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10 T. Bouchez et al.

RESUME

Dans une société ou il devient urgent de réduire 'empreinte environnementale des activités humaines, la premiére étape est de pou-
voir faire un diagnostic de la qualité de notre environnement et des différentes matrices qui le constituent (eau, sol, atmosphére). Les
micro-organismes, de par leur réponse rapide aux perturbations, leur énorme diversité taxonomique et génétique et leur implication
forte dans les cycles biogéochimiques, sont des candidats sérieux pour élaborer ce diagnostic environnemental. Dans cet article, nous
passons en revue les techniques moléculaires de caractérisation des micro-organismes qui permettent de fournir des bio-indicateurs
robustes pour I'établissement d’un diagnostic environnemental. Ces méthodes couvrent les différents domaines techniques de la biologie
moléculaire que sont la génomique, la transcriptomique, la protéomique et la métabolomique; qui permettent de mesurer 'abondance,
la diversité, I'activité et les potentialités fonctionnelles des communautés indigénes dans les différentes matrices environnementales.
Chaque méthode moléculaire est décrite en termes d'état d’avancement, de limites techniques et de sensibilité. Une série d’exemples
d’applications illustrant des utilisations réelles de ces techniques pour évaluer ou remédier a I'impact des activités humaines (agricoles,
industrielles, urbaines) sur les différentes matrices environnementales est ensuite présentée. Enfin, la derniére partie de cet article est
consacrée au référencement des indicateurs microbiens opérationnels pour des prestations de diagnostic de la qualité de différentes
matrices environnementales par différents types d’opérateurs (agriculteurs, industriels, gestionnaires de sites, aménageurs).

Mots clés
Microbiologie moléculaire, diagnostic environnemental, bio-indicateur, matrice Environnementale.

SUMMARY
MOLECULAR MICROBIOLOGY METHODS FOR ENVIRONMENTAL DIAGNOSIS

To reduce the environmental footprint of human activities, the quality of environmental media such as water, soil and the atmosphere
should be first assessed. Microorganisms are well suited for a such assessment because they respond fast to environmental changes,
they have a huge taxonomic and genetic diversity, and they are actively involved in biogeochemical cycles. Here, we review microbio-
logical methods that provide sensitive and robust indicators for environmental diagnosis. Methods include genomics, transcriptomics,
proteomics and metabolomics to study the abundance, diversity, activity and functional potentials of indigenous microbial communities
in various environmental matrices such as water, soil, air and waste. We describe the advancement, technical limits and sensitivity of each
method. Examples of method application to farming, industrial and urban impact are presented. We rank the most advanced indicators
according to their level of operability in the different environmental matrices based on a technology readiness level scale.

Key-words
Molecular microbiology, environmental diagnosis, bioindicator, environmental matrix.

RESUMEN
LA MICROBIOLOGIA MOLECULAR AL SERVICIO DEL DIAGNOSTICO MEDIOAMBIENTAL

En una sociedad donde es ahora urgente reducir la huella medioambiental de las actividades humanas, la primera etapa es poder hacer
un diagnostico de la calidad de nuestro medio ambiente y de las diferentes matrices que lo constituyen (agua, suelo, atmosfera). Los
microorganismos, por su rapida repuesta a las perturbaciones, su enorme diversidad taxondmica y genética y su implicacidn en los
ciclos biogeoquimicos, son candidatos serios para elaborar este diagnostico medioambiental. En este articulo, pasamos en revista las
técnicas moleculares de caracterizacidn de los microorganismos que permiten ofrecer bio-indicadores robustos para el establecimiento
de un diagnostico medioambiental. Estos métodos cubren los diferentes ambitos técnicos de la biologia molecular que son la gendmica,
la transcriptémica, la protedmica y la metaboldmica que permiten medir la abundancia, la diversidad, la actividad y las potencialidades
funcionales de las comunidades indigenas en las diferentes matrices medioambientales. Cada método molecular se describe en térmi-
nos de estado de avance, de limites técnicas y de sensibilidad. Luego se presenta una serie de ejemplos de aplicaciones que ilustran
usos reales de estas técnicas para evaluar o remediar al impacto de las actividades humanas (agricolas, industriales, urbanas) sobre las
diferentes matrices medioambientales. En fin, se dedlica la ultima parte de este articulo a la referenciacion de los indicadores micro-
bianos operacionales para prestaciones de diagnostico de la calidad de diferentes matrices medioambientales por diferentes tipos de
operadores (agricultores, industriales, administradores de sitios, planificadores).

Palabras clave
Microbiologia molecular, diagnostico medioambiental, bio-indicadores, matriz medioambiental.
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e tous les organismes vivants sur Terre, c'est dans le
monde de 'invisible, de « linfiniment petit » que 'on trouve
la diversité biologique la plus importante. En effet, grace
a une extraordinaire capacité d’adaptation génétique aux varia-
tions de leur environnement, les microorganismes ont colonisé,
sans exception, 'ensemble des écosystémes de notre planéte.
Cette répartition ubiquitaire des microorganismes s'explique par
I'extraordinaire plasticité et diversité génétique qui caractérise le
monde microbien. Ainsi, on ne compte pas moins de 1 million
d’espéeces de bactéries et 100000 especes de champignons par
gramme de sol ; 10000 et 100000 especes bactériennes par ml
d'eau, et par m*d'air, respectivement. Au-dela de la diversité gé-
nétique, ces communautés représentent également une part tres
importante de la biomasse vivante dans les écosystemes. On
peut citer pour exemple la biomasse microbienne du sol qui peut
représenter de 2 a 10 tonnes de carbone par hectare, soit I'équi-
valent d’une dizaine de vaches paturant sur la méme surface !
Cette richesse formidable confere aux microorganismes
une place particuliere au niveau de la biosphére en termes
de réservoir de ressources génétiques qui doit étre considéré
comme un véritable patrimoine de 'humanité. Lénorme diversité
des microorganismes se traduit également par une implication
forte dans les fonctions et les services écosystémiques assurés
par les matrices environnementales. Ainsi, les communautés
microbiennes contribuent aux services de soutien, notamment
a travers leur réle dans les cycles biogéochimiques d’éléments
majeurs tels que le carbone, l'azote, le phosphore, le soufre...
La composante microbienne est, par exemple, responsable
des transformations du cycle de I'azote comme la fixation de
I'azote atmosphérique, 'ammonification, la nitrification et la
dénitrification (Hayatsu et al., 2008). De méme, la minéralisation
de la matiére organique, processus central du fonctionnement
des écosystémes terrestres et aquatiques, se réalise en
grande partie par les microorganismes qui transforment des
molécules organiques complexes en éléments minéraux. Dans
les écosystemes aquatiques, environ 90 % des organismes
réalisant la photosynthése sont des microorganismes. lis sont
responsables d’environ la moitié de la production primaire de
matiére organique de la biosphére soit de 'ordre de 56PgCan-1
(Buitenhuis et al, 2013). De par leur plasticitt métabolique,
les microorganismes interviennent aussi dans la dégradation
et l'immobilisation de polluants (ETM, pesticides...) dans
I'environnement (Maier et Gentry, 2015; Roane et al, 2015).
Certains microorganismes ont également un impact important
sur la santé et la croissance des plantes en réalisant par exemple
des symbioses (Barrios, 2007) ou en induisant des maladies.
Comme tous les étres vivants, les communautés
microbiennes vivent en interaction avec leur environnement.
Elles répondent de facon trés sensible aux changements des
conditions environnementales ce qui peut se traduire par des
modifications de biomasse, de diversité et d’activité (Sharma
et al, 2011 ; Pulleman et al, 2012). Dans les années quatre-

vingt, le développement de nouvelles approches moléculaires
basées sur I'extraction et la caractérisation de 'ADN extrait de
I'environnement (eau, sol, sédiments) a révolutionné I'analyse
des communautés microbiennes dans I'environnement,
historiquement basée sur des techniques pasteuriennes de mise
en culture ou d’observation microscopique. Laboutissement de
ces développements est représenté aujourd’hui par I'ére des
approches « OMIQUES », qui offrent la possibilité de caractériser
la diversité génétique et fonctionnelle des microorganismes dans
leur ensemble, sans a priori, par I'analyse en haut débit des ADN
(génomique), ARN (transcriptomique), protéines (protéomique)
ou des métabolites (métabolomique).

Pour contribuer a I'établissement d’un diagnostic pertinent
de la qualité de I'environnement les indicateurs biologiques
doivent rendre compte de son fonctionnement et étre sensibles
aux modifications des conditions environnementales (Pulleman
et al,, 2012 ; Rames et al,, 2013). A cet égard, les communautés
microbiennes offrent un potentiel important puisque, comme
évoqué précédemment, (i) elles sont présentes avec de fortes
densité et diversité dans tous les environnements, (ii) elles sont
fortement impliquées dans le fonctionnement biologique et les
services rendus par les écosystemes, et (i) elles répondent
de fagon trés sensible aux changements des conditions
environnementales en termes de modification de biomasse, de
structure/diversité et d'activité. Toutefois, les indicateurs doivent
également répondre a des critéres pratiques et économiques
(ie. rapides et simples a mettre en ceuvre et a interpréter,
reproductibles, peuonéreux, accessiblesaux utilisateurs...) et étre
associés a des référentiels permettant de positionner les valeurs
mesurées dans une gamme de variabilité opérationnelle (faible/
normal/élevé) afin de permettre I'établissement du diagnostic
désiré (Ritzet al., 2009 ; Pulleman et al.,, 2012). Bien que la plupart
des méthodes développées au cours des 30 dernieres années
pour caractériser les communautés microbiennes in situ aient
été proposées comme des indicateurs de la qualité des matrices
environnementales, toutes ne remplissent pas réellement ces
différents criteres. L'absence de procédures standardisées et
de référentiels associés a ces indicateurs représente souvent le
facteur de plus limitant du fait, justement, de la grande diversité
des microorganismes et des environnements dans lesquels ils
se développent. A ce jour, il apparait donc opportun de faire
un bilan sur les indicateurs microbiologiques et surtout sur les
potentialités des outils relevant de la microbiologie moléculaire
pour fournir de nouveaux indicateurs de qualité des écosystemes
répondant a tous les prérequis décrits ci-dessus.

Dans ce contexte, cet article a pour objectif premier de
décrire les différentes techniques relevant de la microbiologie
moléculaire en termes d'état d’avancement, de limites
techniques et de sensibilité pour étudier I'abondance, la
structure/diversité, I'activité et les potentialités fonctionnelles
des communautés microbiennes indigénes de diverses matrices
environnementales (eau, sol, air, substrats déchets). Dans un
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deuxieme temps, l'article proposera une série d’exemples
d'applications illustrant des utilisations réelles de ces techniques
pour évaluer ou remédier a I'impact des activités humaines
(agricoles, industrielles, urbaines) sur les différentes matrices
environnementales. Enfin, la derniére partie sera consacrée
au référencement des indicateurs microbiens opérationnels
pour des prestations de diagnostic de la qualité de différentes
matrices environnementales par différents types d’opérateurs
(agriculteurs, industriels, gestionnaires de déchets, aménageurs
du territoire)

LES TECHNIQUES DE MICROBIOLOGIE
MOLECULAIRE

Les enjeux de la microbiologie environnementale sont
nombreux. Il peut s'agir d’identifier des microorganismes
présents dans notre environnement et de comprendre leur
fonctionnement ou encore d'évaluer I'impact des perturbations
environnementales sur la diversité et les activités des
communautés microbiennes indigénes. A terme, il faut

déchiffrer le lien entre la diversité génétique/fonctionnelle de ces
communautés afin de comprendre le fonctionnement intégré des
écosystemes. Ceci implique de pouvoir analyser les différentes
composantes (densité, diversité, fonctionnalité, activité,
interactions) qui caractérisent la communauté microbienne et
leur régulation par les facteurs environnementaux. Actuellement,
il existe potentiellement quatre niveaux d'intégration pour étudier
les communautés microbiennes dans leur environnement
(figure 1) :

- 'analyse de ’'ADN des communautés indigénes, qui constitue
la génomique environnementale. Les techniques utilisées
permettent d’accéder a la densité et la diversité génétique et
fonctionnelle des communautés microbiennes ;

- lanalyse des ARN des communautés indigénes (ensemble
des séquences de génes exprimés), appelée transcriptomique
environnementale, qui peut constituer un moyen d’accéder a
lidentification des populations ou des fonctions actives sous
certaines contraintes environnementales ;

- lanalyse des protéines: [I'‘étude des protéines totales
synthétisées a [l'échelle de la communauté microbienne,
appelée protéomique environnementale qui peut permettre

Figure 1 - Différents niveaux d’intégration (ADN, ARN, protéines et métabolites) des techniques de microbiologie moléculaire pour étu-
dier les microorganismes ou les communautés de microorganismes (approches « méta ») (messager = ARN messager, Ribosome = ARN
ribosomique).

Figure 1 - Different levels of integration (DNA, RNA, protein and metabolite) of molecular microbiology techniques for studying single
microbial organism or communities.
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d'accéder a la fonctionnalité des microorganismes. Par rapport
au transcriptome, le protéome présente l'intérét de cibler les
enzymes réellement responsables de I'activité de la communauté
dans des conditions déterminées ;
- 'analyse des métabolites: I'étude des métabolites synthétisés
par les communautés microbiennes, appelée métabolomique,
qui permet I'indentification des produits finaux ou intermédiaires
de leur activité.

Toutes ces approches peuvent étre utilisées pour caractériser
un organisme ou une communauté. Dans ce dernier cas, on
utilise le préfixe « méta » (figure 1).

La génomique et la transcriptomique
environnementale

LADN (Acide DésoxyriboNucléique) constitue le support
physique de l'information génétique pour tous les organismes
vivants. Lensemble de cette information génétique constitue
le génome. Celui-ci regroupe I'ensemble des genes (genes
codant pour les ARN ribosomaux, pour les protéines). LADN
est une molécule de tres grande taille formée par I'association
de nombreux nucléotides de 4 types différents (A, T, C et G) et
chaque gene est caractérisé par une séquence nucléotidique
spécifique. Lire la séquence d’un géne ou d’un génome permet
de décoder cette information.

LARN (Acide RiboNucléique) est présent chez 'ensemble des

organismes et représente le produit de I'expression des génes.
Tout comme 'ADN, I'ARN est formé d’une suite de 4 nucléotides
(A, U, C et G). Cependant, les différences dans la structure de la
molécule d’ARN font que celui-ci est beaucoup moins stable que
I'ADN et sa dégradation survient trés facilement. Les molécules
d’ARN sont synthétisées au cours de la transcription en utilisant
I’ADN comme modéle.

Lanalyse de 'ADN ou de I'ARN représente aujourd’hui
le moyen privilégié pour décrire le répertoire de génes et de
fonctions associées aux microorganismes (figure 2).

Lanalyse de 'ADN permet d'identifier les microorganismes
présents dans un échantillon, leurs proportions dans la
communauté ou encore leurs potentiels physiologiques et
métaboliques. L'étude des génes et des génomes renseigne
également sur les relations de parenté entre les micro-
organismes et donne la possibilité de reconstruire leur histoire
évolutive. Cependant, elle ne permet pas d'identifier les genes
qui sont exprimés a un instant donné. Il n'est donc pas possible
de déterminer les fonctions qui sont utilisées en rapport avec
I'état ou les fluctuations de I'environnement. Par ailleurs, les
micro-organismes les plus actifs dans une communauté ne sont
pas forcément les plus abondants. Il a aussi été montré qu’une
fraction importante de I'ADN extrait correspond a de I'ADN
extracellulaire, excrété activement par les microorganismes ou
libéré passivement a la mort des cellules (Nielsen et al, 2007).
Ainsi, la détection d’ADN dans un échantillon ne signifie pas que

Figure 2 - Outils moléculaires pour I'analyse de I'’ADN et de I'ARN et types d'informations obtenues.
Figure 2 - Molecular tools for DNA and RNA analysis and types of information obtained.
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les organismes d’ou proviennent ces ADN sont viables ou que
les génes associés sont fonctionnels.

Lanalyse des transcrits (ARN) des génes permet d’établir un
lien plus direct entre la présence d’un organisme et son activité.
Cependant, différents mécanismes de régulation intervenant
sur la dégradation des ARN ou sur la synthése des protéines
peuvent fortement modifier les liens entre I'expression des genes
et l'activité des protéines. Pour cette raison, la relation entre
I'expression d’'un gene, la quantité de protéines correspondantes
et I'activité réelle constitue une question de recherche non résolue
a I'heure actuelle. Lanalyse de I'ARN permet de caractériser
la diversité et la composition taxonomique (ARN ribosomique)
ainsi que les fonctions réalisées (ARM messager) par les micro-
organismes actifs ou tout au moins viables. Lensemble de ces
informations apporte des réponses a de nombreuses questions
d'écologie microbienne telles que : quels sont les micro-
organismes impliqués dans la transformation d'un élément
chimique ou dans la dégradation d'un polluant ? Comment les
micro-organismes pergoivent et s'adaptent aux perturbations
de leur environnement ? Comment interagissent-ils entre eux et
avec les autres organismes du milieu?

Comment extraire ’ADN et PARN des matrices
environnementales

Depuis une trentaine d’'années, de nombreuses approches
méthodologiques ont été développées pour extraire les ADN et
ARN de différentes matrices environnementales. Ces approches
sont basées sur la lyse des cellules (thermique et /ou chimique
et/ou mécanique et/ou enzymatique) dans les échantillons
expérimentaux suivie d’'une séparation/purification de ’'ADN du
reste de la matrice environnementale (minérale et organique).
Devant I'extréme diversité microbienne et les différentes
matrices explorées, il n'est pas possible actuellement d’extraire
lintégralité de ’ADN présent dans un échantillon. Lapplication de
plusieurs protocoles d’extraction pourrait permettre d’accéder
a une information relativement exhaustive de la composition
de la communauté (Delmont et al, 2011). Cependant, cette
approche est difficilement envisageable pour un grand nombre
d’études compte tenu du nombre d’échantillons a traiter voire
des trop faibles quantités d’échantillon a disposition. Aussi, des
approches de standardisation de cette étape d'extraction ont
été initiées pouvant permettre une comparaison efficace des
échantillons (Terrat et al., 2015). Pour la matrice sol, cet effort de
standardisation a débouché sur une norme ISO (ISO 11063:2012)
pour extraire directement I'ADN d'échantillons.

Par comparaison avec I'ADN, I'ARN est moins stable et plus
sensible aux perturbations engendrées par le prélévement des
échantillons et une dégradation partielle de I'ARN provenant
d'échantillons  environnementaux est souvent observée.
Lextraction et la manipulation de 'ARN se font donc dans des
conditions beaucoup plus drastiques que I’ADN (salle blanche,
traitement du matériel a la ribonucléase). Aprés extraction, ’ARN

peut étre converti en ADN complémentaire (ADNCc) grace a une
étape de rétrotranscription. LADNc, qui posséde le méme degré
de stabilité que 'ADN, peut alors étre analysé avec les mémes
outils de biologie moléculaire (figure 2).

Les différentes techniques de caractérisation de FADN
et de PARN

Les outils d’analyse des acides nucléiques des micro-
organismes peuvent étre regroupés en deux grandes approches,
ciblées et non ciblées selon qu'ils sont basés sur I'analyse de
génes particuliers choisis a priori (i.e. marqueurs génétiques) ou
sur 'ensemble des genes sans a priori (figure 2).

Pour I'approche ciblée, deux types de marqueurs peuvent
étre utilisés : des marqueurs d'identité (génes phylogénétiques)
ou des marqueurs de fonctions (génes fonctionnels). Le
marqueur phylogénétique le plus utilisé en écologie microbienne
est le géne (ADN) exprimant la petite sous-unité de 'ARN
ribosomique (ARNr 16S chez les procaryotes et ARNr 18S chez
les eucaryotes). Les marqueurs fonctionnels correspondent
aux genes codant pour les protéines. Leurs séquences sont
en général plus variables que celles des ARN ribosomaux.
De plus, ces genes ont une distribution beaucoup moins
ubiquiste et fortement influencée par les transferts horizontaux
d’'information génétique qui s'effectuent entre certains micro-
organismes. llsrenseignent le plus généralement sur la présence
potentielle d’'une fonction dans un échantillon (présence du
géne dans I'échantillon d’ADN) ou sur I'expression de cette
fonction (détection du transcrit du gene dans I'échantillon
d’ARN). Quelle que soit la technique utilisée, I'analyse de ces
marqueurs repose au départ sur I'utilisation d’oligonucléotides
(petits fragments d’ADN simple brin) synthétisés chimiquement.
La complémentarité entre les bases des acides nucléiques
des oligonucléotides et celles des marqueurs génétiques
ciblés permet d'isoler et de caractériser ces derniers. La PCR
(« Polymerase Chain Reaction », ou « amplification génique »)
est utilisée pour amplifier spécifiquement une sous-partie de la
séquence d’un marqueur.

Les fragments d’ADN amplifiés par PCR seront ensuite
caractérisés parleurs empreintes génétiques ou leurs séquences.
Sur le méme principe d’appariement des bases, les approches
biopuces ADN et capture de génes par hybridation donnent la
possibilité d’analyser spécifiquement un ensemble plus ou moins
grands de marqueurs phylogénétiques ou fonctionnels. Toutes
ces approches nécessitent d'extraire les acides nucléiques des
cellules. A linverse, I'hybridation in situ (FISH : Fluorescent In
Situ Hybridization) permet de détecter la présence de genes
directement a I'intérieur des cellules.

En complément de ces approches ciblées et face a
Iimmense diversité des micro-organismes au sein des matrices
environnementales, des approches non ciblées dites « globales »
ont été développées. Le principe repose sur une analyse directe
et sans a priori de 'ADN et de I'ARN extraits des matrices
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environnementales. Du point de vue de la technique, I'approche
globale repose sur le séquengage haut-débit de métagénomes
ou de métatranscriptomes de communautés microbiennes.
Lanalyse bioinformatique des séquences permet d’établir « qui
estla ? », « dans quelle proportion? » et « qui fait quoi ? ». Elle offre
de plus I'immense avantage de pouvoir identifier de nouveaux
taxons ou de nouvelles fonctions. Ces questions constituent un
enjeu majeur de I'écologie microbienne pour déterminer le lien
entre la structure de la communauté (diversité, abondance) et
les fonctions réalisées. Cette approche est aujourd’hui la plus
utilisée pour étudier la diversité et l'activité des communautés
microbiennes. Toutefois, le colt du séquengage et la complexité
de I'analyse des données produites avec cette approche font
que son utilisation en tant qu'outil de diagnostic est encore tres
peu développée. Le séquencage haut-débit de métagénomes
ou de meétatranscriptomes génére des masses de données
trés complexes qui nécessitent le plus souvent de disposer de
matériel informatique avec des capacités de stockage et de
calcul importantes. Il faut souligner que I'analyse informatique
des données de séquencage haut-débit est particulierement
chronophage. En effet, cette étape demande souvent beaucoup
plus de temps que les étapes en amont, qui vont de la collecte
des échantillons au séquengage.

Grace a ces approches de métagénomiques, différents
organismes et mécanismes microbiens impliqués dans des
fonctions de dépollution, (Bertin et al, 2011, Pelletier et al,
2008), dans des applications industrielles (Mao et al., 2014), dans
I'adaptation & des conditions environnantes changeantes dans
différentes matrices environnementales (Mondav et al., 2014;
Tseng and Tang, 2014) ou dans les cycles biogéochimiques (Ghai
et al., 2014) ont pu étre mis en évidence.

Au cours de la derniére décennie, le séquencage du
métatranscriptome a permis de caractériser la diversité
microbienne et les fonctions exprimées par les micro-
organismes dans un grand nombre d’environnements tels que:
le sol (Bailly et al, 2007 ; Tveit et al., 2013 ; Geisen et al., 2015) ; les
sédiments (Dumont et al., 2013 ; Militon et al., 2016) ; la couche
euphotique des océans (Frias-Lopez et al., 2008 ; Gilbert et al.,
2008 ; Gifford et al, 2011 ; Poretsky et al., 2005 ; Poretsky et al.,
2009) et I'océan profond (Lesniewski et al., 2012) ; les lacs (Vila-
Costa et al., 2013) ; les tapis microbiens (Quaiser et al., 2014) ou
encore la rhizosphére (Turner et al., 2013 ; Chapparo et al., 2014).
Les résultats obtenus ont contribué notamment a I'identification
de nouveaux acteurs clés du cycle de 'azote dans les sols (Urich
et al, 2008) et les océans profonds (Baker et al., 2013) ; a la
découverte de mécanismes de coordination de I'expression des
génes de différentes espéces d’'une communauté en réponse
aux variation temporelles des conditions environnementales
(Ottesenetal., 2013) ; a la description de la dynamique temporelle
des communautés impliquées dans le recyclage de la matiere
organique (McCarren et al., 2010).

La protéomique environnementale

Cette approche cible I'analyse des protéines a I'échelle
de l'organisme microbien ou de la communauté et apporte
le complément fonctionnel aux travaux basés sur I'analyse de
I'ADN, ou méme de I'ARN. En effet, ce sont les protéines et non
les génes qui agissent : elles catalysent les réactions chimiques,
contrélent les mécanismes a la base de I'activité des organismes
et les interactions qu’ils ont avec leur environnement. Elles sont
des indicateurs instantanés de I'état fonctionnel des organismes,
tandis que les genes informent plutdt sur leurs prédispositions
métaboliques. Le protéome désigne 'ensemble des produits des
génes fonctionnels (i.e. les protéines) d’'un organisme a un instant
donné. La protéomique consiste en une analyse extensive des
protéines. Le métaprotéome, par analogie au métagénome, se
définit comme I'ensemble des protéines synthétisées a 'échelle
de la communauté microbienne & un temps donné. Lanalyse du
métaprotéome constitue ce que I'on appelle la métaprotéomique.

En raison de sa grande sensibilité, la protéomique permet de
détecter des modifications phénotypiques au niveau cellulaire,
avant méme leur apparition au niveau macroscopique. Cette
propriété en fait un outil particulierement intéressant pour évaluer
I'impact de perturbations sur les microorganismes, mais aussi
pour suivre leur fonctionnement dans I'environnement.

Le principal défi de la protéomique environnementale est
de cartographier les protéines extraites de communautés
microbiennes  colonisant  les  différentes  matrices
environnementales et d'identifier de maniére non ciblée de
nouvelles voies métaboliques et leurs génes codant associés.

L'analyse du métaprotéome des communautés microbiennes
dans I'environnement implique différentes étapes techniques,
de lextraction des protéines microbiennes de la matrice
environnementale & leur séparation et leur identification
(figure 3). Lanalyse des protéines est le plus fréquemment basée
sur la combinaison de trois méthodologies : I'électrophorése
bidimensionnelle (E-2D) qui permet de séparer les protéines
selon leur point isoélectrique (pl) et leur poids moléculaire (PM),
la spectrométrie de masse (SM) et la bioinformatique pour leur
identification.

Comme dans I'analyse des acides nucléiques, I'étape la
plus cruciale pour 'étude du métaprotéome est I'extraction. Elle
doit permettre une récupération d’'un ensemble de protéines
(i) représentatif de I'échantillon, et (i) de qualité¢ et quantité
suffisantes pour pouvoir étre analysé avec les outils moléculaires
disponibles (Leary et al., 2013). La stratégie d’extraction varie
en fonction de la fraction de protéines ciblée (par exemple
procaryote/eucaryote, extracellulaire/cellulaire) et des méthodes
mobilisées pour l'analyse (analyse comparative de cartes
protéiques, mesure/détection de protéines spécifiques ou des
activités enzymatiques).

Une fois les protéines extraites, selon le type d’information
et le niveau de résolution voulus, différentes méthodes
biochimiques peuvent étre appliquées pour Ianalyse
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Figure 3 - Stratégie pour I'analyse du métaprotéome des communautés microbiennes dans leur environnement.
Figure 3 - Procedure for analysing the metaproteome of microbial communities in their environmentobtained.
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du métaprotéome. Pour obtenir une « carte protéique «
de la communauté de fagon non ciblée, les protéines
peuvent étre séparées par électrophorése sur gel uni (E-
1D) ou bidimensionnel (E-2D). Lélectrophorése sur gel
2-D est préférable pour obtenir une meilleure séparation et
faciliter ensuite I'identification des protéines. Les protéines
intéressantes peuvent ensuite étre extraites des gels pour
étre identifiées par spectrométrie de masse (SM). Si le
génome de l'organisme ou de la communauté sur lequel
on travaille est séquencé, des analyses par SM de type
MALDI-TOF (« matrix-assisted laser desorption/ionisation
-time of flight ») permettent le plus souvent d’obtenir des
identifications valables des protéines par confrontation
des spectres de masses expérimentaux a ceux qui sont
obtenus de fagon théorique a partir des bases de données
protéiques (technique du « Peptide Mass Fingerprinting »).
En I'absence d'identification ou si les organismes ne sont
pas séquencés, ce qui est le cas dans la grande majorité
des études de protéomique environnementale, on utilisera
de préférence des stratégies permettant de générer par
spectrométrie de masse tandem (SM/SM) des spectres de
fragmentation qui permettront un séquengage de novo d'un
ou plusieurs peptides de la protéine. Linterprétation in silico

de ces spectres permettra ensuite de faire des recherches par
homologies avec les données disponibles dans les bases de
données génomiques ou protéomiques en ligne.

La protéomique environnementale a des applications trés
vastes pour I'étude in situ et sans a priori de la fonctionnalité
des communautés microbiennes. L'analyse du métaprotéome
a été appliquée a I'heure actuelle dans une grande variété de
matrices environnementales telles que le sol, I'eau (douce ou
marine), les sédiments, les aquiféres profonds, les effluents
miniers ou encore les boues de stations d'épuration. Quel que
soit I'environnement considéré, tous ces travaux montrent que
le métaprotéome est trés complexe, dynamique et sensible aux
variations environnementales. lis révelent les potentialités de la
protéomique environnementale pour rendre compte de I'état
biologique de I'environnement.

Toutefois, méme si elles ont beaucoup évolug, les
technologies mises en ceuvre pour caractériser le métaprotéome
sont encore limitées par rapport a celles utilisées pour les acides
nucléiques (ADN et ARN). Ainsi, I'extraction des protéines pose
encore des problemes méthodologiques importants (Leary
et al, 2013 ; Keiblinger et al, 2012) et représente encore un
frein a I'application en routine de cette approche. De méme, la
séparation des protéines par E-2D qui est encore la méthode la
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plus utilisée reste limitée du fait de problemes importants tels
que la difficulté d’analyser les protéines faiblement abondantes,
trés hydrophobes, tres acides ou trés basiques. Pour ces raisons,
I'électrophorese sur gel 2-D a également été désignée comme
« le talon d’Achille de la protéomique » (Figeys, 2000). En raison
des limites liées a I'extraction et la séparation des protéines,
il a été estimé que seul 1 % du métaprotéome total peut étre
caractérisé par ces méthodes (Wilmes and Bond, 2006). Dans
ce contexte, des efforts considérables ont déja été consacrés
pour développer des procédés de séparation alternatives a I'E-
2D, avec la mise au point de différentes technologies telles que
la séparation par chromatographique / électrophorése capillaire
(Yates, 2004), les puces a protéines (Ramachandran, 2004).
Ces développements devraient a terme permettre I'analyse a
haut débit de mélanges complexes de protéines et d’augmenter
les applications possibles de la protéomique dans les études
environnementales.

La Métabolomique environnementale

La métabolomique est le plus récent représentant des
technologies dites « omiques ». Cette approche, ne fait pas appel
sensu stricto aux techniques de microbiologie moléculaires et
ne débouche pas encore sur le développement de techniques
utilisables en routine sur des matrices environnementales,
mais elle présente a terme de fortes potentialités d’application
dans le diagnostic environnemental par le développement de
bicindicateurs de la qualité microbienne ou de potentialités
fonctionnelles de différents écosystemes. La métabolomique
consiste a analyser 'ensemble des molécules de faible poids
moléculaire synthétisées par un organisme (intermédiaires
métaboliques, hormones...). A l'échelle d’un organisme, I'analyse
du métabolome permet d'avoir une vision réelle des voies
métaboliques activées et de leur importance (Fiehn et al., 2000;
London et Houck, 2004, Nicholson et al., 1999) et donc d’étudier
les mécanismes de réponse a différents stress (température,
stress hydrique, UV, limitation nutritionnelles, pollutions
chimiques...). Ce concept a été introduit dans la science du vivant
par Holmes, Lindon et Nicholson a la fin des années 1990 pour
étre rapidement développée par la suite (Nicholson et al., 1999).
De nos jours, la métabolomique est appliquée dans différents
domaines, de la recherche biologique fondamentale, médicale
jusqu’aux sciences environnementales.

La métabolomique environnementale porte sur I'application
de cette approche a I'étude des interactions entre les organismes
et leur environnement (Lankaduraietal., 2013). Il est ainsi possible,
par exemple, (i) d'étudier la régulation et I'évolution des voies
métaboliques en fonction des conditions environnementales, (ii)
d'identifier des produits a haute valeur ajoutée bio-synthétisés
et des marqueurs d'exposition & un stress, (i) d’étudier les
mécanismes d’adaptation a des perturbations environnementales
telles qu’une pollution chimique ou le changement climatique.

Cette approche peut s'appliquer non seulement & un organisme,
mais également & une communauté d’organismes dans son
ensemble.

Les différentes étapes techniques nécessaires a I'étude
du métabolome d’'un organisme ou d’un groupe d’organismes
sont présentées dans la figure 4. Le choix des échantillons est
particuliérement critique en métabolomique environnementale
car l'identification de marqueurs de stress découle souvent de
la comparaison des métabolomes exprimés par des organismes
soumis et non soumis au stress environnemental étudié. Ceci
est a image de ce qui est fait en recherche médicale ou I'on
compare les métabolomes d’individus sains et malades. Les
échantillons étant sélectionnés, il est primordial de les rendre
compatibles avec la ou les méthodes analytiques utilisées. |l
est ainsi nécessaire de procéder a I'extraction des métabolites
(Mushtag et al, 2013) via différentes procédures: extraction
liquide-liquide, extraction assistée par micro-ondes, extraction
en phase supercritique, extraction sur phase solide (SPE), micro-
extraction sur phase solide (SPME). Lors de cette étape, le choix
des conditions d’extraction (nature des solvants, des phases
solides utilisées...) dépend de la stratégie analytique envisageée.

Ainsi, si 'on cherche a étre le plus exhaustif possible, ce

Figure 4 - Les différentes étapes techniques d’une approche
métabolomique.

Figure 4 - The different technical steps in a metabolomic
approach.
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Figure 5 - Variations de la biomasse moléculaire microbienne a I'échelle nationale (@ gauche) et en fonction des modes d’usage

des sols (a droite). La biomasse moléculaire microbienne moyenne des sols francais est de 61 ug ADN par gramme de sol. Les sols
sous prairie montrent la biomasse microbienne la plus élevée suivi de ceux sous foréts. Les sols sous grande culture possédent une
biomasse microbienne inférieure a la valeur moyenne nationale. Les sols sous vignes et vergers ont la biomasse microbienne la plus
faible avec seulement 27 ug ADN par gramme de sol en moyenne (Dequiedt et al., 2011 ; Horrigue et al., 2016).

Figure 5 - Variations in microbial molecular biomass on the national scale (left) and as a function of land use (right). The mean microbial
molecular biomass of French soils is 61 Ig DNA per gram of soil. The soils under grassland have the highest microbial biomass followed
by those under forests. The soils under arable crops have a lower microbial biomass than the national mean value. The soils under
vineyards and orchards have the lowest microbial biomass with, on average, only 27 Ig DNA per gram of soil (Dequiedt et al., 2011 ;

Horrigue et al., 2016).
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qui est souvent le cas en métabolomique, on sélectionnera
les solvants ou phases solides permettant d’extraire une large
gamme de composés. A l'inverse, si I'on souhaite se focaliser sur
des familles de composés spécifiques, on choisira des conditions
plus sélectives. Les extraits obtenus sont ensuite analysés par
résonnance magnétique nucléaire (RMN) et/ou spectrométrie
de masse, qui sont les deux techniques analytiques les plus
adaptées. Les données générées sont souvent représentées
sous forme de spectre (profil de pics plus ou moins importants)
et doivent étre prétraitées (alignement des spectres, soustraction
des blancs et du bruit de fond...) afin de s'assurer que les
métabolomes obtenus vont pouvoir étre comparés entre eux
sans artéfacts analytiques. Vient ensuite I'étape critique de
I'analyse statistique des données par des méthodes relevant de
la chimiométrie (Analyse en Composante Principale (ACP), Partial
Least Squares (PLS), Analyse multi-tableaux...). Ces approches
vont permettre d'identifier les métabolites ayant des niveaux
d’expression différents entre les échantillons (Lucio, 2009).
Cette approche appelée métabolomique non ciblée permet
I'élucidation du métabolisme sans hypothése de départ, I'objectif
étant de détecter le plus grand nombre de composés possible
afin d'identifier les voies métaboliques mises en jeu et d'identifier
les composés représentant des marqueurs d'exposition aux
stress environnementaux.

Acejour, de plus en plus d’applications de cette technique dans
des matrices environnementales (sols, eaux, déchets) sont décrites
(Lankadurai et al, 2013). Toutefois, il faut constater quaucune
stratégie de métabolomique n'est capable de couvrir 'intégralité du
métabolome d’un organisme ou d’'une communauté d'organisme.
Par conséquent, explorer le métabolome d’un écosystéme donné
nécessite I'utilisation combinée de plusieurs techniques d’extraction
et I'utilisation d'approches analytiques de trés haute résolution.

POTENTIALITES D’APPLICATION DES
TECHNIQUES DE MICROBIOLOGIE EN
TANT QUE BIOINDICATEURS POUR LE
DIAGNOSTIC ENVIRONNEMENTAL

Les différentes techniques de microbiologie moléculaire
décrites précédemment ont permis non seulement de mieux
explorer, comprendre et méme prévoir les écosystemes
microbiens en termes d’abondance, de diversité et d’activité
mais aussi de développer de nouveaux outils de bio-indication
sensibles et robustes permettant d’évaluer Iimpact des
perturbations naturelles ou dues aux activités humaines. Ces
différents bioindicateurs sont :
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- la biomasse moléculaire microbienne ;

- la détection et le dénombrement in situ de certains organismes
ou génes de fonction microbiens ;

- la diversité et composition taxonomique et fonctionnelle des
communautés microbiennes.

La biomasse moléculaire microbienne.

LADN étantprésent danstousles microorganismes (bactéries,
champignons, virus, etc.), la quantité d’ADN extrait peut étre
utilisée pour estimer la biomasse microbienne (quantité totale de
microorganismes vivants) dans les matrices environnementales.
La biomasse représente la capacité d’'un écosystéme a héberger
une quantité plus ou moins importante de microorganismes
(bactérie, champignons, virus...). Elle est déterminante pour la
qualité biologique des écosystemes en raison de son role dans la
régulation et la transformation des nutriments. Elle est également
sensible aux perturbations des écosystémes dues aux activités
humaines (agricoles, industrielles, urbaines). Lestimation de la
biomasse par quantification de ’ADN microbien représente donc,
malgré I'existence de biais d’extraction, un indicateur sensible et
robuste de I'état biologique des matrices environnementales: la
biomasse moléculaire microbienne.

Linterprétation del'indicateur sefait par comparaisondesvaleurs
avec un référent local (situation témoin) ou par positionnement dans
un référentiel local ou national. Pour la matrice « sol » par exemple,
la mesure de la Biomasse Moléculaire Microbienne a été réalisée
sur les 2200 échantillons du Réseau de Mesure de la Qualité du Sol
(RMQS) ce qui a permis de réaliser une cartographie nationale et
de produire un premier référentiel d'interprétation associé a cette
mesure (figure 5) (Dequiedt et al., 2011 ; Horrigue et al., 2016).

La détection et/ou le dénombrement in situ
d’organismes microbiens ou de fonctions
microbiennes

La détection et le dénombrement précis des micro-
organismes ou de fonctions microbiennes constituent un objectif
essentiel pour comprendre le fonctionnement écologique d’un
écosysteme ou pour estimer la qualité microbiologique d’un
environnement. Ceci peut étre abordé dans des matrices
environnementales variées (eaux, sols, atmospheére, déchets...)
par différentes approches comme la PCR quantitative (QPCR),
I'hybridation in situ par fluorescence (FISH), les biopuces ADN.

Détection et dénombrement par PCR quantitative en
temps réel (QPCR).

La méthode de PCR quantitative en temps réel (GQPCR) est
une approche moléculaire qui permet de quantifier des marqueurs
(ie. génes) spécifiques dans un échantillon d’ADN extrait de
matrices environnementales. La cible de la quantification peut-
étre un marqueur taxonomique ou fonctionnel représenté par

un fragment d’ADN ou d’ADN complémentaire de 'ARNm. Cette
méthode de biologie moléculaire représente une alternative aux
méthodes microbiologiques basées sur la culture pour la détection
et quantification de microorganismes et de leurs activités
dans l'environnement. La PCR a pour principe de permettre
I'amplification, a partir des acides nucléiques extraits, de fragments
d’ADN cibles grace a une ADN polymérase thermostable. La
gPCR a pour particularité de déterminer la quantité initiale de
I'ADN cible a partir d'une mesure de la quantité d’ADN produite
dans une réaction a l'issue de chaque cycle. Il est donc possible
destimer le nombre de séquences taxonomiques d’un microbe
ou de génes de fonctions au sein d’'une communauté complexe.
La gPCR permet une détermination sensible et robuste
de l'abondance de marqueurs génétiques au sein de la
communauté microbienne des matrices environnementales.
Selon les marqueurs ciblés, cette technique peut permettre de
générer différents indicateurs de la qualité de ces matrices:
- les marqueurs taxonomiques (e.g. genes ribosomiques)
permettent de déterminer I'abondance des microorganismes.
Selon la spécificité des amorces utilisées pour la PCR,
cette quantification peut s'effectuer a différents niveaux, de
la communauté totale (ex. ensemble des bactéries ou des
champignons) a la détermination de I'abondance de familles,
espéces ou souches spécifiques (e.g. pathogenes, symbiotes,
etc). La figure 6 décrit un exemple d’application pour la détection
de cyanobactéries dans des environnements lacustres.
- les marqueurs fonctionnels (i.e. genes de fonction qui codent
pour des protéines impliquées dans des fonctions d'intérét :
dégradation de polluants, pathogénie, voies de transformation
de la matiére organique associées aux cycles biogéochimiques,
etc). La quantification de ces marqueurs permet une estimation
du potentiel d’expression de la fonction ciblée au sein de la
communauté (exemple d'application dans la figure 7).

Détection et dénombrement par FISH (hybridation ir
situ par Fluorescence)

Apparue a la fin des années quatre-vingt, le marquage FISH
(acronyme anglais pour « Fluorescent In Situ Hybridization »)
permet d'identifier et de dénombrer les cellules de micro-
organismes appartenant a un groupe taxonomique (« famille »
d'organismes) plus ou moins large. Le principe de la technique
FISH est basé sur I'utilisation de petites sondes d’ADN capables
de reconnaitre et de s'accrocher (hybridation) a ces régions
spécifiques (genes ribosomiques ou fonctionnelles) directement
a lintérieur des cellules de micro-organismes. Ces sondes
correspondent a des oligonucléotides de synthese et portent
une molécule fluorescente. Aprés hybridation, les cellules
marquées apparaissent fluorescentes et peuvent étre comptées
en microscopie a épifluorescence.

Lasensibilité et laspécificité dumarquage FISH en fontun outil
particuliérement efficace pour détecter la présence d’un taxon
microbien dans toutes sortes de matrices environnementales
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Figure 6 - Détection et quantification par gPCR de I'espéce de cyanobactérie Planktothrix Rubescens et de son géne de production
de la cyanotoxine au sein d'un lac péri alpin en France en fonction des conditions mésotrophes ou eutrophes (Domaizon et al.,
2013 ; Savichtcheva et al., 2014) sur la période 1939 - 2008. Cette analyse a permis de mettre en évidence la présence historique
d’un génotype unique de Planktothrix rubescens présent tout au long du siécle dernier, systématiquement porteur du géne codant
pour la production de cyanotoxines, qui est a I'origine d’efflorescences massives (blooms) spécifiquement durant les périodes d’état
mésotrophe (lac du Bourget).

Figure 6 - Detection and quantification by gPCR of the species of cyanobacteria Planktothrix rubescens and its gene for cyanotoxin
production in peri-alpine lakes in France as a function of their mesotrophic or eutrophic conditions (Savichtcheva et al. 2014) for the
period 1939 -2008. This analysis was able to demonstrate the historical presence of a single genotype of Planktothrix rubescens
present throughout the last century, which systematically carried the gene coding for the production of cyanotoxins, specifically
responsible for the massive blooms occurring during the mesotrophic period (Lake Bourget).
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Figure 7 - Voie métabolique et génes impliqués dans la dégradation des éthylenes chlorés dans un sol contaminé (& gauche) (adapté
de Freedman et Gosset, 1989) quantification des genes impliqués (& droite) (Monier, com. pers.). La quantification des marqueurs par
gPCR permet d’établir la présence/absence des microorganismes ou des fonctions de biodégradation d’intérét. Les données générées
servent de support a la prise de décision concernant la mise en place d’un traitement. Les résultats bruts obtenus en conditions de
laboratoire doivent étre contextualisés afin d’évaluer les meilleures stratégies de dépollution pouvant étre mises en place sur site.
Figure 7 - Metabolic pathway and genes involved in the degradation of ethylene chlorides in a contaminated soil (left) (adapted from
Freedman and Gossett 1989), quantification of the genes involved (right) (Monier, unpublished). The quantification of biomarkers by
qPCR allows the presence/absence of microorganisms or the functions of biodegradation of interest to be established. The generated
data serve as a support in decision-making for implementation of a treatment. The raw data obtained under laboratory conditions need
to be contextualized in order to assess the best depollution procedures to set up on-site.

Voie de biodégradation des éthylénes chlorés Exemple de quantification des biomarqueurs
en condition anaérobie et biomarqueurs recherchés fonctionnels par gPCR (ADN) et RT-gPCR (ARN)
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Figure 8 - Détection et quantification par la technique FISH
de deux espéces de bactéries filamenteuses responsables
de dysfonctionnements biologiques au sein d’une station
d’épuration. A. Thiothrix sp., B. Microthrix parvicella (rouge) -
Crédit photo : N. Durban - Irstea (Durban et al., 2015).
Figure 8 - Detection and quantification by FISH technique of
two species of filamentous bacteria responsible for biological
dysfunction in sewage treatment plants. a Thiothrix sp., b
Microthrix parvicella (red)— Photo by: N. Durban—Irstea
(Durban et al. 2016).

Figure 9 - Lame en verre comportant dans sa partie centrale
les zones de fixation des molécules d’ADN (sondes).

Figure 9 - Glass slide with zones in the centre for attaching
DNA molecules (probes).

(sol, eau, sédiment, air). Il s’agit de la seule méthode permettant
de réaliser une quantification directe de l'abondance des
cellules. Ces indicateurs (présence et abondance) sont trés utiles
pour déterminer la qualité microbiologique d’un environnement,
détecter la présence d’un taxon ou d’un groupe fonctionnel
de microorganismes et estimer les effets des perturbations
environnementales sur les communautés microbiennes (exemple
d'application sur les eaux usées de station d’épuration, figure 8).

Ces analyses ont permis d'observer I'évolution de la
morphologie des flocs et de la localisation des bactéries
filamenteuses. Plus précisément, elles ont mis en évidence
linternalisation des bactéries filamenteuses, de M. parvicella
mais également des bactéries du phylum Chloroflexi a I'intérieur

des flocs, améliorant ainsi leur compaction et donc leur
décantation (évaluée par la mesure de I'indice de boues).

Biopuces a ADN

Une biopuce ADN est un ensemble de molécules d’ADN,
appelées sondes, fixées sur une petite surface composée
de verre, de silicium ou de plastique. Grace aux nouvelles
technologies de miniaturisation, des centaines de milliers, voire
des millions de sondes différentes peuvent étre fixées sur une
seule biopuce ADN (figure 9). Il est donc possible d'identifier
plusieurs milliers de genes en une seule expérience.

Le principe général des biopuces ADN repose sur une
reconnaissance spécifique par appariement des sondes
immobilisées, et de leurs cibles (généralement des acides
nucléiques comme des produits PCR, de 'ADN ou des ARN),
durant I'étape d’hybridation (voir figure 10 ci-dessous). Cette
reconnaissance est possible grace a la propriété quont les
bases (Adénine, Thymine, Cytosine et Guanine) constituant
un brin d’ADN de reformer spontanément une double hélice
lorsqu’elle se trouve face a un brin d’ADN complémentaire (Joux
etal., 2010).

Lutilisation des biopuces ADN nécessite I'obtention d’acides
nucléiques de la matrice étudiée (sol, eau, atmosphere, déchets),
et donc le passage par une étape préalable d’extraction des
acides nucléiques (ADN ou ARN). Concernant les études
d’écologie microbienne, deux types de biopuces ADN sont le
plus souvent utilisés (Dugat-Bony et al., 2012) : les biopuces
phylogénétiques (dont les sondes ciblent des génes marqueurs
taxonomiques) permettant d’identifier les micro-organismes, et
les biopuces fonctionnelles (dont les sondes ciblent des génes
codant pour des protéines impliquées dans des fonctions
d'intérét) permettant de révéler les fonctions métaboliques.

La PhyloChip (Brodie et al., 2006) porte environ 500 000
sondes d’une longueur de 25 bases et couvre quasiment
la totalité¢ de la diversitt des communautés procaryotes
répertoriées dans les bases de données. Elle a été utilisée dans
de nombreuses études environnementales. Cependant, en
raison d’une connaissance partielle des microorganismes de
I'environnement, les informations obtenues par ces approches
ne reflétent qu’une partie de la diversité présente dans les
environnements complexes. Les biopuces ADN, du fait de
leurs colts réduits, de leurs capacités a cibler spécifiquement
un grand nombre de marqueurs génétiques tant d’'un point de
vue qualitatif que quantitatif, de leurs facilités d'utilisation et
d'analyses, restent encore compétitives face au séquencage
massif (Zhou et al.,, 2015). Une application de cette approche est
présentée dans la figure 11 ci-dessous.
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Figure 10 - Principe des biopuces ADN. Les cibles (ADN ou ARN) marquées par un fluorochrome s’hybrident spécifiquement avec
les sondes qui leur sont complémentaires, puis I'analyse de I'image obtenue permet de déterminer quels sont les génes présents ou

exprimés dans I'échantillon.

Figure 10 - Principle of DNA biochips. The targets (DNA or RNA) labelled with a fluorochrome specifically hybridize with the probes
complementary to them. Analysis of the subsequent image permits determination of the genes present or expressed in the sample.
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La diversité et composition taxonomique
et fonctionnelle des communautés
microbiennes

Silaqualité des écosystémes est dépendante de I'abondance
des microorganismes indigénes, elle est encore plus sous
linfluence de la diversité des organismes et des fonctions
quils peuvent héberger. En effet, la diversité microbiologique
en termes de nombre de taxons ou de fonctions différentes est
directement reliée aux fonctions biologiques que peut supporter
un écosystéme (comme la fertilité, la dégradation des polluants,
la production végétale, I'effet barriere aux espéces invasives...)
(Maron et al., 2011).

Au sein d’'une matrice environnementale, la diversité et
composition microbienne taxonomique peut étre abordée par
différentes approches comme les puces a ADN (cf. paragraphe
ci-dessus), le séquencage massif d’'amplicons ou le séquencage
massif global.

Séquencage massif d’amplicons.

Le séquencage d’amplicons a pour objectif de déterminer la
séquence de fragments d’ADN amplifiés par PCR. Il nécessite
plusieurs étapes techniques puis un travail analytique résumés
dans la figure 12 :

LADN doit d'abord étre extrait de la matrice étudiée (sol,
eau, atmosphere, déchets). A partir de cet ADN, les amplicons
sont générés par amplification par PCR de la séquence d’ADN
d'intérét. A lissue de I'amplification, le produit PCR est constitué
dun mélange damplicons représentatifs de I'abondance
et de la diversité du géne ciblé au sein de la communauté
microbienne étudiée. Les amplicons sont ensuite séquencés
par une technique de séquencage massif sur des séquenceurs
automatiques nouvelle génération (pyroséquenceur Roche®,

MiSeq lllumina®, ou autre). Il est ainsi possible d'obtenir
plusieurs milliers & plusieurs dizaines de milliers voire plus de
séquences du géne ciblé pour un échantillon. Ce grand jeu de
données de séquences doit ensuite étre analysé par des outils
de bioinformatique, organisés dans un pipeline bioinformatique.
A ce niveau, il existe plusieurs pipelines disponibles gratuitement
sur le net (Mothur, Qiime, Pangea, GnSPipe...) qui permettent de
filtrer, trier, classer, regrouper et affilier les séquences produites
par références aux séquences contenues dans les bases de
données internationales.

Dans les études d'écologie microbienne, le ségquencage
d’ampliconsapartirdes ADNissus de matrices environnementales
permet de déterminer la variabilité de la composition de génes
d'intérét entre les populations porteuses de ces genes au sein
de la communauté. Selon les génes ciblés, cette technique peut
permettre de générer différents indicateurs de la qualité des
matrices environnementales. Deux types de génes sont le plus
souvent utilisés :

- les génes ribosomiques qui sont des marqueurs taxonomiques
dontle séquencage permet de déterminer la diversité taxinomique
et la composition des communautés de microorganismes.
La diversité microbienne, est un facteur déterminant dans la
qualité biologique des écosystémes en raison de son rdle dans
le recyclage des nutriments, la dégradation des polluants et la
stabilité méme des écosystemes. C'est un indicateur sensible
des perturbations d’un écosysteme (modifications de pratiques
agricoles sur un sol, pollutions d'un cours d’eau ou de sédiments,
changement de statut trophique d’un lac, étape de maturation
d’'un compost, etc) Lexemple d'application décrit dans la
figure 13 montre une analyse de la diversité taxonomique des
communautés bactériennes du sol a I'échelle nationale ;

- les genes de fonction qui codent pour des protéines impliquées
dans des fonctions d'intérét (ex. dégradation de polluants,
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Figure 11 - Réponse des genes impliqués dans les voies de dégradation des solvants chlorés durant la bioremédiation d’une nappe
phréatique polluée. Le signal obtenu pour chaque gene est représenté par une coloration de la case, selon le puit concerné (P1, P2,
P3 ou P4), et la date de prélévement (T : nombre de jours). PCE : perchloroéthyléne, TCE : trichloréthyléne, DCE : dichloroéthylene,
VC : chlorure de vinyle, ETH : éthylene). L'analyse des résultats obtenus avec la biopuce ADN a confirmé I'origine biologique du
processus de dégradation et a montré qu’une seule voie métabolique était impliquée: la déchloration réductrice anaérobie.
Plusieurs microorganismes ont été identifiés permettant d’assurer la dégradation compléte du contaminant chimique en une molécule
inoffensive, I'éthyléne (Dugat-Bony et al., 2012).

Figure 11 - Response of genes involved in pathways for the degradation of chlorinated solvents during bioremediation of a polluted
water table. The signal obtained for each gene is shown by the intensity of shading, depending on the well (P1, P2, P3 or P4), and
the date of sampling (T number of days). PCE perchloroethylene, TCE trichlorethylene, DCE dichloroethylene, VC vinyl chloride,

ETH ethylene). Analysis of the results obtained with the DNA chip confirmed the biological origin of the degradation process and
demonstrated the involvement of a single metabolic pathway: anaerobic reductive dechlorination. Several microorganisms were
identified which ensured complete degradation of the chemical contaminant into an inoffensive molecule, ethylene. Bioremediation is
therefore efficient and leads to the production of a less toxic molecule than vinyl chloride (Dugat-Bony et al., 2012).
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pathogénie, transformations des cycles biogéochimiques, etc). Séquencage global de ’ADN ou de TARN
Le sequencage de ces genes permet dévaluer la structure et Le séquencage global de 'ADN extrait d’un échantillon
la diversité fonctionnelle des communautés impliquées dans d'une matrice environnementale permet d’accéder aux génes

ces activités. Cette mesure constitue un bon indicateur de
I'état de ces communautés dans I'environnement mais aussi de
leur évolution en réponse des perturbations anthropiques ou
naturelles. Il renseigne sur les potentialités fonctionnelles des
communautés ciblées.

de 'ensemble des micro-organismes présents sans passer par
une étape d'amplification par PCR. Les informations obtenues
permettent d'identifier les micro-organismes et leurs fonctions.
La méme approche de séquencage global peut étre utilisée
pour séquencer 'ARN d’'une communauté microbienne extrait
d’un échantillon environnemental et ainsi connaitre les micro-
organismes actifs et les génes qui sont exprimés (figure 14).
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Figure 12 - Principales étapes techniques nécessaires pour le séquencage d’amplicons.
Figure 12 - Principal technical stages involved in the sequencing of amplicons.
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D'un point de vue technique, le séquengage global repose
sur deux étapes essentielles : la fragmentation des molécules
d’ADN ou d’ARN en une multitude de petits fragments
partiellement chevauchants et plus ou moins redondants et
la comparaison des séquences de ces fragments pour les
assembler et reconstituer la ou les séquences présentes dans
I'échantillon analysé.

Contrairement au sequengage d’amplicons, le séquengage
global ne cible aucun géne en particulier. De plus, cette
approche ne demande pas d’avoir une connaissance a priori
des micro-organismes étudiés. Elle peut donc étre appliquée
a n'importe quelle communauté microbienne et dans n’importe
quelle matrice environnementale. Il faut noter que cette
approche peut aussi étre utilisée pour séquencer le génome ou
le transcriptome de micro-organismes cultivés au laboratoire.
Les données obtenues contiennent a la fois des séquences
de marqueurs phylogénétiques (géne et transcrits d’ARN
ribosomaux) et de marqueurs fonctionnels (génes codant pour
les protéines et ARN messagers). Un exemple d’application de
cette approche pour analyser la réponse des communautés
microbiennes a une pollution de sédiments marins par I'apport
de pétrole est présenté dans la figure 15 ci-dessous :

Dans le cas d’'un microorganisme, le séquencage global
du génome ou du transcriptome constitue a I'heure actuelle
I'approche la plus performante pour déterminer sa position
taxonomique (c'est-a-dire sa place dans I'arbre du vivant) et
surtout, pour connaitre son métabolisme et son mode de vie.
Dans le cas d'une communauté microbienne, le séquencgage

global métagénome ou du métatranscriptome représente
I'approche la plus exhaustive pour étudier la diversité et le rle
des micro-organismes dans les écosystémes.

Lapproche globale est assez simple a mettre en ceuvre
techniquement. Cependant le colt des équipements
nécessaires et la complexité des données produites font qu’elle
est peu adaptée pour servir d'outil de diagnostic a grande
échelle. Néanmoins, le séquencgage global peut-étre employé
en premiére approche pour obtenir une image détaillée
des communautés microbiennes dans un écosysteme. Les
données générées peuvent ensuite servir a trouver de nouveaux
indicateurs qui seront utilisés avec les outils de I'approche
ciblée.

TABLEAU DE BORD OPERATIONNEL
POUR LE DIAGNOSTIC
ENVIRONNEMENTAL

Les avancées technologiques majeures de ces 10 dernieres
années ont permis d’accroitre de fagon exponentielle les
connaissances scientifiques et techniques en microbiologie
moléculaire, ce qui a favorisé le développement de nouvelles
techniques et nouveaux marqueurs moléculaires et ouvert de
nouvelles perspectives d'application & des fins de diagnostic
environnemental (études d’impact, bioremédiation de sites et
sols pollués, évaluation des pratiques agricoles, optimisation des
bioprocédés de traitement des déchets...). De fait, il existe une
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Figure 13 - Variation de la diversité bactérienne du sol (en nombre de taxons par gramme de sol) a I'échelle de la France (a gauche) et
en fonction des modes d’usage des sols (& droite), (Terrat et al., soumis). Cette carte montre des variations importantes de la diversité
avec des zones ol le nombre de taxons est important (en rouge sur la carte) et d’autres ou il est faible (en bleu sur la carte). A cette
échelle aucune influence du climat ni de la géomorphologie (présence de montagne, de riviére, de bord de mer) n’est démontrée. Des
études statistiques poussées montrent que ces variations observées a I'échelle nationale de la diversité bactérienne sont influencées
par le type de sol (en termes de pH, de texture et rapport C/N) mais aussi en fonction du mode d’usage (agricole, prairie, forét). Les
sols sous prairie et foréts présentent ainsi les niveaux de diversité les plus bas (1291 et 1136 taxons respectivement) par rapport

aux sols agricoles ou viticoles (1363 et 1409, respectivement). Ceci peut s’expliquer par le concept écologique de la « perturbation
intermédiaire » qui prédit que la biodiversité d’un écosystéme est maximum lorsque ce dernier subit une perturbation d’intensité
intermédiaire (ni trop forte et ni trop faible non plus) et minimum lorsqu’il subit une perturbation faible (phénoméne d’exclusion
compétitive des espéces) ou forte (sélection des especes). Ainsi, les sols sous foréts et prairies représentent des écosystemes

qui subissent des perturbations faibles pour les communautés bactériennes par la quasi absence de I'action de 'homme et
renferment donc une diversité faible de bactéries. A I'inverse, les sols agricoles et viticoles qui subissent généralement une multitude
d’interventions correspondent a des systemes plus perturbés (mais pas trop) et présentent donc une diversité bactérienne plus élevée.
Figure 13 - Variation in the bacterial diversity of soil (in number of taxons per gram of soil) on the scale of France (left) and as a function
of land use (right) (Terrat et al. personal communication). This map shows the large variations in diversity with zones where the number
of taxons is high (in red on the map) and others where it is very low (in blue on the map). At this scale, no influence of the climate or
geomorphology (presence of mountain, river, coastline) is shown. Statistical analysis show that these variations in bacterial diversity
observed at the national scale are influenced by the type de soil (in terms of pH, texture and C/N ratio) but also as a function of land
use (farming, grassland, forest). Thus, the soils under grassland and forests show lower levels of diversity (1291 and 1136 taxons,
respectively) in relation to farm soils or vineyards (1363 and 1409, respectively). This can be explained by the ecological concept

of « intermediate perturbation » which predicts that the biodiversity of an ecosystem is maximum when this latter is subjected to a
perturbation of intermediate intensity (neither too severe nor too weak) and minimum when it is subjected to a weak perturbation
(nhenomenon of competitive exclusion of species) or strong (selection of species). Thus, the soils under forests and grassland are
ecosystems, which undergo weak perturbations for the bacterial communities due to the quasi absence of human activities and
therefore contain a weak bacterial diversity. Conversely, the arable and vineyard soils which are generally subjected to a multitude of
interventions are more perturbed systems (but not excessively) and therefore exhibit a higher bacterial diversity.
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Figure 14 - Processus de séquengage global d’un (métajgénome ou d’un (métajtranscriptome. La spirale grise représente le
processus général allant de I'échantillon jusqu’aux données analysées. Les principales étapes de biologie moléculaire sont en rouge,
les résultats de ces étapes sont en orange. Les étapes d’analyses de bioinformatique sont en vert et les résultats correspondants sont
en bleu. Les fleches noires représentent la multiplicité des analyses possibles de bioinformatique. Adapté de Raes et Bork (2008).
Figure 14 - Global sequencing of a (meta)genome or (meta)transcriptome process. The grey spiral represents the general process
starting with the sample and ending with data analysis. The principal molecular biology steps are shown in red and the results of these
steps in orange. The steps involved in the bioinformatics analyses are indicated in green and the corresponding results in blue. The
black arrows represent the multiplicity of bioinformatics analyses possible. Adapted from Raes and Bork (2008).
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demande de plus en plus forte des mondes industriel et agricole
pour I'utilisation de ces technologies issues de la recherche.

Il est toutefois important de comprendre que la notion de
« technique éprouvée » differe de la notion de « bioindicateur
opérationnel ». En effet, certaines techniques standardisées
resteront dans le domaine de la recherche et n‘auront jamais
d'applications finalisées en tant qu'indicateurs pour des raisons
de colts, de technicité trop importante ou d’interprétation de
résultats réservée a des personnels qualifiés.

Dans le contexte de la microbiologie moléculaire environ-
nementale, un bioindicateur correspond donc a un binéme
technique/marqueur génétique (taxonomique ou fonction-
nelle, plus ou moins spécifique). Il permet de détecter, quan-
tifier ou caractériser une communauté, une population, une
espéce, une fonction ou un groupe fonctionnel, dans une
matrice et un contexte donnés. Choisi avec pertinence, le
bioindicateur va permettre de qualifier ou quantifier I'état
microbiologique d’un environnement et de renseigner, par

exemple, sur I'impact d’une perturbation du systéme biolo-
gique étudié ou évalué.

Pour étre opérationnel, un bioindicateur doit étre :
- robuste, fiable, précis et spécifique : son interprétation doit étre
stable et cohérente dans le temps ;
- sensible : refléter méme de faibles variations du milieu ou du
systéme d'étude ;
- compréhensible, simple et utilisable par l'ensemble des acteurs ;
- en adéquation avec l'objectif fixé ;
- acceptable en termes de prix par rapport a I'information qu'il
donne;
- pertinent pour favoriser réellement la prise de décision ;
- doit permettre soit de faire le suivi dans le temps et dans I'es-
pace d’une évolution biologique de la matrice étudiée soit de
caractériser la matrice par comparaison avec un référentiel (base
de données).

L'échelle TRL (pour « Technology Readiness Level ») permet
I'évaluation du degré de maturité des technologies en matiére d'in-
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Figure 15 - Diagramme de Venn montrant le nombre de génes sous- ou sur-exprimés dans des sédiments marins cotiers contaminés
avec du pétrole comparativement aux sédiments témoins sans aucune addition (t). Trois traitements sont comparés aux sédiments
témoins : addition de 5 000 ppm de pétrole brut Rebco (HC), addition de 1 000 ind.mde I'annélide marin Hediste (Nereis) diversicolor
(N), et addition de pétrole et de H. diversicolor (HCN). Les nombres situés dans les intersections des cercles correspondent aux génes
dont I'expression est modifiée d’une maniere commune dans deux traitements. Par exemple, 1949 genes sont sous- ou sur-exprimés

comparativement aux sédiments témoins (t) dans les traitements HC et HCN (« effet pétrole »). 245 genes le sont spécifiquement
par rapport au témoin lorsque des vers marins sont ajoutés aux sédiments et améliorent la bioturbation des sédiments (aération et

remobilisation des contaminants) (Militon et al., 2016).

Figure 15 - Vlenn diagram showing the number of genes under- or overexpressed in oil-contaminated coastal marine sediments
compared with control sediments (t). Three treatments were compared with the control sediments: addition of 5000 ppm of Rebco

crude oil (HC), addition of 1000 ind m™ of the

marine annelid Hediste (Nereis) diversicolor
(N), and the addition of oil and H. diversicolor
(HCN). The numbers in the intersections of
the circles correspond to genes for which

the expression in the two treatments is
similarly modified. For example, 1949 genes

HCvst

Nvst

are under- or over-expressed in comparison
with the control sediments (t) in the HC and
HCN treatments (« oil effect »). 245 genes
are specifically modified in relation to the
control when marine worms are added to the
sediments and improve bioturbation of the
sediments (aeration and remobilization of the
contaminants) (Militon et al., 2016).

Source: ADEME, Ouvrage microbio moléculaire, 2016

of oil:

synthase

synthase
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- Cytochrome P450
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- Exonucleases
of DNA repair

novation (figure 16). Cette échelle commence avec I'observation
et la description de principes de base (niveau 1 - concept) jusqu'a
I'application opérationnelle réelle (hors contexte expérimental)
d'une technologie (niveau 9). Cette échelle peut étre simplifiée en
ne considérant que trois niveaux de maturité technologique :

A Découverte d'un marqueur génétique d'intérét et identification
de la technique adaptée a son étude - TRL 1 & 3 - recherche fon-
damentale ;

B : Mise en ceuvre du biocindicateur dans un contexte expérimen-
tal - TRL 4 a 6 : développement - standardisation - recherche
appliquée ;

C : Mise en ceuvre du bioindicateur dans un contexte opération-
nel répondant a un marché et pour lequel des prestataires sont
en mesure de le proposer en routine - TRL 7 a 9 : industrialisa-
tion - prestation, mise sur le marché.

Surlabase de cette échelle TRL, il est possible de positionner
les différents indicateurs présentés dans la section lll selon leur
niveau d’opérationnalité (tableau 7). Il existe une trés importante
variabilité¢ des propriétés des matrices environnementales
entre le sol, les sédiments, I'eau, les déchets et I'atmosphére
(variabilité spatiale, hétérogénéité, densité cellulaire...). Il en

résulte que les contraintes techniques pour le développement
des outils moléculaires dépendent de la matrice étudiée. De plus,
I'opérationnalité n'est pas définie seulement sur la base de la
maturité technique de la méthode moléculaire utilisée, mais aussi
sur d’autres criteres essentiels comme le colt, la facilité de mise
en ceuvre ou encore l'existence de référentiels d'interprétation
qui dépendent également de la matrice étudiée (figure 16). En
conséquence, le niveau d’opérationnalité d’'un indicateur ne
peut pas étre défini dans I'absolu mais doit étre relié a la matrice
environnementale (tableau 1).

Le référencement de lopérationnalité des indicateurs
présentés dans le tableau 1 n'est évidemment pas figé mais
représente seulement une image instantanée définie a la date de
publicationdecetarticle. Lévolutionrapidedesoutilsmoléculaires,
des questionnements et des connaissances dans les différentes
matrices environnementales entrainera indéniablement une
évolution de ces indicateurs vers une opérationnalité plus aboutie
qui permettra a terme leur déploiement pour un diagnostic de
la qualité de notre environnement et des différentes matrices le
constituant.
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Figure 16 - Logigramme d’opérationnalité d’un bicindicateur.
Figure 16 - Flow chart of the operational value of a bioindicator.
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CONCLUSION

Lanalyse des communautés microbiennes a d’abord reposé
sur des approches culturales, dites pasteuriennes, qui sont
relativement longues a mettre en ceuvre. Elles ne permettent donc
d'étudier et de caractériser qu'un nombre limité d’échantillons.
De plus, on ne sait cultiver qu’une minorité (quelques pourcents)
de micro-organismes présents dans les environnements.
Malgré leur intérét, notamment pour tout ce qui concerne la
recherche de pathogénes dans les aliments ou dans les eaux
de baignade et I'enrichissement des bases de données avec les
génomes d'organismes séquencés aprés isolement, la mise en
place d'indicateurs opérationnels utilisant ces approches reste
limitée. Gréce a I'avenement de la biologie moléculaire dans les
années 1990 et, plus récemment, a la révolution des approches
« omiques », plusieurs techniques moléculaires permettent
de détecter, quantifier ou caractériser une communauté, une
population, une espéce, une fonction ou un groupe fonctionnel

microbien de maniére précise et robuste. Bien qu'il existe
encore plusieurs limitations a leur utilisation (e.g., absence de
référentiel pour certaines matrices encore peu ou pas assez
étudiées comme les écosystémes océaniques ; pour certaines
techniques, volume et complexité des données générées ;
biais d’extraction, mesure des populations dominantes), elles
offrent la possibilité de suivre et de caractériser finement le
patrimoine microbiologique et méme [état fonctionnel de
différentes matrices environnementales. Plusieurs bioindicateurs
tels que la biomasse moléculaire microbienne, la détection et
le dénombrement in situ de certains organismes ou génes de
fonction microbiens, la diversité taxonomique microbienne, la
diversité fonctionnelle microbienne ou encore la composition
taxonomique des communautés microbiennes peuvent ainsi
étre définis. Appliqués au diagnostic environnemental et du fait
du role majeur joué par les microorganismes, ils permettent
de contribuer a déterminer I'état d’'un systéme biologique mais
aussi a suivre son évolution temporelle et/ou spatiale suite a
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Tableau 1 - Niveau d’opérationnalité des indicateurs moléculaires microbiens en fonction de chaque matrice environnementale et
selon I'échelle TRL décrite dans la figure 16. NO : Non opérationnel sur cette matrice.
Table 1 - Level of operability of molecular microbial indicators according to each environmental matrix and determined based on the

TRL scale presented in the figure 16.

Matrice environnementale Sol Sédiments Eau BP échet’s / Atmospheére
ioprocédés
Biomasse moléculaire TRLC TRLB TRLB TRLB NO
Détection/abondance d’organismes ou
de fonctions
- PCR quantitative TRLC TRLC TRLC TRLC TRLC
- FISH TRLB TRLB TRLB TRLB NO
- Biopuce ADN TRLC TRLB TRLC TRLC TRLA
Diversité taxonomique et fonctionnelle
- Séquencage massif d’amplicons TRLC TRLB TRLB TRLB TRLB
- Séquencage global TRLA TRLA TRLA TRLA TRLA
une perturbation et/ou une réhabilitation, ou encore a évaluer REMERCIEMENTS

I'efficacité des bioprocédeés.

Il est toutefois important de ne pas oublier que la qualité
des informations obtenues dépendra, (i) de la pertinence de la
stratégie d’échantillonnage et du soin apporté aux échantillons
a analyser (conditionnement, transport, manipulation, stockage)
et, (i) des protocoles de bioinformatiques utilisés (choix des
banques de données, des approches de traitement et d’'analyse
statistiques des jeux de données obtenus). La bioinformatique
est une discipline en plein essor dont beaucoup de protocoles
analytiques n'ont pas encore été standardisés. Le traitement
des informations obtenues, particulierement en ce qui concerne
le séquencage NGS, devra donc étre confié a un expert en la
matiére (prestataire).

Malgré son fort potentiel, la microbiologie moléculaire
reste encore peu exploitée dans le domaine de la bicindication
et de I'écotoxicologie. Nul doute toutefois que le diagnostic
environnemental, basé sur [lutilisation de biocindicateurs
microbiens de plus en plus opérationnels, est appelé a fortement
se développer dans les années a venir. Au-dela du diagnostic,
ces bioindicateurs permettront a court terme la mise en place
d’un véritable conseil indispensable pour une meilleur gestion et
durabilité des écosystemes.

Les auteurs remercient les experts scientifiques P.Amato
(CNRS), T.Heulin (CNRS), B.Balloy (Chambre d’agriculture
de France), S.Courtois (SUEZ), J.-Y.Richard (SUEZ), P.Bonin
(CNRS), J.-M.vBaudoin (ONEMA), A.-M.Pourcher (IRSTEA),
A.Henry (VEOLIA), de leurs relectures et commentaires qui ont
permis d’améliorer significativement la qualité de cet article.
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