Activités nitrifiantes et hétérotrophes dans le continuum
réseau d’assainissement-station d’épuration- milieu naturel

Thierry Berthe, Josette Garnier, Xavier Philippon, Séverine Pinault et Laétitia Laroche

UMR Sisyphe 7619, CNRS/UPMC, Boite 123, Tour 26, étage 5
4 place Jussieu, 75005 Paris

Au cours de cette année 1999, nous avons poursuivi notre compréhension des processus
(nitrification et dégradation de la matiére organique). Une campagne réalisée en mai 1999 sur le
continuum d’Achéres, s’ajoutant aux deux réalisées en 1998, contribuait en outre a appréhender la
variabilité des activités. A la variabilité dans le temps, s’ajoute une variabilité die au type de
traitement; ¢’est pourquoi nous avons également effectué une campagne de mesure dans un site plus
petit (300 000 éq.-hab a Troyes contre 10 000 000 éq.-hab a Achéres).

A I’aval de I’agglomération parisienne, la pollution organique et ammoniacale, représente une
nuisance majeure. Si la pollution organique entraine une désoxygénation a 1’aval immédiat de la
station d’Achéres, c’est dans ’estuaire fluvial que la pollution ammoniacale est a 1’origine de la
désoxygénation.

1) Les expériences menées en 1998 et 1999 sur le site “Marais-Clichy-Achéres-Conflans”
tendent a montrer que les bactéries hétérotrophes accroissent leur biomasse le long du continuum du
réseau d’assainissement alors que les bactéries nitrifiantes sont en quantité importante dés les tétes de
réseau.

2) Le taux de croissance ("H-Thymidine) des bactéries hétérotrophes des effluents, bien plus
¢élevé que celui des petites bactéries autochtones -d environ un facteur 10- est confirmé.

4) En étudiant une station amont (celles de Troyes), nous avons montré des différences
importantes de D’efficacit¢é de 1’épuration des points de vue de la nitrification et de D’activité
hétérotrophe.

5) Nous avons mis au point les méthodes moléculaires pour caractériser et quantifier les
groupes fonctionnels de la nitrification (nitrosation, nitratation). Ceci nous permettra d’appréhender
rigoureusement la production de N0, gaz a effet de serre qui pourrait représenter un déplacement de la
pollution vers 1’atmosphére.

1. Introduction

Dans les milieux anthropisés, comme c’est le cas de la Seine, le fonctionnement écologique de
I’hydrosystéme est fortement influencé par les apports ponctuels -domestiques et industriels. C’est la
désoxygénation engendrée par les apports ponctuels qui a retenu d’abord notre attention, nous
montrant rapidement toute I’importance du compartiment bactérien dont nous cherchons a prendre
explicitement en compte la dynamique. Si les méthodes classiques d’écologie microbienne permettent
de quantifier I’activité bactérienne, leur capacité a renseigner sur les groupes fonctionnels qui réalisent
ces activités est extrémement limitée. C’est pourquoi la voie de la biologie moléculaire a été
empruntée.

L’apport des bactéries hétérotrophes et nitrifiantes par les effluents de la station d’Acheres a
été démontré au cours des deux premicres phases du PIREN-Seine. On a également montré que les
bactéries hétérotrophes rejetées par les effluents d’ Achéres contribuent a une désoxygénation a 1’aval
immédiat d’Achéres, alors que c’est dans I’estuaire que la consommation d’oxygeéne due a la
nitrification est la plus importante (Figure 1).

Au cours de cette année 1999, il s’agissait de poursuivre notre compréhension des processus
(nitrification et dégradation de la matiére organique). Des campagnes réalisées en mai 1999 sur le
continuum d’Achéres, s’ajoutant aux deux réalisées en 1998, a surtout contribué a appréhender la
variabilité des activités. A la variabilit¢ dans le temps, s’ajoute une variabilité¢ selon le type de

4-23



traitement; ¢’est pourquoi nous avons également effectué une campagne de mesure dans un pilote de
nitrification a la station d’Achéres (BIOFOR) et dans une plus petite station a 1’amont de Paris, avec
traitement de nitrification (300 000 éq.-hab a Troyes contre 10 000 000 éq.-hab a Achéres).
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Figure 1. Variation de la consommation en oxygene dissous (moyennes de situations estivales) de
Paris a l’estuaire, montrant les deux zones de désoxygénation.

2. Matériel et méthodes

2.1. Le processus de nitrification

L’activite nitrifiante

L’activité nitrifiante a été mesurée par la méthode de tragage au '*C (Brion & Billen, 1998),
basée sur une différence d’incorporation de la radioactivité a I’obscurité, entre un échantillon d’eau en
présence d’inhibiteurs de la nitrification (N-serve pour la nitrosation, chlorate pour la nitratation). Les
activités nitrosante et nitratante ont ét€ mesurées séparément par la mesure de la vitesse de production
(nitrosation) ou de disparition (nitratation) des nitrites en présence des inhibiteurs spécifiques (Figure
2). Ces activités différenciées de la nitrosation et nitration réalisées au cours des deux campagnes de
1999 n’ont pas encore été exploitées.

Caractérisation des populations nitrifiantes

L’étude des populations nitrifiantes est basée sur 1’utilisation de nouveaux outils moléculaires
(la réaction de polymérisation en chaine ou PCR) qui sont devenus indispensables pour établir une
taxonomie. Ces méthodes permettent d’identifier de nouvelles espéces bactériennes sans devoir passer
par une étape de mise en culture. La taxonomie moléculaire est basée sur I’étude des séquences
d’ADN codant les ARN ribosomaux 16S (ou ADNr 16S) qui possédent des zones conservées dans le
monde bactérien ainsi que des zones présentant des degrés de conservation variables et sur des
séquences de génes d’activités caractéristiques (AmoA dans le cas de notre étude). La comparaison de
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ces séquences obtenues permettra d’identifier les micro-organismes présents dans différents
échantillons de I’environnement.
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Figure 2. Schéma de mesure de la nitrosation et de la nitratation.

La technique de PCR permet I’amplification d’un fragment d’ADN en utilisant des
oligonucléotides (ou amorces) qui lui sont spécifiques. Chaque amplification PCR est constituée par la
répétition de cycles comprenant : une étape de dénaturation de la matrice ADN suivie d’une
hybridation des amorces avec I’ADN dénaturé, une synthése du brin complémentaire par une ADN
Polymérase thermostable a 72 °C. Chaque cycle conduit, en théorie, a un doublement de la quantité
d’ADN. 1l est ainsi possible d’obtenir un trés grand nombre de copies de la séquence cible par
successions d’étapes de dénaturation, hybridation et polymérisation.

L’ADN des échantillons d’eau de la Seine et du continuum est extrait selon une modification
de la méthode proposée Tsai et Olson (1991).

a) L’étude de la population des nitratantes, peu diversifiée sur le plan phylogénétique, s’est
limitée dans un premier temps au genre Nitrobacter, connu pour étre le plus largement représenté dans
les milieux aquatiques.

Leur détection est basée sur ’emploi des séquences d’ADN codant les ARNr 16S. Les
amorces qui ont été utilisées lors de 1’amplification PCR (FGPS 872 et 1269°) sont spécifiques de
I’ADNr16S des bactéries du genre Nitrobacter (Degrange et Bardin, 1995). L’utilisation de ce jeu
d’amorces permet d’amplifier un fragment d’ADN de 389 bp appelé “ ADN cible ” (Figure 3).

S’il nous a été possible de détecter les bactéries nitrifiantes du genre Nitrobacter par PCR,
nous avons voulu par la suite quantifier ce pool bactérien le long du continuum étudié. La méthode
quantitative utilisée (Zacchar ef al., 1993) est basée sur la technique de PCR compétitive qui consiste a
ajouter un standard interne ou compétiteur avec I’ADN cible que ’on désire amplifier. Il est ainsi
possible d’accéder a la masse initiale de I’ADN cible présent dans 1’échantillon d’ADN (Berthe ef al.,
1999).

La construction du fragment compétiteur, utilisé pour la quantification des Nitrobacter par
cPCR, est décrite dans Berthe et al. (1999). Le fragment résultant (compétiteur de type non
homologue) posséde les séquences des amorces FGPS 872 et 1269’ a ses extrémités, mais ne présente

4-25



pas d’homologie supplémentaire avec le fragment d’ADN cible ; le fragment est ensuite cloné dans le
vecteur Bluescript et donnera le plasmide pNitr-C. Le fragment d’ADN cible a également été cloné
dans le méme vecteur pour donner le plasmide pNitr.

Aprés avoir effectué la construction du fragment d’ADN compétiteur, une courbe de
calibration est réalisée en amplifiant plusieurs quantités d’ADN cible (pNitr) de masse déterminée en
présence d’une masse constante de compétiteur pNitr-C. Aprés amplification PCR et électrophorése
des produits obtenus, la masse relative de chacun des produits d’amplification obtenus est évaluée a
I’aide du logiciel KDS 1D (Kodak Digital Science). Le logarithme du rapport des masses des produits
d’amplification du compétiteur pNitr-C sur celles de ’ADN cible pNitr est porté en fonction de la
masse initiale de I’ADN cible pNitr (Figure 4).

La quantité d’ADN cible (pNitr) peut alors étre évaluée dans un échantillon d’ADN purifié a
partir d’eau de la Seine en reportant le rapport de la masse des produits d’amplification de
I’échantillon sur celui du compétiteur (Figure 4).
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ADN génomique de Nitrobacter ¢

 — 16S rDNA —
=

Premiére PCR /
Comp 2
Iﬁ 1500 bp

F ADNFr 168 de Nitrobacter
Comp 1

Seconde PCR l

FGPS 1269’ ’

‘ FGPS 872

PA

Amplification avec
le jeu d’amorces FGPS

B T L T T e

Troisiéeme PCR l
469 bp 388 bp

L I [ Saaaaaaa——— |
| | | | | | | |
[ I I 1 I I I 1

FGPS 872 Competiteur FGPS 1269 FGPS 872 Cible FGPS 1269

Clonage dans le vecteur pBluescript Clonage dans le vecteur pBluescript

Plasmide pNitr-C Plasmide pNitr

Figure 3. Stratégie utilisée pour la construction du fragment compétiteur. Le produit résultant est
délimité par les amorces FGPS 1269 et 872 mais ne partage pas d’autres homologies de séquence
avec le fragment obtenu aprés amplification de I’ ADN génomique de Nitrobacter winogradskyi avec
les mémes amorces.
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Figure 4. Construction de la courbe étalon et cPCR. A. Analyse électrophorétique du
fragment compétiteur (469bp) sur un gel d’agarose a 1.5%. MWM, ®X 174 Hae III; piste 1 a 5, une
serie de dilutions de I’ADN cible (pNitr) est amplifiée avec 50 fg du contréle interne (pNitr-C); piste
6, téemoin négatif de [’amplification sans ADN; piste 7, cPCR avec (5 ul d’ADN extrait de [’eau de
Seine). Les résultats sont exprimés en équivalents pNitr. B. Courbe étalon obtenue en exprimant le

logarithme du rapport des masses de produits obtenus en fonction du logarithme de la quantité
d’ADN.

b) La détection des bactéries nitrosantes, a la différence des bactéries nitratantes, utilise comme cible
des séquences d’ADN codant pour une enzyme impliquée dans le processus de nitrosation,
I’ammonium monooxygénase. La caractérisation moléculaire, basée sur 1’amplification par PCR de
séquences codant un fragment du site actif de cette enzyme, permet d’obtenir une meilleure spécificité
comparativement a celle utilisant les séquences d’ADNr 16S comme marqueur (Rotthauwe et al.,
1997).

Les amorces utilisées (amoAd 1F et amoA 2R; Rotthauwe et al., 1997) amplifient un fragment
(490 paires de bases) du geéne codant une sous-unité de I’ammonium monooxygénase des bactéries
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nitrosantes (sous-groupe [ des protéobactéries). Une approche quantitative analogue a celle
précédemment présentée a été utilisée. La construction d’un nouveau compétiteur a donc du étre
effectuée (Figure 5).

Sa construction est réalisée en effectuant une amplification PCR a I’aide de amoA 1F et d’une
amorce hybride amoA 2R _Del (38 bases). Les 17 nucléotides présents a I’extrémité 3’ de cette amorce
s’hybrident avec le géne de I’ammonium monooxygénase en une région située en amont (60 pb) du
site de complémentarité de I’amorce amoA 2R. Les 21 nucléotides suivants correspondent a la
séquence de I’amorce amoA 2R. La matrice utilisée est de I’ADN plasmidique d’un clone recombinant
correspondant a I’insertion d’un fragment amoA, obtenu par PCR (avec les amorces amoA 1F et 2R) et
cloné dans le vecteur pPCR Script. Le produit résultant est soumis a une seconde amplification PCR
utilisant les amorces amoA 1F et 2R. Le fragment obtenu, correspondant au compétiteur, posséde donc
a ses extrémités les mémes séquences que le fragment d’ADN cible, mais sa taille est inférieure de 60
pb.

A
amoA 1F
=>
| amoA
<
amoA 2R
490 pb ADN cible
B ADN plasmidique du clone 2
amoA 1F
=>
pPCR Script | ADN cible clone 2 | pPCR Seript
Premiére amplification PCR Q amoA 2R _Del
amoA 1F
=>
<
amoA 2R
Seconde amplification PCR Q
| 428 pb | ADN compétiteur

Figure 5. A) Amplification du fragment cible (490 paires de bases) correspondant au gene codant une
sous-unité de l’ammonium monooxygénase. B) Construction du fragment compétiteur en vue de
quantifier les bactéries nitrosantes par PCR compétitive.

¢) La diversité de la communauté des nitrosantes a ¢été évaluée en analysant la séquence des
différents fragments d’ADN obtenus par PCR, a partir des acides nucléiques extraits des échantillons
d’eau et des amorces amoA 1F et amoA 2R. Une description compléte de la stratégie utilisée sera
détaillée dans le paragraphe résultats.
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2.2. La dégradation hétérotrophe

L’activité héterotrophe

La méthodologie appliquée repose sur 1’incorporation de thymidine tritiée dans I” ADN bactérien
comme méthode d’évaluation de la production bactérienne (Fuhrman et Azam, 1980,1982).
L’incorporation de thymidine est mesurée dans un précipité de TCA froid, pour obtenir 1’incorporation
de *H-thymidine dans I’ADN. Aprés incubation (30 mn), une fraction d’échantillon est filtré sur une
membrane de 1 um conduisant a déterminer I’activité des bactéries supérieures a 1um et inférieures a
1 um (Servais et Garnier 1993). Avec les numérations (cf ci-dessous) permettant de déterminer les
biomasses pour ces mémes fractions, on peut ainsi appréhender le taux de croissance des bactéries
autochtones et allochtones.

Cette méthode présente cependant quelques problémes; ce sont i) la dilution isotopique ii) la
spécificité de I’incorporation dans I’ ADN., iii) la conversion en production cellulaire. Pour pallier au
probléme d’incorporation de thymidine endogéne dans I’ ADN, il faut réaliser les incorporations avec
une concentration saturante qu’il faut déterminer en testant plusieurs concentrations. C’est ce qui a été
fait pour les différentes situations présentées. A la différence, des milieux naturels ou la saturation est
de I’ordre de 20 a 40 nM, la saturation dans les eaux usées est obtenue a environ 150 nM. On
s’affranchit normalement du marquage non spécifique par des temps d’incubation courts, ce qui a
toujours été le cas lors de nos expériences (Moriarty, 1986). Toutefois, les niveaux de saturation élevés
nous conduisent a nous interroger sur la signification de ce précipité insoluble au TCA froid. Il
faudrait tester différentes méthodes pour extraire I’ ADN seul. En ce qui concerne la conversion en
production de cellules, il faut établir des facteurs de conversion pour les milieux étudiés. Nous avons
utilisé un facteur moyen déterminé sur des eaux de Seine variées, comprenant celles de 1’aval
immédiat d’ Acheres (Servais et Garnier, 1993).

Quantification des bactéries hétérotrophes par classe de taille

L’abondance de I’ensemble de la communauté bactérienne est déterminée par la méthode de comptage
direct par épifluorescence apres coloration au DAPI (Porter et Feig 1980).

Les bactéries sont comptées et classées selon des critéres de tailles et de formes, permettant le calcul
d’un biovolume cellulaire pour les 2 fractions de bactéries : inférieures a 1 um et supérieures a 1 pm.
(Garnier et al 1992). Les biovolumes sont convertis en biomasse d’apres la relation de Simon et Azam
(1989).

Approche moléculaire des différentes fractions

La caractérisation par la biologie moléculaire a montré que les différents fragments générés
par digestion enzymatique des ADNr 16S (amplifiés par PCR) des deux “populations” séparées par
filtration ont une distribution de taille différente : on obtient des profils d’ADN caractéristiques de
I’une ou l'autre fraction. Cette approche avait été menée en 1998 et semblait confirmer que les
bactéries des 2 fractions ne sont pas identiques. Ceci justifie [’utilisation “d’allochtone” et
“d’autochtone” pour nommer les bactéries apportées par les effluents et les bactéries du milieu
respectivement. Cette démarche, qui présente un grand intérét d’un point de vue fondamental a été
abondonné dans le cadre du programme, ou la connaissance de 1’activité résultante est prioritaire.
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3. Sites d’étude

Le site d’Acheéres

La station d’épuration d’Achéres est la plus importante du bassin de la Seine; elle permet de
traiter environ 8 000 000 d’équivalent-habitants. A Achéres, 1’effluent subit d’abord un prétraitement,
puis une décantation primaire suivie d’une épuration biologique par le procédé des boues activées avec
décanteur secondaire. Les échantillons ont été prélevés dans les 5 canaux et moyennés
proportionnellement aux débits. Afin de remonter & 1’origine des bactéries, nous avons également
échantillonné a I’exutoire du bassin du Marais et a 1’aval de 1’ouvrage de Clichy, qui a un réle de
prétraitement en téte des grands émissaires. Nous avons en outre réalisé en décembre 1999 des
prélévements en entrée et sortie du pilote de nitrification BIOFOR. Enfin, des prélévements ont
également été effectués dans la riviére en amont et en aval des rejets de la station, a Maisons Laffitte et
Conflans respectivement (Figure 6).

Conflans @

Maisons Laffitte
Bassin du Marais

_____

-
_____________

Alforville

Figure 6. Représentation du site d’Acheres
Le site de Troyes

La station d’épuration de Troyes a une capacité de 300 000 équivalent-habitants. Elle est
prévue pour recevoir de forts volumes d’eaux industrielles (45% des eaux traitées sont d’origine
industrielle). L’effluent de la station de Troyes subit les mémes traitements qu’a Achéres, mais subit
une aération prolongée, qui permet une nitrification de ’ammonium. Les ouvrages en service depuis
1992 reprennent une partie des ouvrages et des collecteurs de la premiére station (1969), mais les
effluents bruts sont regroupés avant d’étre répartis sur les ouvrages, les effluents traités étant déversés
en Seine par un seul exutoire. C’est & ces niveaux que les échantillons ont été prélevés a I’entrée et a la
sortie de la station. La ville est traversée par un réseau d’anciens cours d’eau (appelés“viennes”) dont
le trajet est imprécis ou inconnu, parfois couvert; ces cours d’eau rejoignent la Seine dans la ville a
I’amont de la station ou a 1’aval (cas de la Noue Robert). Afin de suivre 1’évolution de la qualité d’eau
dans cette zone, une dizaine de stations (a I’amont -au niveau du canal de restitution du réservoir
Seine- et a I’aval -jusqu’a Méry-sur-Seine) ont été analysées du point de vue des variables classiques
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de qualité (C, N, P, Si, Chla) et ont fait I’objet de détermination de 1’activité hétérotrophe et nitrifiante.
Seules les stations amont et aval de la Seine sont ici traitées avec 1’entrée et la sortie de la station
(Figure 7).

NB: Les autres mesures font l’objet d’un rapport spécifique (Mouchel et al. ce volume).

& Méry

4 St-Mesmin
* Villacerf
¢ Saint-lyé

Noue Robert

Canal g,

© restity;,
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P Grand Lac de Seine

aules e7

Figure 7. Représentation du site de Troyes

4. Résultats et discussion

Au total, le site d’Acheres a fait 1’objet de 5 campagnes : deux en 1998 (mars et mai) et trois
campagnes en 1999 (mai, juillet et décembre). Seule une campagne a été réalisée a Troyes en mai
1999. Nous avons cherché une situation de temps sec pour toutes ces campagnes.

4.1. Les bactéries hétérotrophes
Les abondances et les biomasses bactériennes montrent une méme tendance a la croissance dans le
continuum du réseau d’assainissement ainsi que le montrent les augmentations des abondances et
biomasses entre les stations Marais, Clichy et Achéres in (Figures 8 & 9).
Il existe une variabilité importante du nombre et des biomasses des bactéries hétérotrophes dans les

effluents (bruts et traités) de la station d’Achéres: pour les effluents bruts, de 100 a 300 cell. 10° I
(de 4000 a 8000 mgC 1), pour les effluents traités, de 30 a 150 10° I'' (de 1000 a 5000 mgC 1. Il
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semble exister une variation saisonniére liée a la température (plus faible valeur en mars et en
décembre) et une relation au débit (plus faible en mars qu’en mai 1998). L’ampleur de cette
variabilité, ainsi que I’analyse de ses facteurs de controle feront précisément 1’objet de notre étude en
1’an 2000.
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Figure 8. Variations de [’abondance des bactéries hétérotrophes dans le continuum “réseau-
d’assainissement-station d’épuration-Seine pour le site d’Acheres.
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Figure 8. Variations des biomasses des bactéries hétérotrophes dans le continuum “réseau-
d’assainissement-station d épuration-Seine pour le site d’Achéres

Outre la variabilité liée probablement a la température et au débit, on observe également a la
station d’Acheres, des différences temporelles de la qualité du traitement. Ainsi I’abattement de la
biomasse bactérienne varie de 48 a 78 % (Figure 9). Cet abattement est bien plus important dans le
pilote BIOFOR d’Achéres (92 %) et a Troyes (92 %).
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Figure 9. Variations de [’abattement des biomasses des bactéries hétérotrophes a la station
d’Acheres, dans le pilote BIOFOR et a la station de Troyes.

L’apport a la riviére des effluents traités se traduit logiquement par une augmentation des abondances
et des biomasses des bactéries entre les stations amont et aval (Maisons-Laffitte et Conflans, Figures 7
& 8).

Les productions bactériennes varient de 20 a 60 pgC 1" h™' dans la riviére et atteignent
800 gC I"' h™' dans les eaux brutes (Figure 10).
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Figure 10. Variations des productions des bactéries hétérotrophes a la station d’Acheres a trois
Situations

Le fractionnement par classe de taille permet de calculer des taux de croissance moyen pour
les bactéries autochtones de petite taille (< 1um) et les bactéries allochtones de grande taille (> 1um).
Ainsi les taux ce croissance respectif sont de 0.03 et 0.28 h”' en mars 1998, 0.02 et 0.49 h"' en mai
1998 et de 0.06 et 0.51 en mai 1999, soit un facteur d’environ 10 entre les deux populations.

4.2. La nitrification

11 apparait une variabilité de 1’activité nitrifiante potentielle semblable a celle mentionnée pour
la dégradation organotrophe (Figure 11). L’activité est généralement inférieure a 0.1 pmolNoyy, I'h!
dans la riviére et varie de 1 a plus de 10 umolNyy I"'h! dans les effluents.

Il se produit un abattement de I’activité nitrifiante dans la station de 21 a 44 % a Acheéres,
I’abattement étant bien meilleur dans le pilote BIOFOR (85 %), et a la station de Troyes (62 %), avec
traitement de la nitrification (Figure 12).

Ce résultat pourrait toutefois étre lié aux conditions générales de 1’épuration, que 1’on a vu
également plus efficace sur les bactéries hétérotrophes. Ce point est évidemment important a éclaircir
dans la perspective d’amélioration des traitements dans les stations d’épuration (extension a la
nitrification).
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Figure 11. Variations des activités nitrifiantes a la station d’Acheres a cing situations (avec en
décembre 1999 des investigations dans le pilote BIOFOR)

Nos prochains travaux auront pour objectif d’accompagner les modifications qui vont avoir
lieu dans les prochaines années sur le site d’Achéres. Nous proposons en premier lieu de comparer les
filicres traditionnelles d’Achéres, avec les filiéres Biostyr et BIOFOR (qui comprennent la
nitrification). Nous envisagerons également des campagnes sur d’autres stations (Valenton, Colombes
par exemple, etc...) qui effectuent déja ce genre de traitement. Nous souhaitons ainsi comparer
I’apport de bactéries nitrifiantes aux milieux récepteurs dans des conditions variées, appréhender leurs
effets et déterminer les facteurs qui contrélent cette variabilité.
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Figure 12. Variations de [’abattement de [’activité nitrifiante a la station d’Acheres, dans le pilote
BIOFOR et a la station de Troyes.

4.2.3 Nitrification et production de N,O

La production d’azote nitreux (N,0) constitue une étape intermédiaire connue du processus de
nitrification (Figure 13). Nos travaux dans I’estuaire de la Seine (rappelons que c¢’est dans 1’estuaire
que I’ammonium des effluents d’Achéres est présentement nitrifié) ont montré que dans certaines
conditions particuliéres, telles qu’un déficit en oxygene, N0, voire N, deviennent le produit final
principal de I’oxydation de I’ammonium (nitrification dénitrifiante) (Figure 14).

Notons que cette production de N,0, gaz a effet de serre participant a la destruction de la
couche d’ozone, retient désormais 1’attention de la communauté scientifique concernée par les
changements de climat globaux. Plusieurs études depuis Codispodi & Cristensen (1985) montrent que
la production de N,0, par les estuaires notamment, n’est pas négligeable.
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Figure 15. Expérience de nitrification dans un contexte de décroissance de |’oxygénation.
Mise en évidence de la production de N-0.

Nous souhaitons donc désormais maitriser la quantité de N,0 produit lors de ces traitements
Cette étape sera accomplie avec I’apport des outils de biologie moléculaire mis au point en 1998 et
1999 (cf ci-dessous) ainsi que par la mise en place de d’expériences en laboratoire.

4.2.4 Les populations nitrifiantes

Comme la production de N,O résulte en partie d’un déséquilibre entre 1’activité des bactéries

nitrosantes et nitratantes, nous avons ensuite détecté et quantifié ces deux groupes dans les
échantillons prélevés dans le continuum.
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4.2.4.1 Détection des bactéries nitrosantes dans le continuum

Les bactéries nitrosantes sont connues pour étre treés diversifiées sur le plan phylogénétique; il
est donc difficile d'obtenir un jeu d'amorces qui soit spécifique de leur séquences d'ADNr16S.

La détection des bactéries nitrosantes a donc été basée sur I’amplification par PCR d’un
fragment du géne amoA. Celui-ci code une sous-unité contenant le site actif de I’ammonium
monooxygénase c'est a dire de 1’enzyme catalysant I’oxydation de ’ammonium en nitrites. Les
amorces utilisées ont été développées par Rotthauwe et coll. (1997). A chaque fois seront présentés les
résultats obtenus a partir des acides nucléiques des bactéries de taille supérieure a 1 um (fraction > 1
um) et de taille comprise entre 0,22 et 1 um (fraction > 0.22 pm).

Campagne Mai 1999 (Achéres)

M A.E. A.S. Cli Conf M.L. Mar

¢33 490pb

Fraction > 1pm

M A.S. Conf Mar
A.E. Cli M.L.

Fraction > 0,22 pm

Figure 16. Détection des bactéries nitrosantes par PCR a l'aide des amorces amoA 1 F et 2R.

Les résultats présentés (Figure 16) correspondent a ’analyse de la totalité des prélévements
effectués au cours de la campagne de Mai 1999 a Achéres. La présence d’un fragment de 490 bp, mis
en évidence aprés amplification PCR, indique la présence du géne amoA dans les échantillons d’ADN
et donc la présence de bactéries nitrosantes dans les échantillons d’eau. Celles-ci sont détectées dans
les deux fractions (> 1 pm et < 1 pm) en tous points du continuum depuis 1’exutoire du bassin du
Marais, dans les effluents bruts et traités de la station, ainsi qu’a I’aval et I’amont des rejets. Nous
pouvons toutefois noter I’absence de nitrosantes a 1’aval et a I’amont des rejets dans la fraction < 1um.

4.2.4.2 Détection des bactéries nitratantes dans le continuum
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La méme approche méthodologique a été utilisée pour la détection des nitratantes mais cette
fois ci en utilisant des amorces (FGPS 872 et 1269’) permettant d’amplifier les séquences d’ADNr 16S
de Nitrobacter.

Campagne Mai 1999 (Acheres)

M A.E. A.S. Cli Conf M.L. Mar M Mar T T

389 pb )

Fraction > 1pm

M A.E. A.S. Cli Conf M Conf M.L. Mar

Fraction > 0,22 pm

Figure 17. Détection des bactéries nitrosantes par PCR a l'aide des amorces amoA 1 F et 2R.

A nouveau un fragment de 390 pb (Figure 17) obtenu aprés amplification PCR, indique la
présence de nitratantes du genre Nitrobacter en tous points étudiés du continuum et ceci pour les deux
fractions (> 1 pm et < 1 um). On peut noter a nouveau ’absence de Nitrobacter a 1’amont des rejets
dans la fraction < 1 um.

4.2.4.3. Evaluation de l'abondance des bactéries nitrifiantes dans le continuum

Nous avons ensuite quantifié ces groupes bactériens en utilisant la technique de PCR compétitive.
DAbondance des nitrosantes
La partie gauche du gel (campagne de mai 1999, Figure 18) montre la gamme obtenue en
présence de 10 fg de compétiteur. Sur la partie droite correspondent les amplifications réalisées avec la

méme quantit¢ de compétiteur mais en présence d’ADN extrait des bactéries des échantillons du
continuum: Achéres Sortie, Clichy et Conflans.
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Station ADN cible | Nitrosantes (copies Bactéries totales
échantillon amoA nar L) (par L)
(fe)
Achéres 42 6107 350 10°
Sortie
Clichv 2.6 14 10’ 230 10°
M. Laffitte 22 610’ 8 10°

Figure 18. Quantification des bactéries nitrosantes par cPCR.

Il est important de noter que les bactéries nitrosantes possédent un nombre variable de copies
de la séquence recherchée dans leur génome. Ceci conduit a exprimer les résultats en nombre de
copies du géne amoA par litre d’eau. Notons cependant que le nombre de copies du géne amod dans
les bactéries nitrosantes cultivées a ce jour varie de 1 a 3 copies par bactérie nitrosante. En se basant
ainsi sur une copie du géne par génome, le nombre de nitrosantes par litre d’eau varie de 14 10’
bactéries I'' pour Clichy a 6 10" I"' pour les effluents bruts ou & 1’aval des rejets; ce qui représente une

faible proportion de la population bactérienne totale (moins de 1 %).

A ce stade de 1’étude, on ne retiendra que 1’ordre de grandeur des abondances des bactéries
nitrosantes. En effet, il reste a préciser le rendement d’extraction de I’ADN, ce qui pourrait rétablir les

tendances observées entre les différentes stations sur les abondances totales.
= Abondance de Nitrobacter
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Nous avons également quantifié le pool de bactéries nitratantes du genre Nitrobacter le long
du continuum étudié. Dans ce cas précis, il est possible d’estimer 1’abondance des cellules du genre
Nitrobacter puisque ces bactéries ont une seule copie du géne étudié dans leur génome (Figure 19).

Gamme étalon AE. AS.Cli Conf T

0,3

y = 0,452x - 0,7249

R2 = 0,9527
0,2 | O

0,1 1

Log (ADN cible / compétiteur)
o

0,5 2 2/5
-0,1
0,2 4
0,3
Log (quantité initiale d'ADN cible)
Station ADN cible | Nombre de | Bactéries
(fg) Nitrobacter | totales
(parL) | (parL)
Acheéres 11,48 1510’ 350 10°
Entrée
Achéres 8,38 910’ 230 10°
Sortie
Clichy 61,33 70 10’ 200 10’

Figure 19. Quantification de bactéries nitratantes du genre Nitrobacter par cPCR

Quatre échantillons (campagne de Mai 1999, Figure 19) ont été analysés: effluents bruts
(entrée : AE) et traités (sortie : AS), échantillon du réseau collecteur et un échantillon a 1’aval des
rejets. A nouveau, le nombre des Nitrobacter correspond a une trés faible proportion des bactéries

totales (inférieur a 1% a nouveau).

= Evaluation de la diversité des bactéries nitrosantes dans le continuum
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Nous avons ensuite voulu appréhender la biodiversité des bactéries nitrosantes du continuum
"réseau d'assainissement - station d'épuration - milieu récepteur”. Nous avons travaillé a partir d’un
échantillon du milieu récepteur (la Seine) caractérisé par une activité nitrifiante importante. La
stratégie envisagée est résumée dans la figure 20.

Extraction de ' ADN génomique
a partir des bactéries présentes
dans 1 ’eau de la Seine

=> amoA 1F
L] amoA | |
amoA 2R <=
N séquences amoA différentes

Amplification PCR avec des amorces
spécifiques de I’amoA

amoA 1
amoA 2
amoA 3
amoA 4

Clonage des produits PCR

pPCR Script . . . ,
Amp SK(+) Amplification des produits PCR clonés

2961 pb a I’aide des amorces T; et T,

Digestion des produits PCR avec
une enzyme de restriction

Produits PCR amoA 1 |

A Msp 1
A A A A
Evaluation de la diversité des clones
@ par analyse électrophorétique et

séquencage

M I II IIT IV V VI VIIVIIIIX X

Répartition des clones

% des clones analysés
[ ]
[ ]

| I owvovo Ve vVIEvVIE X X X X

Groupes de restriction

Figure 20. Stratégie utilisée pour étudier la diversité des bactéries nitrosantes.

Aprés avoir extrait ’ADN des bactéries présentes dans [’échantillon d’eau, nous avons
amplifi¢ un fragment du géne amoA a I’aide des amorces précédemment citées (amoA 1F et 2R). 1 est



important de noter que le polymorphisme des séquences amod amplifiées sera le reflet de
I’hétérogénéité de la communauté nitrosante.

Ce polymorphisme est représenté sur la figure 20 par quatre séquences amoA (amplifiées par
les mémes amorces) de méme taille mais qui différent au niveau de leur composition nucléotidique.
Afin de caractériser les séquences amplifiées, un clonage a été réalisée a l'aide du vecteur pPCR Script
(Stratagene).

Caractérisation des clones: Cette étape de clonage est illustrée sur la figure 20 pour la
séquence amoA 1 représentée en rouge. La séquence clonée est ensuite amplifiée par PCR en utilisant
des amorces spécifiques du vecteur (amorces T3 et T7). L’ADN amplifié (qui correspond uniquement
alors a la séquence amod 1) est ensuite digéré par I’enzyme de restriction Msp 1. Les produits de
restriction générés sont analysés sur gel d’agarose; donnant ainsi un profil de restriction spécifique de
la séquence insérée dans le vecteur. Cette étape a été réalisée pour 50 clones sélectionnés de fagcon
aléatoire, 12 groupes de restriction différents ont pu étre ainsi définis (Figure 20).

Cette stratégie a déja été utilisée par Stephen et al. (1999) afin d’évaluer I’impact de métaux
lourds sur 1I’évolution d’une communauté de bactéries nitrosantes présentes dans un échantillon de sol.
A la différence du systéme de classification assez généraliste proposé par Stephen et al. (1999), nous
avons considéré qu’une différence de 50 pb, entre les fragments générés, était suffisante pour les
classer dans des profils de restriction différents (comparer entre les groupes I et IX, Figure 20). C’est
la raison pour laquelle, nous obtenons un nombre assez important de groupes. L'analyse de la
répartition des clones montre que la majorité des profils de restriction obtenus correspondent au profil
du groupe I, VIII, IX et X.

Obtention de l'arbre phylogénétique: L’étape suivante consiste a séquencer un clone
représentatif de chaque groupe majoritaire afin de comparer les séquences entre elles, mais également
avec celles présentes dans les banques de données et codant pour I’ammonium monooxygénase. Le
résultat de cette comparaison permet l'obtention d'un arbre phylogénétique. Ce travail a été réalisé
avec les séquences des quelques s groupes signalés par le point rouge (Figure 21).

Cet arbre phylogénétique (Figure 21) a été obtenu en effectuant une analyse de séquences (de
449 bp) obtenues dans ce travail, avec d’autres séquences codant pour I’ammonium monooxygénase,
mais provenant de bactéries nitrosantes présentes:

a) dans un échantillon de sol contaminé par des métaux lourds (séquences débutant par NAB)

b) sur des racines de plantules de riz (séquences RR)

¢) dans des boues activées d’une station d’épuration située en Allemagne (séquences SP)

d) dans des échantillons d’eau douce de deux lacs situés également en Allemagne (deux
séquences Scho-see et Pluss-See)

e) et enfin des souches pures comme Nitrosospira tenuis ou Nitrosomonas eutropha

Les résultats obtenus a partir de cet arbre phylogénétique montre par exemple que la séquence
du clone Seine 27 dérive de bactéries s’apparentant au genre Nitrosomonas et plus précisément aux
bactéries qui ont été identifiées dans un échantillon d’eau douce d’un lac situé en Allemagne
(SchohSee). Nous pouvons €galement noter que les autres séquences obtenues dans le cadre de ce
travail sont regroupées dans un cluster de bactéries s'apparentant au genre Nitrosomonas.

Précisons que la majorité des données bibliographiques montrent que les bactéries nitrosantes
trouvées dans le sol appartiennent au genre Nitrosospira. Les membres du genre Nitrosomonas sont
plutdt présents dans les milieux riches en ammonium comme les boues activées. Les analyses
phylogénétiques effectuées a partir des séquences des produits PCR obtenus dans ce travail suggérent
que les bactéries nitrosantes présentes dans le milieu récepteur ne proviennent pas d’un ruissellement
des sols agricoles mais de milieux riches en ammonium comme les effluents de stations d'épuration.
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Figure 21. Arbre phylogénétique obtenu a partir de séquences du géne amoA.
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5. Conclusion et perspectives

Les expériences menées en 1998 et 1999 sur le site “Marais - Clichy - Achéres - Conflans”
tendent a montrer que les bactéries hétérotrophes accroissent leur biomasse le long du continuum du
réseau d’assainissement alors que les bactéries nitrifiantes sont en quantité importante dés les tétes de
réseau. Nous avons mis une évidence une variabilité importante de la qualité des effluents apportés par
la station d’épuration d’Acheres, qu’il est important de comprendre pour déterminer les parametres a
inclure dans le modéle du fonctionnement écologique (RIVE) et préciser les contraintes. La gamme
des variations proposée actuellement rendrait difficile la décision en matiére de gestion.

En étudiant la station de Troyes de plus petite taille, nous avons montré des différences
importantes de [’efficacit¢ de 1’épuration des points de vue de la nitrification et de D’activité
hétérotrophe, connue évidemment par ailleurs par les mesures effectuées en routine dans les stations
(DBOs par exemple).

Nous avons mis au point les méthodes moléculaires pour caractériser et quantifier les groupes
fonctionnels de la nitrification (nitrosation, nitratation). L’apport principal de la biologie moléculaire
a été d’appréhender la nitrification sous ses deux étapes, avec chacun des facteurs de contrdle qui
conditionnent la production de N0, gaz a effet de serre. Elles permettent d’ores et déja de caractériser
I’origine des bactéries.

S’il s’agit a I’avenir de comprendre a I’aval de Paris, la dynamique temporelle des activités
et des stocks des deux groupes fonctionnels fondamentaux (bactéries hétérotrophes et nitrifiantes)
par leur participation au bilan d’oxygene dans la Seine jusqu’a I’estuaire, nous souhaitons également
maitriser la quantité de N,0 produit par les traitements en stations d’épuration (la nitrification
denitrifiante et la dénitrification étant productrices de N,0). Dans une perspective de modernisation
des stations, il est important de quantifier la pollution qui pourrait rejoindre 1’atmosphére.

Le modele de fonctionnement écologique (RIVE et SENEQUE, i.e. MODESTE a I’aval de
Paris) resteront nos outils de choix pour mieux comprendre les observations et explorer des situations
variées de traitements.
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