont établi les différences dans le patron global spatial des communautés et leur évolution dans le temps; ces résultats variaient par rapport à la profondeur et à la proximité de l'entre et la sortie de la ZTHA (Truu et al., 2005). Les microorganismes qui ont pu être caractérisés dans ces études comprennent de espèces comme -Bacillus, Clostridium, Mycoplasma ,Eubacterium et Protobacteries (Ibekwe et al., 2003). Ahn et al. (2007), a utilisé une technique moléculaire basait sur la caractérisation des communautés des microorganismes (gen 16rRNA) dans de microcosmes avec de plants et sans plantes vivantes. Les résultats de cette étude indiquent que la communauté est dominée par des α-Protobacteries et la deuxième abondance vient du phylum d'Actinobacterie et Firmicutes. Il sont trouvés aussi entre 31 et 36 différents OTUs (Unités opérationnelles taxonomiques) qui semblent intéressants à décrypter. Cependant, toutes les études faites sur des ZTHA révèlent que la majorité des séquences obtenues appartiennent à des taxonomies non classifiées et donc à des microorganismes pas encore décrits, ce pourquoi les donnés sont limités en ce qui concerne la microbiologie associée à la dégradation des pesticides dans de ZTHA.

Méthodes d'évaluation de l'activité microbienne.

Il y a différentes méthodes pour caractériser et évaluer l'activité des communautés microbiennes dans l'environnement. Paramètres comme la consommation de différentes sources de carbone dans les sols, la consommation d'O2, la production de CO2, la dénitrification, la réduction de sulfate, la méthanogène, ou encore la mesure de la biomasse, et les enzymes sont de bons indicateurs de l'état du sol et de l'activité microbienne (Bending et al 2004;Schloter et al 2003;Truu et al 2008). La respiration du sol est considérée comme un excellent paramètre pour suivre la décomposition et le devenir des pesticides dans le sol. Le carbone organique des microorganismes a été aussi un bon indicateur des processus d'élimination de pesticides en fonction de la demande d'oxygène du sol (SDO).

Les méthodes classiques pour déterminer l'abondance microbiologique dans des échantillons environnementaux ont été des cultures (liquides ou solides) générales ou sélectives afin de cultiver des microorganismes dans de conditions contrôles de laboratoire pour être analyses. Quelques études se focalisent sur l'expression des certaines enzymes basées sur ces méthodologies qui facilitent l'interprétation des activités enzymatiques. Cependant, ces cultures ne s'approchent pas à l'écosystème réel. De plus, ces méthodes permettent l'évaluation de seulement un 1% de toute la diversité microorganisme présentes dans le sol (la majorité des microorganismes ne sont pas cultivables en laboratoire Torsvik and Ovreas, 2002). Ce pourquoi, en cherchant surmonter ces problèmes de cultures, des nouvelles méthodes moléculaires, culture indépendante, sont utilisées dans la recherche pour l'évaluation des communautés. Ces méthodes sont bases sur l'extraction d'ADN et sur leur amplification (PCR, amplification de marqueurs génétiques codants dans la zone des opérons du ribosome), ce qui sera ensuite utilisé pour connaitre les empreintes génétiques des microorganismes.

La DGGE (denaturing gradient electrophoresis) ou les ARISA (Automated Approach for Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) ce sont les techniques utilisés après l'amplification afin de différencier les microorganismes par séquences. En effet, ses techniques permettent de séparer les séquences amplifies de chaque microorganismes et cela donne un spectre de bandes dans un gel, ce qui a priori, correspondra a un microorganisme spécifique. Ainsi, les microorganismes sont identifiés.

Finalement, afin d'investiguer les interactions de ses communautés avec l'écosystème, c'est-à-dire le rôle joué pour chacune selon les gênes de fonctionnalité, on compare les séquences de ces microorganismes avec une base de données en faisant un clonage et séquençage des ADN.

(Ces techniques seront expliqués ultérieurement dans le document dans la partie matériels et méthodes) Cela dit, il ne faut pas oublier que ces techniques sont dépendantes de l'amplification de l'ADN et cette amplification se fera majoritairement sur les microorganismes prédominants et donc on n'a pas tout la diversité représentée.

Cette synthèse bibliographique montre l'état de connaissances sur la dégradation des pesticides comme l'atrazine, le métolachlore, ou de composés organophosphorés, etc. D'autre côté, cette synthèse nous montre les mécanismes impliqués dans la dégradation et leur évaluation sur des différentes expérimentations. Néanmoins, on ne trouve pas des expérimentations dans de pilots à petite échelle qui fassent une différenciation entre les phénomènes de dégradation issue des microorganismes indépendants des plants et les phénomènes physico-chimiques de disparition sur des pesticides actuels comme le S-métolachlore. De plus, les expérimentations sont ; soit faites sur de mesocosmes, une échelle qui ne permet pas une interprétation simple des donnes, soit sur des cultures de microorganismes qui réduisent extrêmement les conditions naturelles ce qui diminue les possibilités d'interprétation lors de l'application de l'étude à des échelles plus grandes comme une ZTHA.

OBJETIFS

Mettre en évidence la dégradation du S-métolachlore dans un microcosme élaboré avec les sédiments provenant de la ZTHA. 

III. Matériels et méthodes.

Dans le but de mettre au point un protocole sur l'évaluation des capacités d'une zone tampon humide artificielle nous avons développé des prototypes en bouteilles « microcosmes » qui contient des sédiments, de l'eau et du S-métolachlore dans différents conditionnes (aérobie, anoxie, avec ou sans source complémentaire de carbone). A continuation on décrit les matériels et méthodes utilisés.

1. Les substrats, provenant du site expérimental. Les caractéristiques exposées antérieurement, nous montrent que les eaux de la ZTHA viennent charges de quelques ions qui vont changer les conditions de nos expérimentations lors de l'utilisation dans les prototypes. C'est-à-dire, si un traitement dans nos expérimentations est faite en condition d'anaérobiose, il ne sera pas totalement anaérobie du à la charge de NO3 et SO²4 qui seront les accepteurs finales d'électrons au lieu du CO2. Ce pourquoi, dans cet étude on ce permet d'appeler « anoxie » la condition en absence d'oxygène.

Les sédiments

Les sédiments utilisés pour l'élaboration des microcosmes ont été prises des 5 premiers centimètres de la couche de sol provenant de la zone tampon humide artificielle de Bray. L'échantillonnage a été fait sur les trois zones. Cinque points de chaque zone ont été échantillonnés pour être ensuite mélanges, tamisés et stabilises pendant 5 jours sans être séchés. Un total de 10 kilos on été traités. Les caractéristiques de ses sédiments se mentionnent dans le tableau II. 

L'herbicide (S-métolachlore).

L'herbicide utilisé au cours de cette étude afin de suivre sa dégradation, c'est le Smétolachlore (Fig. 4). Les raisons de cet choix sont mentionnes ci-dessous :  Il est récemment utilisé en France (depuis 2003) ce pourquoi il n'existe pas des études (appart les normatives demandés) que utilisent cette molécule. En effet, le S-métolachlore est le remplacement du métolachlore qui était un pesticide qui montrait être bioaccumulable chez plusieurs espèces comestibles de poissons ce qui soulevaient des préoccupations quant à d'éventuels effets sur la santé humaine.

 Le S-métolachlore est actuellement, la molécule la plus utilisé pour le désherbage sélectif du blé en prélevée (avril-juin ; de mars à mai). Il cible les graminées et dicotylédones considérées comme des « mauvaises herbes».  Le S-métolachlore n'est pas sensible à la photolyse dans l'eau et il semble être un composé stable à l'hydrolyse à des pH entre 5 et 9.2. Ce qui nous permet de voir clairement les processus de dégradation biologique.

Les deux principaux métabolites connus du métolachlore et du S-métolachlore sont : Le S-métolachlore (non marquée) a été ajouté à une concentration de 2mg/l afin de suivre la dégradation. Cette concentration n'est pas très forte, donc on ne risque pas une inhibition des microorganismes. De plus, cette concentration nous permettra de rentrer dans la gamme de détection des appareils pour les analyses. (ADESH et al. 1987) Afin de suivre la minéralisation du S-métolachlore on a utilisé une solution marquée (isotope de carbone 13 -CH3CH2(CH3)*C6H3N(COCHCl)CH(CH3)CH2O-) au niveau du noyau aromatique de la maison commerciale « Cambrigde Isotope Laboratories. Inc ». La concentration ajoutée dans cet expérimentation à été de 9.6 µg/ml. Cette concentration est différente à celle de la molécule nonmarquée (antérieurement décrite) car le prix de la molécule marquée ($1350 x 2.4 ml) dépassait le budget établi. Cette expérimentation est une reproduction à petite échelle des expérimentations avec le S-métolachlore non-marquée.

[2-[(2-éthyl-6-méthylphényl)(2-méthoxy-1-méthyléthyl)amino]-2-acide oxoacétique] (AO) et [2-[(2- éthyl-6-méthylphényl)(2-méthoxy-1-méthyleéthyl-1)amino]-2-
Les concentrations du S-métolachlore marquée devaient accomplir quelques conditions comme la détectabilité aux machines d'isotopie et la quantité de minéralisation attendue. Ces calcules se trouvent en annexes 4.

Les microcosmes.

Pour nos expérimentations, on a misse en place différents types de microcosmes afin de tester des paramètres comme le cométabolisme, la biodégradation, dans le sens stricte, et les conditions d'oxydoréduction pouvant influencer la dégradation de le S-métolachlore sont expliqués ci-dessous (tab.III).

Ces microcosmes ont été construits dans des bouteilles en verre fermées hermétiquement par un septum en caoutchouc d'une épaisseur de 5,5 mm et par une bague à vis de 40 mm de diamètre. Ce système permet de réaliser des prélèvements de gaz et de liquide à l'aide d'une seringue pour les analyser. Ces bouteilles on été placées dans une pièce thermostatée à 20°C ± 2°C. Chaque traitement a été mis en conditions de redox différentes (aérobie et anoxie) avec ou sans sources complémentaires de carbone (Plantes broyé et acétate) et ayant suivi ou pas une stérilisation. Tout cela afin de mettre en évidence les effets de ses conditions sur la dégradation. (Fig. 5)  Le microcosme « A » est constitué de 125mL d'eau provenant de la ZTHA, de 67 Gr (poids sec) du sédiment provenant de la ZTHA, 3 Gr (ps) de plantes broyées comme une source supplémentaire de carbone, et du S-métolachlore non marquée à une concentration de 2mg/L. Quatre réplicats en conditions d'aérobiose et quatre en d'anoxie.

 Le microcosme « B » est constitué 125 mL de l'eau de la ZTHA, du 67 Gr (ps) du sédiment de la ZTHA, de l'acétate 0.1 mg/L comme une source supplémentaire de carbone et du Smétolachlore non marquée à une concentration de 2mg/L. Quatre réplicats en conditions d'aérobiose et Quatre en d'anoxie.

 Le microcosme « C » est constitué de 125 mL l'eau de la ZTHA, de 67 Gr (ps) du sédiment provenant de la ZTHA et du S-métolachlore non marquée à une concentration de 2mg/L sans aucune source supplémentaire de carbone. Quatre réplicats en d'aérobiose et quatre en d'anoxie.

 Le microcosme « C* » est constitue de 30 mL l'eau de la ZTHA, de 14.37 Gr (ps) du sédiment provenant de la ZTHA, et du S-métolachlore marquée dans le noyau (6 carbones marquées sur 15) à une concentration de 9.6 µg/ml sans aucune source supplémentaire de carbone en conditions d'anoxie. (sans réplicats).

 Le microcosme « D » est consacré aux contrôles. Ils ont été faits dans le but de mesurer différentes processus mentionnes ci-dessous. Les analyses ont été disposées de façon à suivre la cinétique et mettre en évidence la diminution ou dégradation du S-metolachlor en fonction de différents paramètres comme les conditions d'oxydoréduction, les sources de carbone ou l'absence de microorganismes :

Les analyses de la phase gazeuse se font dans le but de suivre:  La composition de gaz des microcosmes afin de vérifier les conditions d'aérobiose et d'anoxie souhaités.

 La minéralisation du metolachlor afin de vérifier la transformation du S-métolachlore enrichie en C13 en CO2 dans nos microcosmes.

Les analyses de la phase liquide se font dans le but de suivre la quantité du s-métolachlore restant afin de décrire la cinétique de disparition.

Les analyses de la phase solide se font dans le but de suivre:

 Le pesticide restant extractible de la phase solide au solvant utilisé par le IPL (Lab. Externe) afin de reconnaitre la partie de disparition du à l'adsorption naturelle de sédiments.

 Les variations des populations de bactéries présentes dans les sédiments afin de connaitre s'il y a une différenciation de bactéries au cours du temps.

Pour toutes ces analyses, un volume de 2,5 mL est prélevé à l'aide d'une seringue. Ce volume est distribué en 0,5 mL permettant la mesure du pH, et en deux fois 1 mL qui seront centrifugés (fig6). Le surnageant est récupéré pour les analyses chimiques de dosage de pesticide, et les culots serviront pour les analyses microbiologiques et de pesticide extractible des sédiments (pour cette analyse est nécessaire 10 g qui a été récupérée a la fin des incubations). Dans l'attente de ces analyses, les échantillons sont conservés à -20°C. La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est, comme toutes les techniques de chromatographie, une technique qui permet de séparer des molécules d'un mélange éventuellement très complexe de nature très diverses. Elle s'applique dans notre cas principalement à l'évaluation gazeuse des microcosmes à fin d'atteindre les conditions d'aérobies et anoxiques souhaités. Le mélange à analyser est vaporisé à l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance active solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté à travers celle-ci à l'aide d'un gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la colonne les unes après les autres après un certain laps de temps qui est fonction de l'affinité de la phase stationnaire avec ces molécules.

Le contenu du ciel gazeux est analysé par chromatographie en phase gazeuse réalisée avec un microchromatographe en phase gazeuse (CP4900, Variant). Il s'agit de séparer les différents gaz composant le ciel gazeux en fonction de leurs temps de rétention sur des colonnes de chromatographie. Il y a quatre colonnes de chromatographie permettant de séparer 8 gaz différents : O 2 , N 2 , CH 4 , CO 2 , N 2 O, H 2 S, NH 3 et H 2 . Les résultats sont analysés avec le logiciel CP-Maitre Elite ce qui fournit les concentrations de ces différents gaz. La production de biogaz est calculée automatiquement par un logiciel de traitement des données développé sous Excel selon le principe définie par l'équation suivante :

V cum_biogaz (j, STP)= V analyse_µGC (j, STP) + V dégazé (j, STP) + V restant_dasn_ciel (j, STP) -V restant_dans_ciel (j-1, STP) V cum_biogaz (j, STP) : Volume de biogaz produit depuis le jour de lancement de l'incubation.

V biogaz ( j, STP) : Volume de biogaz produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1.

V analyse_µGC (j, STP) : Volume de biogaz prélevé par le µGC lors de l'analyse.

V dégazé (j, STP) : Volume de biogaz dégazé à la seringue à gaz au jour j.

V restant_dans_ciel (j, STP) : Volume de biogaz restant dans le ciel gazeux après analyse le jour j.

(Voir les annexes 5 pour une explication large des calcules)

Minéralisation du S-métolachlore. Gas Chromatography Combustion-Isotope Radio Mass

Pour connaitre le devenir du s-métolachlore dans les microcosmes on utilise de Smétolachlore marquée en carbone 13 qui nos permettra de mettre en évidence, dans la phase gazeuse, sa décomposition jusqu'à CO2. Le carbone 13 ( 13 C) est l'un des trois isotopes du carbone. Contrairement au 14 C, il s'agit d'un isotope stable. Dans la nature, les molécules 13 C coexistent avec les molécules 12 C, à hauteur d'environ 1,1 % du total du C. (13C/12CR= est donc de l'ordre de 1,1 %) Ainsi, l'abondance isotopique peut s'exprimer en atome % :

De cette façon, on mesure les faibles variations de compositions isotopiques de tous les éléments stables légers en comparant le contenu en isotope lourd de l'échantillon à celui d'une référence. Ce principe de mesure justifie l'utilisation de l'unité relative delta δ, qui est la différence relative des rapports isotopiques de l'échantillon et de la référence, exprimée en part pour mille : Pour le carbone 13 : Cette notation a l'avantage de définir une relation explicite entre l'abondance d'un isotope donné d'un élément dans un échantillon et son abondance dans la référence : si delta > 0, il y a plus d'isotopes lourds dans l'échantillon que dans la référence ; si delta < 0, il y a moins d'isotopes lourds dans l'échantillon que dans la référence.

Il faut remarquer que l'abondance de la variété isotopique rare est toutefois suffisamment grande pour pouvoir être déterminée avec précision en spectrométrie de masse et que la différence de masse relative entre l'isotope rare et l'isotope abondant est significative. La mesure de l'abondance isotopique du carbone se fait en spectrométrie de masse, sur des instruments dits à source gazeuse, dans lesquels l'élément étudié est préalablement converti sous forme d'un gaz, le plus chimiquement inerte possible.

En condition sans métolachlore marquée, il n'y a pas de valeurs élevées. On dispose ainsi d'un excellent marquage : les valeurs hautes (>200‰) caractérisent systématiquement la dégradation du noyau du S-métolachlore.

Les compositions isotopiques du méthane et du dioxyde de carbone sont analysées à l'aide découplage entre un chromatographe en phase gazeuse (Trace GC Ultra, Thermo Electron Corporation, USA), un four de combustion (Finnigan GC combustion III, Thermo Electron Corporation, USA) et un spectromètre de masse isotopique (Delta plus Isotope Ratio Mass Spectrometer, Thermo Electron Corporation, USA). L'ensemble (GC-C-IRMS) est équipé d'un passeur automatique (Triplus AS, Thermo Electron Corporation, USA).

Le GC est équipé d'une colonne (Paraplot Q) qui sépare les gaz (CH4 et CO2). Ensuite, ces gaz passent dans le four de combustion où ils sont transformés en CO2. Enfin ils sont introduits dans la source à impact électronique du spectromètre de masse isotopique. Le CO2 ainsi ionisé est chargé positivement. Les ions CO2 sont accélérés et projetés sous forme d'un faisceau très fin dans un champ magnétique où ils sont déviés sur différentes trajectoires circulaires en fonction de leur masse. Les différents isotopes du carbone sont ensuite détectés par trois collecteurs placés sur la trajectoire des ions de masse m/z 44, 45, 46. Un amplificateur relié aux collecteurs permet d'amplifier les signaux électriques qui dépendent de la quantité d'ions collectés. Ces signaux sont ensuite transmis à un ordinateur où ces données sont analysées et les rapports isotopiques 45/44 et 46/45 sont déterminés et comparés à ceux d'un gaz de référence, étalonné par rapport au standard international. 100 µl des gaz des échantillons sont injectés manuellement.

Analyses de la phase liquide du S-métolachlore. Gas chromatography-mass spectrometry.

La chromatographie, permet d'effectuer des analyses de tous types de substances à divers degrés d'état de matière et dans notre cas les échantillons liquides. Le but de cet analyse est observer la quantité de pesticide restant dans la phase liquide pour étudier la cinétique et mettre en évidence la disparition. Pour cet effet le prélèvement de un jour déterminé est d'abord introduit en tête de colonne par l'intermédiaire d'une micro seringue qui va traverser une pastille en caoutchouc, appelée septum où le échantillon se trouve, pour se retrouver dans une petite chambre en amont de la colonne appelée injecteur.

Ensuite, une fois rendus volatils, les différents composés de l'échantillon vont être emportés par le gaz porteur (ou gaz vecteur) à travers la colonne et se séparer les uns des autres en fonction de leur affinité avec la phase stationnaire (liquide-volatil). La phase stationnaire va provoquer un phénomène de rétention chromatographique avec les différents composés ; plus le composé a d'affinité avec la phase stationnaire, plus il mettra de temps à sortir de la colonne. Ensuite, par un système de détection adéquat, les signaux sont passés à travers un numériseur (convertisseur analogique/numérique) pour l'analyse quantitative des composants correspondants et l'ensemble des pics est appelé chromatogramme.

La technique de chromatographie en phase gazeuse (GC) est utilisée aussi bien pour les analyses qualitatives que quantitatives, ce qui nécessite néanmoins des systèmes particuliers de détection (SPME solide phase microextraction), c'est-à-dire un système permettant de caractériser sans équivoque les composants. Grâce à cette méthode, il est possible de déceler des traces d'impuretés de l'ordre de la ppm et dans certains cas de la ppb (1 ppb = 10-9 g/g). La SPME extrait les analytes par adsorption sur une fibre de silice fondue ( 1 

Analyses de la concentration du s-métolachlore extractible des sédiments.

Ces analyses seront sous-traités par un laboratoire extérieur (IPL). Les prélèvements choisis correspondent aux jours 1 et 50 de manière à connaitre la quantité restant dans les sédiments. Cette extraction se fait à l'eau et puis au solvant organique pour connaitre le S-métolachlore restant dans la phase solide. Nous sommes a l'attente de ses résultats.

Analyses des bactéries présentes dans le sédiment. Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (ARISA).

Cette technique oriente à l'analyse des communautés bactériennes, est basée sur l'amplification par PCR de la région IGS (intergenic spacer) située entre les sous unités ribosomales 16SrDNA et 23SrDNA, région d'ADN présentant une variabilité de taille et de séquences entre individus supérieure à celle des gènes, pouvant alors différencier des espèces très proches. Les produits générés, de différentes tailles sont alors séparés sur gel de polyacrilamide sous conditions dénaturantes. (Fisher & Triplett, 1999). Cette technique d'empreintes moléculaires s'est révélée efficace pour l'analyse comparative des structures des communautés microbiennes (Ramette, 2009). Elle présente plusieurs avantages, étant indépendantes de la culture in vitro, hautement reproductibles, robustes et permettent d'étudier rapidement la structure des communautés bactériennes.

Après une série de test et de développements spécifiques aux sédiments de la ZTHA, l'ADN des échantillons est extrait avec le Mobio PowerSoil suivant les recommandations du fournisseur. Une amplification des espaces intergéniques ribosomaux est effectuée par réaction de polymérisation en chaine (PCR) avec les amorces ITSF -ITSREub pour les bactéries (tab VI). Pour cela, 2 µL d'ADN est mélangé à du Tampon PCR 1X, 0,025 Unités.µL -1 de Taq polymérase et 0,2 mM dNTP chacun (kit TaKaRa Ex Taq, TAKARA BIO INC.), 0,5 µg.ml -1 T4 gene 32 Protein (BioLabs) et 0,4 µM de chaque amorce pour un volume final de 25 µL. La PCR suit le programme suivant, 94°C pendant 5 minutes, suivi de 35 cycles à 94°C durant 1 minute, 54,5°C durant 1 minute et 72°C pendant 2 minutes, et se termine à 72°C pendant 10 minutes pour les bactéries. Les produits PCR ainsi obtenus sont utilisés selon le protocole du kit Agilent DNA 1000 (Agilent technologies Inc.) et sont analysés par le bio-analyseur Agilent 2100 (Agilent technologies Inc.) qui est une puce remplie d'ADN. Au moment de l'analyse la puce est soumisse à un haut voltage qui va permettre la séparation des brins en fonction de la taille au passage du gel. En fin de passage les molécules sont détectées par fluorescence et vont émettre un rayonnement fluorescent ; plus grande la fluorescence, plus la quantité est importante. Après une série de pics est obtenue et la taille des fragments correspondant est déterminée à partir d'un standard interne. Une image virtuelle du gel est obtenue à partir des électrophorégrammes de chaque échantillon. La DGGE est réalisée grâce au system INGENY phorU3 comportant un formeur de gradient, une cuve d'électrophorèse et une cassette pouvant contenir deux gels. Le formeur de gradient est constitué de deux colonnes en amont et aval. La chambre aval est reliée à une pompe par un tuyau qui possède une aiguille à son extrémité et qui permet l'écoulement de la solution. La configuration du formeur de gradient permet l'écoulement de la solution la plus concentrée en dénaturant progressivement, mélangée à la solution la moins dénaturante. L'optimisation de la DGGE pour la détection de bactéries totales dans notre cas à été de 35% à 70% de dénaturant. A fin que la polymérisation de l'acrylamide puisse de faire, 50µl de persulfate d'ammonium 20% et 5µl de TEMED sont ajoutés à la solution. Après 1h30 de polymérisation, 5 ml de solution à 0% de dénaturant comprenant 50µl de persulfate d'ammonium 20% et 5µl de TEMED sont ajoutés au-dessus du précédent gel et le peigne qui forme les puits est inséré. Ainsi, les échantillons débuteront en même temps leur migration dans le gel dénaturant.

La migration est réalisée dans du tampon de migration TAE 1X à une tension de 120Và 60°C pendant 16 heures. La révélation des bandes est effectuée en recouvrant le gel de 15 ml de SYBR gold X (invitrogen), puis la visualisation est réalisée par illumination aux UV ( geldoc XR Biorad).

Analyses de donnes.

Afin de connaitre les caractéristiques générales et les ordres de grandeur des vitesses des différents phénomènes abiotiques et biotiques de dégradation on a utilisé une équation (Alexander et Scow,1989) de premier ordre qui décrit que la réaction de disparition ou la vitesse est proportionnelle à la concentration.

(1) Où, K es la constante de vitesse de disparition du premier ordre. L'intégrale de cette expression donne la variation de la concentration restante dans le milieu, et permet de décrire les cinétiques de disparition (fig 9 )   (2) C(o) est la concentration initial (pour t=0) Apres, les valeurs des constantes de vitesse sont calculés à partir des régressions linéaires de afin de trouver la constante cinétique ou le taux de dégradation « K » (fig 9 )   (3) Une grandeur particulièrement utile est la concentration égale à la moitié de la concentration initial, soit, C=C(0)/2 et la relation (3) en donne la valeur : Où T1/2 sont durées de demi-vie ou encore des temps de demie vie de un pesticide L'usage de ces grandeurs est très répandue parce qu'elles permettent d'apprécier commodément la vitesse avec laquelle la dégradation a lieu.

Pour nos expérimentations, une régression linéale à été faite pour les concentrations vs le temps afin de connaitre les constantes de dégradation (K) et les demi-vies (T ½). Le donnés calées à un modèle sur une équation de cinétique de premier ordre sont évalués à l'aide des coefficients de variation (r²). Le test statistique pour analyser les différences entre les demie vies des traitements été Kruskal-Wallis car ce test est utilisé quand les donnes ne suivent pas une distribution normal et quand il n'y a pas plusieurs répétition. Les différences s'établissent avec un intervalle de confiance de 95%.

IV. Résultats et discussion.

1. Suivi de la cinétique de disparition du S-métolachlore.

1.1 Disparition du S-métolachlore issue des phénomènes abiotiques et biotiques.

Les différents termes du bilan de masse peuvent être estimés, ainsi:

Δm phase_liquide = Hydrolyse+ Adsorption +Photo dégradation+Volatilisation+Biodégradation L'hydrolyse : Elle a été quantifiée par nos expérimentations avec un essai réalisé sans la présence de sédiments, à l'obscurité, sur de l'eau du site stérilisée. « Dh» La photolyse : elle est considérée comme négligeable en raison de l'absence de lumière dans les incubations; La volatilisation: considérée aussi négligeable de par la faible valeur de la constante de Henry (2.2 e-3) ; l'oxydoréduction et les processus de rétention dans le sol, lequel sera analysé par un laboratoire externe (IPL) qui fournira à la fin du mois de septembre les quantités de S-métolachlore extractibles dans la phase solide.

La figure 10 présente la courbe de disparition du S-metolachlor dans nos expériences, déterminée dans une colonne d'eau en l'absence des sédiments (hydrolyse) et pour l'adsorption déterminée dans un microcosme avec de l'eau et sédiment tout stérilisé. On observe que les effets de l'hydrolyse sur le S-métolachlore sont presque négligeables puisque la concentration mesurée ne varie pas beaucoup au bout de 64 jours; ce résultat est en accord avec d'autres observations publiées par la base de données de pesticides d'Europe où le S-métolachlore est décrit comme un pesticide stable et persistant dans la phase aqueuse3 . Pour les effets d'adsorption on observe que la concentration diminue dans le temps et au bout de 64 jour on a une réduction de un 49% ce qui démontre les effets d'adsorption sont loin d'être négligeables dans ce type de sol. La figure 11 présente les courbes de disparition du S-métolachlore pour les différents traitements biotiques (sédiment eau) et abiotiques (sédiment et eau stérilisés). Ils suivent une cinétique du premier ordre (r²= 0.99 et 0.95 respectivement). Leurs constantes de cinétique (k) des concentrations dans le temps sont statistiquement différentes avec un seuil de confiance de 95% (P<0.05). (Voir annexe 6)

Les traitements biotiques (tab V) présentent une demi-vie 3 fois inferieure (15.5 et 20.5 jours) à celle observée dans les contrôles abiotiques (60.2 et 40.5 jours). En effet, leurs cinétiques montrent une vitesse supérieure de transformation du S-métolachlore dans les expérimentations biotiques par rapport aux bouteilles abiotiques. Ces résultats suggèrent une dégradation issue des processus biologiques précédemment décrit dans la littérature pour des pesticides organochlorés par des bactéries sur des milieux de culture (Miller et al. 1997), mais il n'a pas été documenté pour le Smétolachlore du groupe de chloroacetamide sur un support naturel dans un microcosme (sédiments et eau).

Les processus biotiques (adsorption) du S-métolachlore dans les sédiments jouent un rôle important dans la cinétique de disparition du pesticide de la phase liquide. Comme il est montré dans le graphe antérieur, La rétention des pesticides par les sols diminue la concentration en 49% mais lorsque les phénomènes biotiques interviennent (fig11) le taux de dégradation augmente de 30%. Il est important de mentionner qu'avec ses expérimentations, nous ne pouvons pas faire un bilan de masse exacte, ce pourquoi un laboratoire externe (IPL) fera les analyses pour extraire le pesticide lié aux sédiments. 

Effets de différentes conditions d'oxydoréduction sur la disparition du S-métolachlore.

Premièrement, on a suivi la composition du gaz (O2, CO2, CH4) dans le ciel des microcosmes, ce qui nous a entre autres permis de vérifier le maintien des conditions souhaitées, aérobies ou anoxies (fig. 12) au cours de l'expérience. On observe que la concentration de l'oxygène dans le ciel gazeuse est en moyenne de un 14% au cours de l'incubation ce qui assurait un échange dans le milieu. Cependant les conditionnes aérobies étaient difficilement maintenues comme on peut voir au jour 17 puisque parfois la consommation d'oxygène étaient plus rapide à celle que on s'attendait d'où la diminution de la concentration d'oxygène.

Ensuite, on a déterminé les paramètres cinétiques pour l'ensemble des conditions. Dans les cinétiques de disparition (fig. 13) on peut observer que la vitesse de disparition est légèrement supérieure pour les traitements aérobies qu'anoxies. De plus, la demi-vie dans le cas des traitements anoxies est 1.3 fois supérieure à celle des traitements aérobies (15.5 jours et 20.5) (tab VI). Ces résultats appuient l'hypothèse du rôle principal des processus biologiques sous conditions aérobies décrites antérieurement par Accinelli et al, Assaf and Turco 1994;De Laune et al. 1997;Miller et al. 1997 et par Issa andWood 1999. Cependant, les tests statistiques effectués sur les valeurs des demi-vies du S-métolachlore pour les traitements aérobies et anoxies, n'ont pas donné de différences significatives entre eux (P<0.05). Ces résultats doivent donc, être interprétés avec précaution. En effet, l'oxygénation de nos traitements n'est pas aussi efficace que dans la nature où 1.1.2 Effet de différentes sources de carbone sur la disparition du S-métolachlore.

La figure 14 montre la cinétique de disparition du S-métolachlore en conditions d'aérobiose et anoxie pour différents sources de carbone. Les demi-vies des traitements « A » (addition de plantes broyées), « B » (addition de l'acétate, source de carbone facilement assimilable), et «C » (sans adition de source supplémentaire), ne montrent pas de différences significatives. Cependant, la littérature explique la dégradation de l'atrazine et du métolachlore comme un processus de cométabolisme [START_REF] Krause | Microbial Transformation of the Herbicide Métolachlore by a Soil Actinomycete[END_REF]Saxena et al.1987).

Même si les résultats démontrent qu'il n'existe pas de différences significatives entre les taux de dégradation, on ne peut pas conclure à une absence de cométabolisme pour la dégradation. En effet, les sédiments provenant de la zone artificielle humide n'ont pas subi de séchage intense (ceci dans le but de préserver au mieux la biomasse, Hattori, 1988) ce que a laissé plus de substrats dans les sédiments et donc on pourrait faire l'hypothèse que les sédiments contenaient d'autres sources de carbone inconnues qui ont pu intervenir dans le cométabolisme et qu'il est impossible de déterminer ici.

En conclusion le protocole mis en place dans ces expérimentations n'est pas adapté pour déterminer le cométabolisme. La demi-vie a été calculée pour tous les traitements aérobies et anoxies, abiotiques et biotiques et pour les différentes sources de carbone. Dans la figure 15, on a essayé de rassembler toutes les comparaisons faites précédemment. Finalement, on observe que les traitements aérobies ont une demie vie similaire à ceux en anoxie, et aussi on observe que la presence de microorganismes (biotique) diminue la demi-vie d'un facteur 3,5 (12,6 ;10,8 ;22,9 jours Vs 21,2 ;14,8 ;25,7 jours)(Tab VII). . Étant donné que notre pesticide semble se dégrader, et afin de mettre en évidence la minéralisation du S-métolachlore, on a réalisé des incubations utilisant la molécule marquée au carbone 13 au niveau du noyau aromatique. La figure 16, présente la cinétique de disparition du S-metolachlor à la phase liquide marquée mesuré en GC-MS lors de cette expérience. En parallèle, on s'attendait à observer une minéralisation du noyau du S-métolachlore à l'analyse isotopique du biogaz (fig16 droit), ce qui n'a pas été démontré avec nos expérimentations. En effet, le ratio 13C/12C reste au bout de 20 jours dans la gamme du naturelle de la composition isotopique. Traduisant ainsi l'absence de production de CO 2 et CH 4 à partir du S-métolachlore marqué et donc de la minéralisation du noyau aromatique du Smétolachlore.

On pourrait attribuer ces résultats à la résistance de la molécule à la minéralisation due à ses caractéristiques chimiques (Scheunert,1992). La persistance des métabolites (ESA, acide éthane sulfonique et OA, acide oxalique métolachlore) en conditions aérobies a été décrite précédemment (Phillips et al. 1999). Cependant, aucun métabolite n'a été décrit en conditions anoxies, mais la réaction enzymatique avec le glutathionne qui produit ces métabolites peut avoir lieu sous conditions réductrices (Field and Thurman, 1996).

Ces résultats suggèrent que même si on ne voit pas une minéralisation il est possible que ce dernier ait subi une biodégradation partielle en métabolites intermédiaires, réfractaires à la biodégradation. Ces derniers ont certainement dû s'accumuler et il devrait être possible de les identifier par analyse isotopique car ils présenteront une composition isotopique non naturelle pouvant être mise en évidence par ce type d'analyse. En général, ce que l'on peut voir jusqu'à maintenant, c'est une dégradation issue de processus abiotiques comme l'adsorption et l'hydrolyse qui atteignent un pourcentage de disparition de un 51%. De la même façon, on observe une dégradation significative issue de processus biologiques auxquels on attribue un pourcentage de degradation 30% même en absence des plantes ce qui n'avait pas été auparavant décrit dans des prototypes comme le nôtres (microcosmes en présence de sédiment, eau et S-métolachlore). Les conditions d'aérobiose et anoxie ne semblent pas être significatives lors de la dégradation du S-métolachlore dans nos expérimentations, cependant cela peut jour un rôle importante dans la dégradation en présence de plants.

Le protocole que l'on a développé dans cet étude a montre être performante pour le suivi de différents processus de dégradation, cependant il est insuffisante lors de prouver le cométabolisme ou le maintient de une oxygénation de la phase liquide permanente comme celle que se présent dans la nature. 

Évolution des empreintes génétiques

Comparaison entre les différents profils ARISA et DGGE bactériens pour différentes sources de carbone en conditions de redox différents.

Dans nos échantillons, les microcosmes ont été soumis à des perturbations susceptibles de modifier la structure des communautés des microorganismes (concentration du pesticide, condition d'aérobiose ou d'anoxie, Abiotique) ; pour cela, un suivi des populations bactériennes a été réalisé avec la technique ARISA et avec confirmation en DGGE. (Voir Matériels et Méthodes) Dans les profils ARISA, chaque bande correspond au moins à une souche, tandis qu'une souche pourra produite plusieurs bandes. Les profils ne sont donc pas simplement interprétables mais ils permettent de repérer des changements de structure des communautés. Dans nos échantillons, on peut observer une évolution des populations des bactéries au cours des incubations (Fig. 18) car on note que des bandes apparaissent et disparaissent pendant les incubations. Néanmoins, l'évolution est différente pour les incubations en aérobiose et anoxie (la différence la plus marquante étant entourée en rouge) (Fig. 18) On remarque aussi que pour la condition d'aérobiose, on a des profils ARISA que sont différents quelle que soit la source de carbone A B ou C considérée (Fig. 19).Les bandes différentes entre les traitements mais souvent très nettes correspondent à des microorganismes qui ont pu peut-être répondre mieux au substrat ajouté. Pour les traitements en anoxie on a un profil de base stable et assez conservé entre les différents traitements, auquel s'ajoutent des bandes minoritaires bien nettes et souvent transitoires, qui éventuellement pourraient correspondre aux groupes microbiens activés par les différents substrats. Ces résultats sont cohérents avec ceux précédemment observés pour les cinétiques de disparition, car rappelons que ce sont les phénomènes biotiques indépendamment de la source de carbone qui ont augmenté le taux de disparition dans les incubations. Cependant, on ne sait pas a priori si ces microorganismes dominants temporairement sont impliqués ou non dans la dégradation du pesticide. Pour connaitre les microorganismes impliques, il faudra cloner et séquencer l'ADN obtenue et comparer les séquences avec une base de donnés afin de trouver ses opérons fonctionnelles.

Néanmoins, cette technique comporte des biais et il est nécessaire d'aller plus loin pour identifier les espèces impliquées, cette méthode basée sur une étape d'amplification sous-estime la diversité, car seules les espèces numériquement dominantes sont détectées. (von Wintzingerode et al., 1997). Pour tous les traitements (A, B et C), on observe une diminution des bandes majoritaires à la fin des incubations, où les profils sont alors très similaires à ceux du début des incubations (Fig. 20) Ces résultats pourraient être liés à l'activité des microorganismes. Dans la phase de dégradation active du substrat, quelques groupes se développent quantitativement et dominent le profil de diversité et lorsque le substrat s'épuise, il y a un rééquilibrage de la communauté. Donc, ces résultats -peuvent s'expliquer par le fait que l'on retourne à un état proche de celui initial, c'est-à-dire à un état de stabilisation où les principaux substrats dégradables par la flore bactérienne ont été consommés. En général, ces analyses microbiologiques nous montrent qu'il y a une réponse des microorganismes aux différents substrats, les traitements en aérobie et anoxie on a des dynamiques différentes en fonction des substrats. Finalement, il faudra aller plus loin avec des techniques de clonage et séquençage pour connaitre les espèces impliqués dans la dégradation.

V. Conclusions et perspectives.

Le protocole développé en microcosmes pour évaluer le potentiel de dégradation du Smetolachlor dans la ZTHA, c'est une méthodologie qui semble être utile pour suivre et différencier les mécanismes de dégradation abiotiques des biotiques et pour mesurer les changements de paramètres comme la production de gaz ou l'activité microbienne.

Dans nos expérimentations, on a déterminé la cinétique de disparition du S-métolachlore ce qui nous a permis de calculer un pourcentage de disparition issu des phénomènes biotiques (traitement en présence de microorganismes) et le pourcentage de disparition du S-métolachlore issue de phénomènes abiotiques (traitements stérilisés). Aux phénomènes abiotiques (hydrolyse et adsorption) nous avons attribué un 51% de la disparition du S-métolachlore, les demi-vies de ces traitements ont été 60,2 jours pour les traitements en aérobie et 45,5 jours pour ceux en anoxie. Aux phénomènes biotiques, nous avons attribué 30% de la dégradation du S-métolachlore, les demie vies de ces traitements (15,5 aérobies et 20.5 anoxies) sont significativement inférieures à celles des traitements abiotiques d'où nous pouvons inférer que la dégradation du S-metolachlor est catalizée par les microorganismes.

La dégradation biotique du S-métolachlore en fonction de différents paramètres d'oxydoréduction et sources de carbone a été évaluée dans nos expérimentations. Pour les traitements en conditions d'aérobiose et d'anoxie, les résultats montrent qu'il n'y existe pas de différences significatives entre les demi-vies (15,5 en aérobie et 20,5 jours anoxie). Ces résultats n'appuient pas les observations faites antérieurement par Accinelle 1994 qui explique la dégradation du métolachlore comme un processus aérobie. Toutefois, nos résultats pour le S-metolachlore doivent être interprètes avec précaution, car l'oxygénation de la phase liquide des nos microcosmes n'a été pas effective et cela pourrait jouer un rôle dans la dégradation. Pour les traitements avec différentes sources de carbone (A avec plantes, B avec acétate, C sans source complémentaire de carbone), les résultats montrent qu'il n'existe pas de différences significatives entre les demie vies du S-metolachlore (12,6 en aérobie et 21,1 en anoxie pour le microcosme avec de plantes ; 10,8 et 14,8 pour le microcosme avec acétate et 22,9 et 25,7 pour les microcosmes sans source complémentaire de carbone). En conséquence, nous n'avons pas pu mettre en évidence le cométabolisme, soit parce qu'il n'y en avait pas un, soit parce que les sédiments contenaient une source endogène de carbone qui a permis le cométabolisme et que nous n'avons pas pu évaluer. Dans de prochaines recherches, il sera nécessaire d'adapter la méthodologie et éliminer les sources de carbone endogènes avec un séchage de sédiments afin de mettre en évidence le cométabolisme avec sources de carbone facilement assimilable.

Pour analyser le devenir du S-métolachlore dans nos expérimentations, la molécule marquée (dans le noyau) de notre pesticide a été suivi, les résultats ne mettent pas en évidence la minéralisation du S-metolachlor au bout de 20 jours. Ces résultats s'expliquent, car il est possible que ce dernier ait subi une biodégradation partielle en métabolites intermédiaires, réfractaires à la biodégradation. Ces derniers ont certainement dû s'accumuler et il devrait être possible de les identifier par analyse isotopique, car ils présenteront une composition isotopique non naturelle pouvant être mise en évidence par ce type d'analyse plus tard. Les profils obtenus montrent au début des incubations une grande diversité que se réduit lorsque les jours passent. Au jour 22, une nouvelle bande apparaisse ce qui pourrait s'expliquer comme population majoritaire qu'est commune aux traitements en présence du S-métolachlore. Il est important dans de prochaines études faire un clonage de séquençage afin de connaitre les bactéries présentes lors de la dégradation du S-metolachlor et connaitre leur rôle. Néanmoins, les donnes disponibles dans des génothèques pour décrire les espèces présentes dans des ZTHA sont rares. En conséquence, il n'est pas simple d'aboutir à des conclusions sur la relation directe d'une espèce (bande) dans la dégradation d'un pesticide. Dans de prochaines recherches, il est important de lier la composition des communautés de microorganismes à l'activité en combinant en utilisant des approches génotypiques de clonage et séquençage afin de le faire une connexion avec la dégradation.

Afin de lier la dégradation du S-métolachlore aux microorganismes, la technique SIP (Stable isotope proving) pourra être utilisée. Ce technique involucre l'utilisation d'une molécule enrichit avec un isotope marqué qui sera suivi jusqu'à ça dégradation et bioaccumulation dans les cellules des microorganismes. De cette façon, on pourra lier la dégradation à un certain microorganisme.

Les puces d'ADN « microarrays » pouvant contenir plusieurs sondes de marquage pour cibler différentes unités fonctionnelles, peut-être un outil pour suivre les communautés dans les ZTHA . Par exemple, le « Geochip » contient 24000 oligonucléotides qui englobent plus de 150 groups fonctionnels pour la dégradation organique d'un polluant d'un ZTHA (He et al., 2007). De la même façon, il est important que les séquences obtenues en différentes études soient déposées sur des basses de données et qui soient liée à des informations sur le type de ZTHA où elle a été extraite (type de ZTHA, substrats, paramètres physico-chimies, etc.)

VI. Références bibliographiques.

Afin d'obtenir la composition isotopique du méthane et du dioxyde de carbone formés depuis la dernière analyse, il est nécessaire d'effectuer un calcul afin d'éliminer celle des gaz restant dans le ciel gazeux après la dernière mesure. La signature isotopique du nouveau gaz est calculée par rapport à deux points de mesure et à partir de l'équation bilan suivante : δn = signature isotopique du gaz nouvellement formé ƒn = fraction du gaz nouvellement formé δ1 = signature isotopique du gaz lors de la précédente mesure δ2 = signature isotopique du gaz lors de la mesure (Fey et al., 2004;Penning and Conrad, 2007;Penning et al., 2005;Penning et al., 2006) Annexe 5.

Comme les dégazages ne sont pas effectués systématiquement tous les jours à la même heure, c'est la production cumulée correspondant au volume de biogaz ramenée au Standard Temperature and Pression* (STP, 0°C, 1 atm) produit depuis le début de l'expérience qui est calculée. Pour réaliser ce calcul, le biogaz est assimilé à un gaz parfait.

Ensuite, pour obtenir la production cumulée spécifique de chaque gaz, les résultats obtenus lors des analyses par µGC (cf. § Analyse de la composition du biogaz) sont utilisés.

Figure 1

 1 Figure 1 Schéma d'une section de un ZTHA (EPA/625/1-88/022)

Figure 2

 2 Figure 2 Plantes aquatiques communes dans les ZTHA (Adapted from Kadlec & Knight, 1995)

  a. Mise au point d'un prototype que simplifie les conditions de la ZTHA (microcosme contenant des sédiments, d'eau et du S-métolachlore) afin d'évaluer la dégradation avec une approche différente à ceux auparavant utilisés. b. Évaluer la dégradation du S-métolachlore en fonction de différents paramètres d'oxydoréduction (aérobies et anoxiques), de différentes sources de carbone supplémentaires (Plantes broyées et acétate) et de la stérilisation. c. Déterminer les taux de dégradation et les demi-vies du S-métolachlore obtenues avec ces prototypes en fonction des différents paramètres mentionnés antérieurement afin de reconnaitre les conditions les plus adéquates pour la dégradation. d. Mettre en évidence la minéralisation du S-métolachlore avec une molécule marquée en carbone 13. Suivre les communautés bactériennes et leur évolution dans nos prototypes (microcosmes) afin de reconnaître la colonisation des nouvelles populations et la dynamique pendant la dégradation du Smétolachlore. a. Misse au point d'une méthodologie d'extraction d'ADN pour les postanalyses de dynamiques bactériennes. b. Vérifier la diversité existante dans de ZTHA avec des différents techniques moléculaires. c. Décrire qualitativement les populations et la dynamique d'apparition et disparition des communautés en fonction des différents paramètres d'oxydoréduction (aérobies et anoxiques), de différentes sources de carbone supplémentaires (Plantes broyées et acétate) et de la stérilisation.

1. 1 Figure 3

 13 Figure 3 Schéma et caractéristiques de la zone tampon humide artificielle (Passeport et al., 2010)

Tableau 2

 2 Caractéristiques des sédiments échantillonnés dans la ZTHA.



  Il est facilement adsorbé sur la matière organique du sol, au point d'être peu lixivié dans les sols très riches en humus et plus facilement relargué dans les sols pauvres et acides ce qui laisse la place à une dégradation (Graham, J.S., et al. Sorption of metribuzin and métolachlore in agricultural soils. Weed Sci. 40:155-160).

Figure 4

 4 Figure 4 Schéma du S-métolachlore

  acide oxoéthanesulfonique] (AOES), Dissous dans l'eau, le métolachlore donne le [2-chloro-N-(2-éthyl-6-méthylphényl)-N-(méthoxy-1méthyléthyl) acétamide]. Cette molécule est plus ou moins bien adsorbée selon le type de sols (Obrigawitch, T. et al. 1981. Adsorption, desorption and mobility of métolachlore in soils. Weed Sci)

Figure

  Figure 5 Schema des microcosmes

Figure 6

 6 Figure 6 Schéma protocole des prélèvements liquides et solides

  cm) revêtue d'une phase polymérique mélangée parfois avec un adsorbant solide (par exemple un polymère de divinylbenzène (fig 7). Cet appareil mis à disposition au Cemagref est un GC/MS, modèle Trace/DSQ de Thermo Fisher Scientific est équipé d'un passeur automatique (Combipal). Le système d'acquisition de données est le logiciel Xcalibur. La séparation a été réalisée sur une colonne capillaire Zebron de type DB-5MS de 60 m de longueur, d'un diamètre interne égal à 0.25 mm et d'épaisseur de film de 0.25 mm. L'hélium a été utilisé en tant que gaz vecteur avec un débit de 1.3 ml. L'ionisation au niveau du spectromètre de masse est produite sous vide par impact électronique avec une énergie d'ionisation de 70 eV. La température de l'injecteur a été maintenue à 270°C et la ligne de transfert à 250°C pour éviter tout problème de recondensation. L'intervalle de détection du S-métolachlore est de 0.05 µg/L à 5 µg/L. la méthode est décrite par Passeport et al. 2010.

Figure 7

 7 Figure 7 Schéma d'extraction et désorption de La SPME (Solid Phase Micro-Extraction)

  Ce procédé d'électrophorèses est basé sur la mobilité d'acides nucléiques de même taille mais de séquence nucléotidique différente (polymorphisme de séquence). Apres la PCR, les échantillons sont déposés sur un gel de polyacrilamide possédant un gradient dénaturant de formamide et d'urée. Lors de la migration à 60°C, les fragments d'ADN rencontrent des concentrations de plus en plus importantes entrainant la dénaturation progressive des brins selon leur composition en bases A-T et G-C (fig 8).

Figure 8

 8 Figure 8 Schéma de principe de la DGGE

Figure 9

 9 Figure 9 Cinétique de premier ordre ; détermination de la constate de vitesse, Les graphiques indiquent l'allure des variations des concentrations de pesticide restant dans le milieu étudié. A droit la variation de la concentration du pesticide restante, à gauche la linéarisation de la équation a fin de trouver la pente ou K (taux de dégradation).

Figure 10

 10 Figure 10 Cinétique de disparition du S-metolachlor par des phénomènes abiotiques. Pourcentage du Smétolachlore restant dans la phase liquide déterminé dans une colonne d'eau, en l'absence de sédiments (hydrolyse) et pourcentage du S-métolachlore restante dans un microcosme avec sédiments (adsorption) en absence de microorganismes.

Tableau 5

 5 Demi-vies pour les traitements biotiques et abiotiques différences déterminées (P<0.05).

Figure 11

 11 Figure 11 Cinétique de disparition du S-métolachlore. Pourcentage du S-métolachlore restant dans la phase liquide pour deux traitements, abiotique et biotique, en conditions d'aérobiose (droit) et d'anoxie (gauche).

  plantes vivantes augmente significativement les concentrations d'oxygène dissout dans l'eau ce qui influe sur la croissance et la respiration microbienne, augmentant la possibilité d'assimilation de différents composés(Singh et al, 2004(Singh et al, et 2009) ) et donc aboutissant à une différence plus marquée entre les deux conditions aérobie et anoxie.

Figure 12 Figure 13

 1213 Figure 12 Suvi du pourcentage d'oxygène dans le ciel gazeux dans les traitements « A » (séd, plantes et eau), « B » (séd, eau et acetate), « C » (séd,eau) « Da » ( control abiotique), « Dp » control sasn pesticide. Tous les traitement en conditions d'aérobiose et d'anoxie. Tableau 6 Demi-vie pour les traitements biotiques en conditions d'aérobiose et d'anoxie.

Figure 14

 14 Figure 14 Cinétique de disparition du S-métolachlore pour les différents traitements avec une source supplémentaire de carbone A (Plantes) B (Acétate) et C (sans une source supplémentaire) en conditions d'aérobiose et anoxie.

Figure 15

 15 Figure 15 Demi-vie (jours) du S-métolachlore en conditions d'd'aérobiose et d'anoxie en fonction de la source de carbone ajouté (A plantes, B acétate, C sans source de carbone complémentaire) et la inhibition de l'activité microbienne (Da).

Figure 16

 16 Figure 16 Cinétique de disparition du S-métolachlore enrichie en 13 C. A gauche : Pourcentage de métolachlore restant dans la phase liquide mesuré à la GC-MS. A droit : Ratio de carbone 13 sur 12 évolution au cours le temps.

Figure 17

 17 Figure 17 Comparaison des moyennes des concentrations d'ADN obtenues avec deux méthodes d'extraction différentes (1) QIAamp (2) Mobio PowerSoil.

Figure 18

 18 Figure 18 Profils de diversité bactériennes différents prélèvements dans le temps. Au jour 0 (T0), 13(T3), 22(T5), 33(T7), 44 (T9). A gauche : Profil ARISA pour les traitements aérobies (A1), Leader (marqueur de taille). A droit profil ARISA pour les traitements en anoxie (A5).

Figure 19

 19 Figure 19 Profil DGGE puits 6 et 7 correspondent au traitement « A aérobie» au jour 22 (A1-T5) et au traitement « A aérobie » au jour 33 (A1-T7) ; puits 9 et 10 correspondent à « A anoxie » au jour 22 (A5-T5) et « A anoxie » au jour 33 (A5-T7).

Figure 20

 20 Figure 20 Profil ARISA, comparaison au jour 33 (T7) entre différentes sources de carbone. « A » microcosmes avec source complémentaire de plantes, « B » microcosmes avec acétate, « C » sans source supplémentaire. A gauche : profil ARISA des traitements aérobies (A1), les bandes maintenues entre les différents traitements entourés en rouge. A droit : Profils ARISA des traitements en anoxie (A5) similarité entre les profils.

Figure 21

 21 Figure 21 Profil ARISA et DGGE, comparaison au jour 60 (T10) entre différentes sources de carbone (A plantes, B acétate, C sans source supplémentaire) aérobie (A1, B1,C1) et anoxie (A5,B5,C5). Puits 1, 3,5 correspondent à A1, B1, C1.

  Le protocole d'extraction d'ADN « Mo bio PowerSoil » pour les échantillons provenant de la ZTHA a permis d'amplifier et d'analyser les communautés bactériennes dans les incubations. Les techniques utilisés pour la identification de profils (ARISA et DGGEE) ont été reproductibles.

  

  

  

  

   « Da » Ce microcosmes control de phénomènes abiotiques, contient 125 mL de l'eau de la ZTHA, 67 Gr (ps) du sédiment, du HgCL2 au 6%, ce qui permet d'inhiber tout activité microbienne, et du S-métolachlore non marquée à une concentration de 2mg/L. Un réplicats en conditions d'aérobiose et un en d'anoxie. « Dh » Ce microcosme control d'hydrolyse, contient seulement 125ml de l'eau de la ZTHA et du S-métolachlore non marquée. Un réplicats en conditions d'aérobiose et un en d'anoxie. « Dd » Ce microcosme control de dynamique sans pesticide, contient 125ml de l'eau de la ZTHA, 67 Gr (ps) du sédiment.Afin d'obtenir des conditions d'aérobiose (pourcentage d'oxygène inférieur à 0,3 %), l'air présent dans le ciel gazeux est remplacé par de l'azote (He) grâce à une succession de cycle « vide/gaz »

		Tableau 3 Résumé des différents microcosmes élaborés.			
	Traitement	S-métolachlore	Sédiment	Eau	Source de	Stérilisation	Conditions	But du traitement
		ajouté	(GR) masse	(mL)	carbone		oxydoréduction	
			sèche.		supplémentaire		et réplicats	
	A	Oui 2 mg/L	67	125	Plantes Broyées	Non	3 Aérobie et 3	Démontrer le
							Anoxique.	cométabolisme
	B	Oui 2 mg/L	67	125	Acétate	Non	3 Aérobie et 3	Démontrer le
							Anoxique.	cométabolisme
	C	Oui 2 mg/L	67	125	Non	Non	3 Aérobie et 3	Démontrer le non
							Anoxique.	cométabolisme
	C*	Oui marquée dans le noyau	14.37	30	Non	Non	1 Anoxie.	Démontrer la minéralisation
		9.6 µg/ml						
	Témoin					Oui, HgCl2 6%	1 Aérobie et 1	Démontrer la
	abiotique					et stérilisation	Anoxique.	dégradation issue de
		Oui 2 mg/L	67	125	Non	à l'autoclave		microorganismes
	Da							
	Témoin					Oui	1 Aérobie et 1	Vérifier la quantité
	d'hydrolyse					stérilisation à	Anoxique.	de disparition due à
		Oui 2 mg/L	0	125	Non	l'autoclave		l'hydrolyse.
	Dh							
	Témoin sans							Vérifier l'absence du
	molécule							S-métolachlore et la
		Non	67	30	Non	Non	1 Aérobie et 1	dynamique
	Dd						Anoxique.	microbienne en
								absence du pesticide

Tableau 4 Caractéristiques des amorces utilisées pour la PCR-ARISA

  

	Nom	Groupe ciblé	Séquence (5'-3')	Référence
	ITSF ITSREub	Bactérie	GTCGTAACAAGGTAGCCGTA GCFCAAGCATCCACC	Cardinale et al., 2004
	4.6 Analyses de microorganismes dans la phase solide. Denaturing gradient gel
	electrophoresis (DGGE).		

Basse de donnés du PPBD ( pesticide propietes data base): http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/fr/Reports/1027.htm

Base de donnés, PPDB pour le S-métolachlore (Ref: CGA 77102): http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/fr/Reports/1027.htm

2.1 Évaluation de différentes méthodes d'extraction d'ADN pour les sédiments provenant d'une zone tampon artificielle humide.Cette étape pour mettre au point des méthodologies d'extraction a été primordiale, car le sol est considéré comme l'un des environnements les plus complexes de la biosphère et en conséquence un réservoir majeur de la diversité microbienne. Donc, étudier cette diversité est extrêmement complexe, du fait du faible taux de cultivabilité des espèces bactériennes et des biais liés à l'extraction des cellules et de leur ADN hors de cette matrice complexe.

Remerciements

Annexe 1 Anexxe 2.

VII. Annexes.

Vcum_gaz_i(j,STP) : Volume de gaz(i) produit depuis le jour de lancement de l'incubation.

Vgaz_i(j,STP) : Volume de gaz(i) produit entre la mesure du jour j et celle du jour j-1. %gaz_i(j) : Fraction volumique du gaz(i) dans le gaz analysé au µGC au jour j.

Vmesuré(j,STP) : Volume de biogaz mesuré au jour j. Ce terme correspond à la somme du volume de biogaz utilisé par le µGC, plus le volume dégazé à la seringue, plus ce qui reste dans le ciel gazeux après analyse.

Remarque : L'ensemble des volumes est ramené aux STP. Annexe 6.

Les statistiques utilisées pour déterminer les différences entre les demi-vies des différents traitements s'présentent a continuation : (logiciel Spss 15.0 version wondows) Les différences significatives de les demie vies on été déterminés avec test kruskal-Wallis avec un P <0.05.

Différences entre traitements biotiques en aérobie contre contrôles abiotiques en aérobie (stérilisés) :

Hn : Egalité entre les demi-vies Ha: il n'y a pas egalité entre les demi-vies pour les traitements. 

Ranks