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17, rue de Sully

BP 86510

21065 Dijon Cedex

Résumé : L’effet d’'une culture de mais sur la dégradation microbienne de I'atrazine dans un
sol a été étudié lors d’'un essai en serre constitué de pots contenant du sol mis en présence
ou non de mais et/ou d’atrazine. A la fin du cycle cultural, un effet plante trés significatif a
été mis en évidence sur la biomasse microbienne. De plus, les sols ayant regu de I'atrazine
lors du cycle cultural présentent, dans un test réalisé au laboratoire, une minéralisation de
I'atrazine significativement plus rapide sans corrélation avec la biomasse microbienne. La
structure des communautés microbiennes analysée par RISA sur 'ADN extrait directement
du sol est modifiée en sol cultivé par comparaison au sol nu. Par contre le traitement avec
de l'atrazine en serre ne la modifie pas. Une quantification de la présence du gene atzC
dans les échantillons a été menée par PCR gigogne compétitive. Ce géne est initialement
présent en plus grande quantité dans les sols cultivés et est détecté de fagon transitoire
apres le retraitement avec de I'atrazine pour atteindre un maximum aprés 4 jours en sols
cultivés et 7 jours en sol nu. Finalement il apparait que le mais stimule la biodégradation de
I'atrazine dans ce sol en assurant une meilleure survie des communautés dégradantes par
rapport au sol nu.

Introduction générale

Face a la dispersion des substances actives dans I'environnement, une directive
européenne concernant la qualité des eaux destinées a la consommation fixe a
0,1ug/l la concentration maximale admissible pour les résidus. En respect de cette
norme les pouvoirs publics ont mis en place au niveau national des suivis de
qualité des eaux superficielles et profondes. Parmi les contaminants les plus
fréquemment retrouvés dans les analyses d'eau (ressources superficielles ou
souterraines) des points de prélevements du réseau de surveillance frangais,
l'atrazine et ses métabolites de dégradation constituent un réel probléeme. En ce
qui concerne la persistance de I'atrazine, le temps de demi-vie de ce produit au
champ est trés variable et s’étend d’un mois (Seiler et al.,, 1992) a un an. Des
applications répétées d’'un méme pesticide sur un sol peuvent conduire au
développement de populations microbiennes trés actives capables de le dégrader
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totalement et de fagon trés rapide. Ce phénomene est connu sous le nom de
biodégradation accélérée. Des études ont ainsi montré qu’aprés des applications
répétées d’atrazine certains sols présentent une capacité accrue de dégradation
de l'atrazine (Barriuso et Houot, 1996 ; Pussemier et al., 1997).

Face aux problémes de contamination des sols et des ressources en eau par les
produits phytosanitaires, différentes techniques de bioremediation sont
envisageables. La contamination de [I'environnement par les produits
phytosanitaires résulte majoritairement des interactions sol-pesticides avant la
dégradation. La présence d'une couverture végétale comme les bandes enherbées
peut donc limiter I'érosion et le transport des produits vers les ressources en eau
(Patty et al., 1997). D’autre part, la présence d’'une plante peut accélérer la
dégradation des polluants organiques par stimulation de I'activité microbienne de
fagon a limiter les transferts. Cette stimulation ou rhizodégradation est surtout
utilisée dans le cas des pollutions par des composés organiques type pesticides,
PCB ou HAP (Hsu et Bartha, 1979 ; Reddy et Sethunathan, 1983, Shimp et al.,
1993, Anderson et Coats, 1995; Anderson et al., 1995; Buyanovsky et al.,
1995 ; Shann, 1995; Boyle et Shann, 1995, 1998; Haby et Crowley , 1996).

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail consiste a étudier I'effet bio-stimulant
d’une culture de mais, sur la capacité initiale d’'un sol a dégrader I'atrazine. Apres 8
semaines de culture en serre et le traitement des sols avec de l'atrazine, nous
avons testé au laboratoire la capacité de dégradation de ce produit sur les sols
(ttmoins et traités) restés 8 semaines en serre. La détermination de la biomasse
microbienne a été effectuée sur les différents échantillons de sol de fagon a tenter
d’expliquer les différences de minéralisation par cet indice global. Enfin pour
essayer de mieux comprendre la mise en place de la biodégradation accélérée,
nous avons extrait 'ADN des sols pour tenter de mettre en évidence des
différences génétiques (modification de la structure des communautés
bactériennes et présence des génes de dégradation de l'atrazine) au sein des
échantillons de sols nus ou cultivés traités ou non avec de I'atrazine.

Matériels et méthodes

1. Sol

Le sol utilisé pour cette étude a été collecté dans une parcelle du domaine
expérimental de la Bouzule (ENSAIA Nancy) sur une épaisseur de 20 cm. Les
caractéristiques du sol les suivantes : 51,3% de limon, 33,3% d’argile, 15,4% de
sable, 26,4% de matiére organique, pH 5,8. La parcelle n’a pas regu d’atrazine
depuis 1991. Le sol, tamisé a 5 mm, est placé dans des pots en PVC de 2,5 litres
sur un filet de billes d'argile expansée.
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2. Dispositif expérimental

Quatre traitements ont été choisis pour étudier I'effet du mais sur la dégradation de
l'atrazine dans le sol : sol non cultivé (SN), sol non cultivé traité avec de I'atrazine
en serre (SNT), sol cultivé en mais non traité (M) et sol cultivé en mais traité avec
de l'atrazine en serre (MT). Pour chaque traitement, 5 répétitions ont été réalisées.
Les graines de mais ont été stérilisées avec de I'hypochlorite de calcium (33 mg/l)
pendant 5 minutes puis sont rincées a I'eau permutée stérile avant d'étre semées
(4 graines par pot). Le traitement avec Il'atrazine non formulée s'effectue
directement aprés le semis a raison de 1,5 mg/kg de sol (équivalent poids sec).
L'essai est conduit selon un dispositif en randomisation totale et les pots subissent
une rotation journaliére. Les conditions de la culture en serre sont les suivantes,
photopériode de 11 heures, température de 19°C de jour et 15°C de nuit,
d'hygrométrie de 60%. Les pots «sont arrosés» au poids tous les 2 jours avec de
I'eau permutée (sol nu) ou de la solution nutritive dans le cas des sols cultivés de
fagon a maintenir I'numidité du sol a 80% de la capacité au champ. Aprés 8
semaines de culture, tous les pots sont récoltés et les échantillons de sol sont
récupérés pour réaliser des tests en laboratoire.

3. Etudes microbiennes réalisées sur les sols au
laboratoire

3.1 Tests de minéralisation d’atrazine marquée au carbone 14
dans le sol

La minéralisation de I'atrazine au laboratoire a été étudiée sur les sols issus de
I'essai en serre (sol non cultivé et sol cultivé en mais non traités, sol non cultivé et
sol cultivé en mais traités a I'atrazine en serre). Les tests s'effectuent en enceinte
radiorespirométrique étanche. Il s'agit de bocaux dans lequel on place, un pot en
verre contenant le sol traité (10 g équivalent poids sec), une fiole a scintillation
liquide contenant 5 ml de soude 0,2 M qui assure le piégeage du Yco, dégagé
lors de lincubation et une fiole a scintillation liquide contenant 10 ml d'eau
permutée afin d'assurer la saturation en eau de l'atmosphére du bocal. Dix
grammes de sol équivalent poids sec sont placés dans un pot en verre. L'humidité
est ajustée a 100% de la capacité de rétention du sol en tenant compte des 0,5 ml
de solution agueuse contenant le produit radioactif. Le traitement apporte 1,5mg/kg
de sol du produit et environ 1,7 kBq par échantillon. L'incubation en bocaux se fait
dans une salle climatisée a 20°C. Un échantillon de sol par pot du dispositif en
serre est testé. Les piéges de soude sont prélevés et remplacés régulierement. Le
Yco, piégé est dosé a l'aide d'un compteur a scintillation liquide (Packard
1900TR-Tri-carb) apres ajout de liquide scintillant (ACS 1l, Amersham).

Parallélement a cette cinétique de dégradation d'atrazine marquée, une cinétique
avec de l'atrazine froide a été effectuée et aux mémes temps de prélévement des

247



pieges, des aliquotes de 250 mg de sol ont été prélevés et congelés a —80°C dans
le but de réaliser des études moléculaires.

3.2 Mesure de la biomasse microbienne des échantillons

Afin d'évaluer le carbone présent dans les micro-organismes des différents
échantillons de sol, nous avons utilisé la technique de fumigation-extraction (Vance
et al., 1987). Cette méthode permet de déterminer le carbone organique extractible
du sol suite a un traitement biocidal. Le traitement utilisé est une fumigation du sol
avec des vapeurs de chloroforme pendant 16 heures sur des échantillons de 10 g
équivalent poids sec. Parallélement a cela, des échantillons témoins non fumigés
sont pesés. L'extraction du carbone organique est réalisée sous agitation pendant
45 minutes a l'aide de 50 ml d’une solution de K,SO4 25mM sur les échantillons
fumigés et sur les témoins. Ensuite les échantillons aprés décantation ont été
filtrés sur papier Whatman® en fibres de verre. Enfin les échantillons ont été
conservés a —20°C aprés ajout de 3 a 4 gouttes d'acide orthophosphorique pur
(stabilisation par acidification). Le carbone extractible a été mesuré par une
technique initialement suggérée par Chaussod et al.(1988) puis reprise par Wu et
al. (1990). Il s'agit d'un dosage du CO, issu de I'oxydation du carbone sous UV en
présence de persulfate de potassium (Dohrman DC80). Les résultats sont donnés
en milligrammes de carbone par litre. Les résultats obtenus a partir des
échantillons non fumigés (carbone organique non microbien) sont retranchés de
ceux des échantillons fumigés (carbone organique non microbien + carbone
organique microbien). Les valeurs obtenues sont ensuite divisées par le coefficient
d'extractibilité du sol ou Kgc. La valeur finale du résultat est exprimée en mg de
carbone/kg de sol.

4. Analyses moléculaires réalisées sur les sols au
laboratoire

Ces études ont été réalisées pour tenter d’expliquer les différences de
minéralisation de I'atrazine dans les échantillons de sol.

4.1 Extraction d’ADN du sol

Le sol (250 mg) congelé apres préléevement aux différents temps de la cinétique
« froide » de dégradation de Il'atrazine est soumis a une extraction afin de purifier
les acides nucléiques (ADN). Le protocole d'extraction mis au point au laboratoire
(Martin-Laurent et al., 2001a), consiste a mettre en présence 0,25g de sol et des
billes (106pm et 1mm) dans un tampon d’extraction et a extraire I'ADN par lyse
mécanique et centrifugations successives en présence de différents tampons.
Aprés précipitation a l'isopropanol et lavage a I'éthanol 70%, I’ADN est purifié sur
colonne de Sépharose, récupéré et congelé jusqu'a son utilisation. L'ADN extrait
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de chaque échantillon de sol est dosé a 260 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre.
Chaque ADN est dilué de fagon a obtenir une concentration finale de 10 ng/pl.

4.2 Analyse de la région intergénique de ’ADNr 16S (RISA)

Il s'agit d'amplifier la région intergénique de I'opéron ribosomique comprise entre
les deux génes codant pour I'ARNr 16S et 23S. Deux amorces universelles (72F et
38R) ont été utilisées car elles se situent dans les zones conservées de ces deux
génes. Contrairement a 'ADNr 16S, la région intergénique 16S-23S n’est pas
soumise a une pression de sélection. Elle présente par conséquent un
polymorphisme de longueur qui permet une analyse de la diversité au niveau de
I'espéce.

La réaction est conduite dans un volume de 25ul contenant 2,5ul de tampon Taq
polymérase 10X, 200uM de chaque dNTP, 1,5 mM de MgCI2, 1uM de chaque
amorce, 1,25 U de Taq polymérase et 25ng d'ADN. La PCR a été réalisée dans un
thermocycleur programmable constitué d'un bloc chauffant a effet Pelletier (PTC
200, MJ Research). Le nombre de cycles effectués est ici de 35. Apres
amplification les produits sont séparés sur un gel vertical a 6% d'acrylamide. La
migration s'effectue pendant 17 heures a 8 mA. Les gels sont révélés aprés
coloration a l'aide d’un intercalant (Sybr green) pendant 35 minutes et ils sont lus
au phospho-imager a I'aide d’un détecteur a fluorescence bleue (Aex 450 nm, Aem
520 nm).

4.3 Quantification du gene atzC par PCR compétitive dans les
échantillons de sol

Sur chaque ADN extrait des échantillons de sol, nous avons tenté d'amplifier le
géne atzC avec les amorces décrites par de Souza et al. (1998). Aprés une
amplification unique, les produits correspondant au géne atzC n’ont pas pu étre
mis en évidence. Par conséquent, une PCR gigogne constituée de deux
amplifications successives a été mis au point (Martin-Laurent et al., 2001b) afin
d'augmenter la sensibilité de la réaction.

La réaction de I'amplification primaire est réalisée avec les amorces NatzC et CR.
L’'amorce NatzC a été dessinée dans la séquence du gene atzC en amont de
I'amorce CR décrite par de Souza et al. (1998). La PCR primaire génére un produit
de 734 pb. Pratiquement, a l'issue de la PCR primaire, les amplifiats sont dilués au
1000°™ et sont repris comme ADN cible pour la PCR secondaire. En plus de cet
ADN cible, on ajoute dans chaque tube de réaction une quantité identique d'ADN
étalon interne. (constitué du fragment du géne atzC amplifié et délété de 70 pb).
Une gamme étalon a été réalisée a partir d'une quantité d'/ADN connue (ADN de la
souche ADP isolée par Mandelbaum et al. 1995) et de I'étalon interne afin de
pouvoir quantifier I'ADN cible. Aprés ces 2 amplifications successives, les produits
d’amplification sont séparés sur un gel natif a 1,8 % d’agarose. Aprés migration a
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80V, le gel est coloré 15 minutes dans une solution de bromure d'éthidium
(2ug/ml), brievement rincé a I'eau et révélé sous UV.

Résultats

1. Minéralisation de l'atrazine (figure 1)

Figure 1 : Cinétique de minéralisation de 14C atrazine cycle

100

initiale

1C0, (% de la radioactivité

Temps (jours)

-0--SN —8—M - - & - -SNT —e—MT

Deux types de courbes se distinguent. Le premier type concerne les sols traités
une premiére fois en serre avec de I'atrazine (SNT et MT) tandis que le deuxiéme
type regroupe les sols non traités en serre (SN et M). Dans le premier cas, les
courbes présentent les caractéristiques d’'une adaptation a la dégradation de
'atrazine c’est a dire une phase de latence inexistante, une durée de demi-vie trés
réduite (entre 3 et 5 jours) et enfin un plateau atteignant plus de 80%. Les courbes
de minéralisation relatives aux deux autres sols non traités en serre présentent des
caractéristiques de sols en cours d'adaptation présentant une phase de latence
d’environ 10 jours.

Afin de comparer l'effet des facteurs présence/absence de mais et traitement ou
non a l'atrazine sur la minéralisation de I'atrazine, nous avons choisi d’ajuster un
modéle mathématique sur les courbes afin de déterminer les paramétres du
modeéle pour chaque échantillon de sol. Le modéle retenu est le modéle cinétique
de Gompertz déja utilisé pour son adéquation aux cinétiques de minéralisation
(Soulas, 1993). Un terme linéaire a été ajouté a I'équation du modéle afin de tenir
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compte du turnover du 14C-carbone au sein de la biomasse. L'équation de ce
modéle est alors :
CO2=p.exp[-exp(-k(t-ti))] + c.t

L’interprétation des paramétres est la suivante :
- p représente le pourcentage de minéralisation maximal atteint au plateau
- k représente la constante de vitesse de minéralisation
- t représente le temps
- ti représente 'abscisse du point d’inflexion
- ¢ représente le pourcentage de minéralisation du carbone microbien par
unité de temps.

L’'ajustement du modéle a été réalisé sur le logiciel Sigmaplot ¢ de la société SPSS
Inc. Les parameétres obtenus pour les cinétiques de minéralisation de l'atrazine
marquée sur le cycle sont les suivants :

SN M SNT MT
p 439 a 48,7 a 711b 754 b
k 0,056 a 0,042 a 05b 0,71c
ti 32,83 a 33,31a 3,58 b 1,92 ¢
c 0,14 ND 0,04 ND 0,172 ND 0,167 ND

Une analyse de variance a été réalisée sur les parameétres obtenus a partir de la
modeélisation de chaque courbe de minéralisation obtenue pour chaque échantillon
de sol issu d'un cycle de culture en serre. Cette analyse met en évidence un effet
trés significatif du traitement atrazine en serre sur les parameétres cinétiques, p, k
et ti. De plus, pour les parametres k et ti, I'effet plante en sols traités est significatif.
Ainsi par comparaison au sol nu, la vitesse de minéralisation est plus importante et
la valeur de I'abscisse du point d’inflexion est réduite.

2. Mesure de la biomasse microbienne (figure 2)

La détermination du carbone microbien a été effectuée sur chaque échantillon de
sol dés sa sortie de serre. La biomasse microbienne est significativement
supérieure (p<0,05) en sol cultivé qu'en sol nu. Par contre I'application d'atrazine
en serre n'induit aucun changement significatif par comparaison aux valeurs de
biomasse déterminées dans les sols non traités.
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Figure 2 : Biomasse microbienne en fonction du traitement
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3. Etudes moléculaires sur les différents échantillons
de sol

3.1 Etude des communautés microbiennes du sol

Les profils RISA des sols traités a I'atrazine une premiére fois en serre et retraités
lors de la cinétique de dégradation au laboratoire (figure 3) laissent apparaitre une
différence entre les sols cultivés en mais (pistes MT) et les sols nus (pistes SNT).
Comme précédemment, les bandes majoritaires en sols nus (SNT) présentent une
intensité plus faible dans les sols cultivés (MT). Il semblerait donc que la culture du
mais modifie la structure des communautés présentes dans le sol, essentiellement
en modifiant I'équilibre des phylotypes présents initialement.
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Si on compare les profils obtenus sur les échantillons prélevés aux différents
temps de la cinétique de dégradation de I'atrazine au laboratoire, on retrouve a

nouveau le méme profil qua tO (figure 4). Le traitement avec l'atrazine au
laboratoire n’induit pas I'apparition de bandes nouvelles sur le profil.
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3.2 Essai de quantification du géne atzC dans le sol

Des essais d’amplification des génes de dégradation de l'atrazine sur les ADN
extraits des différents sols ont été effectués. Les premiéres conclusions de cet
essai montrent qu’aprés une amplification directe avec les amorces du géne atzC,
aucun produit d’amplification n’est détecté. De ce fait l'utilisation de la PCR
gigogne a été envisagée pour mettre en évidence ce géne dans les échantillons de
sol. Pour permettre la quantification du gene dans les différents échantillons de sol,
une gamme étalon a été établie avec différentes quantités d’ADN (de 5.6 a
480 ng/ul) de Pseudomonas ADP, souche référence possédant une copie du géne
atzC. Les résultats de la PCR gigogne compétitive sont présentés sur la figure 5.
Les résultats de cette expérience sont représentés sur la figure ci-dessous.

Figure 5
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Les résultats montrent que la quantité de géne atzC détecté varie au cours du
temps et en fonction du type d’échantillon (SN ou M). Plus précisément, au début
de la cinétique (temps 0), le gene atzC est déja cing fois plus présent dans les
échantillons de sol cultivés et traités en serre que dans les sols nus traités. De
plus, la quantité détectée du géne atzC augmente de maniére transitoire. En effet,
pour les sols cultivés traités, elle augmente au cours de la cinétique pour atteindre
un maximum a 4 jours et diminue en fin de cinétique. Pour les sols nus traités,
aprés une phase de latence de t0 a t2, la quantité de géne atzC détectée
augmente jusqu’a t7 puis diminue jusqu’a t14.

Discussion et conclusion

La culture d'une méme plante de fagon successive dans un sol est a l'origine d'une
augmentation du carbone et de la biomasse microbienne dans ce dernier. En effet,
la présence de la plante dans le sol produit un effet rhizosphére qui se traduit par
une augmentation du nombre et de I'activité des micro-organismes (Haller et Stolp,
1985). L’expérimentation que nous avons menée confirme ce phénoméne qui a pu
étre observé a la fin culture de mais. En effet, le carbone microbien a
significativement été augmenté dans les sols cultivés par comparaison aux sols
nus.

En ce qui concerne la mise en place de I'adaptation du sol a dégrader 'atrazine, il
semble que le facteur essentiel soit l'application du produit. En effet, une
application en serre suivie d’'un retraitement au laboratoire 8 semaines aprés sur
un sol qui n'a pas regu d'atrazine depuis une dizaine d'années suffit a mettre en
place la biodégradation accélérée de l'atrazine. De plus, la dégradation démarre
significativement plus vite dans les sols cultivés avec du mais que dans les sols
nus. Cette différence dans les vitesses initiales de minéralisation pourrait étre due
a un effet bénéfique de la plante durant la culture sur l'installation puis le maintien
des populations capables de dégrader 'atrazine dans les sols. Alvey et Crowley
(1996) avaient avancé la méme hypothése pour expliquer la survie 30 fois plus
importante d'un consortium dégradant I'atrazine en sol cultivé en mais qu'en sol nu
sachant que la plante n'affecte pas directement la minéralisation du produit. Pour
les sols n’ayant regu aucun traitement avec de I'atrazine en serre, la capacité de
minéralisation au laboratoire est significativement plus faible que dans les sols
traités en serre. On retrouve donc I'effet incontournable de I'atrazine sur la mise en
place de sa dégradation accélérée. Si le traitement avec I'atrazine est déterminant
pour la mise en place de l'adaptation du sol utilisé, il ne produit pas d’effet
significatif sur la biomasse microbienne. Les traitements répétés a latrazine
semblent sélectionner spécifiquement une partie de la microflore du sol
particulierement capable de dégrader ce produit. Les résultats de [I'étude
moléculaire montrent que la structure des communautés bactériennes est modifiée
dans les sols cultivés par rapport aux sols nus. En effet, il a été notamment
observé que l'intensité des phylotypes majoritaires dans le sol nu était diminuée
dans le sol cultivé. La culture du mais induit certainement la mise en place de
conditions écologiques différentes dans le sol par rapport a un sol nu. Notamment,
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la plante peut exercer une sélection des bactéries les mieux adaptées a la
rhizosphére. De plus, I'atrazine ne semble pas induire I'apparition de bandes
spécifiques au niveau des profils RISA. Les bactéries capables de dégrader
I'atrazine représentent une proportion trés faible des bactéries totales du sol. La
technique RISA utilisée ici permet de révéler les phylotypes majoritaires. Elle n’est
peut étre pas assez sensible pour mettre en évidence I'apparition en faible nombre
d’espéces dégradantes au sein des échantillons de sol analysés.

Les essais de quantification du géne atzC par PCR gigogne compétitive montrent
que la présence du géne atzC est 5 fois plus importante en début de cinétique de
dégradation (temps 0) dans les sols cultivés que dans les sols nus. Ceci rejoint les
conclusions précédentes quant a l'effet bénéfique de la culture de mais sur le
potentiel de dégradation du sol. L’augmentation transitoire de la quantité de ce
géne dans les échantillons de sols traités révéle un effet stimulant de I'application
d’'atrazine sur le niveau de présence du géne atzC, d’ou I'hypothése d'une
prolifération trés rapide des micro-organismes possédant le géne atzC, capables
de dégrader I'atrazine. La présence initiale plus importante de ce géne dans les
sols cultivés est probablement responsable du démarrage plus rapide (vitesse
initiale supérieure en sols cultivés) de la minéralisation de I'atrazine dans les sols
cultivés que dans les sols nus. De plus, I'évolution de la présence du géne atzC
dans les échantillons est corrélée a la cinétique de minéralisation obtenue. La
quantification par PCR gigogne compétitive apparait donc comme un indicateur
permettant le suivi des populations dégradantes dans le sol.
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