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RESUME

Le lisier de porc est une source de pollution importante au niveau de I’eau, de I’air
et du sol. L’odeur qui s’en dégage représente un important probléme de nuisance pour les
communautés environnantes. Divers traitements ont ét¢ mis au point dans le but de
rendre le lisier plus stable et facilement acceptable par la communauté. De tous les
traitements disponibles, certains sont plus performants que d’autres ou mieux adaptés aux
conditions climatiques du Québec. Une des fagons de traiter le lisier est par la
dégradation de la matiére organique dans des conditions anaérobies par un consortium
bactérien. Dans un tel traitement les produits finaux sont du biogaz composé de méthane
et de dioxyde de carbone et du lisier stabilisé. Agriculture et Agro-alimentaire Canada a
mis au point un procédé de traitement anaérobie du lisier de porc ol la dégradation de la
matiére organique se fait a 20 °C en condition d’opération standard dans des bioréacteurs
opérés en mode séquentiel. Bien que le traitement soit performant et stable, la microflore

de ces réacteurs n'a jamais été caractérisée.

Le but de cette recherche est d’analyser la microflore présente dans les réacteurs et
d’identifier les micro-organismes dominants dans la biomasse. La technique de
I'électrophorése sur gel a gradient de dénaturant («denaturing gradient gel
electrophoresis», DGGE) a été utilisée comme technique d'empreinte génétique pour
visualiser I'évolution de la microflore pendant le traitement du lisier. Pour identifier les
bactéries présentes, les génes codant 'ARNr 16S ont d'abord été amplifiés a partir de
I'ADN génomique total extrait d'échantillons sélectionnés. Ces génes ont ensuite été
clonés, criblés, séquencés et comparés aux banques de données internationales. La
microflore a été étudiée sur deux séries de réacteurs soit lors de I'étape de démarrage et
sous des conditions normales de traitement. De plus, deux domaines bactériens ont €té

étudiés soit Eubacteria et Archaea.

Pour le domaine Eubacteria, les résultats ont démontré que les populations
bactériennes varient dans les bioréacteurs en période de démarrage. D'autre part, elles
sont stables lorsque les réacteurs fonctionnent en conditions normales de traitement lors

d'un cycle de 50 jours. Quant & I’identification des communautés microbiennes majeures

il



lors du traitement, les 54 clones étudiés ont été rassemblés sous 20 groupes différents.
Suite 4 I’analyse d’une séquence appartenant a chaque groupe, certains des genres
dominants ont pu étre identifiés, alors que d’autres n’ont pu I’étre. Les affiliations les
plus rapprochées ont été faites avec les genres Bacteroides, Spirochete/Treponema,

Acholeplasma, Caloramator et avec le super groupe des Clostridium.

Pour le domaine des Archaea, il n’existe pas d’amorces qui soient universelles a
ce domaine, il a donc fallu utiliser deux stratégies d’amplification avec deux paires
d’amorces différentes. Pour la premiére stratégie, les profils des populations
démontraient que ces derniéres apparaissent vers la fin de la période de démarrage tandis
que, pour la deuxiéme stratégie, les profils démontraient que les populations sont
présentes tout au long de cette méme période. Cependant, lorsque les réacteurs
fonctionnaient en conditions normales de traitement, les profils des populations étaient
trés stables et cela pour les deux stratégies d’amplification. Le clonage des ADNr 16S
appartenant au domaine des Archaea a démontré une diversité beaucoup moins élevée par
rapport au domaine des Eubacteria. Pour ce qui est de la premiére génotheéque de clones
provenant des réacteurs en période de démarrage, les 43 clones étudiés ont été rassemblés
sous 14 groupes différents avec comme genre dominant Methanoculleus. 11'y a également
les genres Methanocorpusculum, Methanogenium et Methanosarcina qui sont
représentés. Quant & la deuxiéme stratégie d’amplification, les 44 clones étudiés ont été
rassemblés dans 17 groupes différents sous les genres Methanobrevibacter,

Methanosphaera, Methanobacterium et Methanosaeta.
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INTRODUCTION

La production porcine est en pleine expansion partout dans le monde. En 1999, la
production globale était estimée & 926 millions de porcs (Chynoweth, Wilkie et Owens,
1999), alors qu’au Québec, en 2001, la production a atteint 6,9 millions de porcs (FPPQ,
2002). L’expansion de I’industrie porcine génére donc un volume de lisier de plus en
plus important puisque chaque porc produit en moyenne une demie-tonne de lisier. En
1998, la quantité de lisier produit au Canada était estimée a plus de 24,4 millions de
tonnes par année (Gouvernement du Canada, 1998). Or, le lisier, lorsque mal géré, peut
étre une source de polluants extrémement importante causant de nombreux problémes

environnementaux.

La pratique agricole usuelle concernant la gestion du lisier est de I’utiliser comme
agent fertilisant sur les terres agricoles. Cependant, puisqu’il est produit en trop grande
quantité dans certaines régions et que certains producteurs 1’épandent en totalit¢ sur leurs
terres agricoles, celles-ci sont surfertilisées. Le surplus risque de se retrouver dans
I’environnement causant des problémes majeurs aprés 1’épandage dus a la forte odeur qui
s’en dégage, a la concentration élevée de la matiére organique, de I’azote et du phosphore
et 4 la présence des pathogénes. La matiére organique et les éléments fertilisants
entrainent 1’eutrophisation des eaux de surface, tandis que la présence des pathogenes
représente un risque pour la santé des animaux et des humains. Pour diminuer les effets
néfastes du lisier sur ’environnement, il est possible de rendre celui-ci moins polluant.
Pour ce faire, des traitements ont été mis au point. Les buts des traitements sont, entre
autres, de réduire les odeurs, la concentration de la matiére organique et des pathogénes,
ainsi que de concentrer les éléments fertilisants présents dans le lisier. Les traitements
disponibles peuvent étre d’ordre physique, chimique ou biologique. Plusieurs études ont
porté sur ces différents traitements. Pour notre part, nous avons étudié le traitement
biologique en conditions anaérobies. Le traitement biologique anaérobie est basé sur la
méthanogenése qui consiste en la dégradation de la matiére organique en biogaz, soit un
mélange composé en majorité de méthane et de dioxyde de carbone. En se basant sur ce

processus, Massé et al. (1996) ont mis au point des bioréacteurs opérés en mode



séquentiel dégradant le lisier de porc dans des conditions anaérobies ou la température est
maintenue a 20 °C. La performance et la stabilité de ces réacteurs ont été étudiées et sont
maintenant documentées. Par contre, la microflore impliquée dans ce procédé n’a pas été

analysée.

Le sujet de cette recherche portait sur I’étude de la communauté microbienne
présente dans les bioréacteurs & opération séquentielle (BOS) mis au point par Massé ef
al. (1996) pour la dégradation du lisier de porc en anaérobie. D’autres chercheurs ont
étudié les micro-organismes dans des réacteurs qui dégradent le lisier de porc en
anaérobie. Par contre, les températures de fonctionnement de ces réacteurs étaient a
30 °C ou plus. Or, ce paramétre influence nécessairement la composition de la biomasse.
Nous supposons alors que la communauté microbienne présente dans les BOS serait
différente de la microflore présente dans les systémes fonctionnant & des températures
plus élevées. Les objectifs généraux de la recherche étaient donc d’analyser I’évolution
de la microflore présente dans les réacteurs lors du traitement du lisier et d’identifier les

micro-organismes dominants présents dans la biomasse.

Pour ce faire, deux tactiques d’analyses ont été utilisées. La premiére consistait en
I’analyse de la microflore, prélevée a différents moments lors du traitement du lisier, au
moyen d’une méthode d’empreinte génétique. La deuxiéme fagon était le séquengage de
I’ADN des génes codant pour ’ARNr 16S (ADNr 16S) clonés & partir d’échantillons
sélectionnés sur la base des analyses par empreinte génétique. La microflore a ét€ étudiée
sur deux séries de réacteurs. Une série était en période de démarrage avec des
températures de fonctionnement de 27-28 °C et dont la particularité était les différentes
échelles, soit laboratoire, semi-industrielle et commerciale. L’autre série fonctionnait en
conditions normales de traitement a 20 °C a I’échelle laboratoire avec une microflore
adaptée a la dégradation du lisier de porc. De plus, dans la communauté microbienne des
réacteurs, il y avait deux domaines bactériens présents soit les Eubacteria et les Archaea.
Ces deux domaines ont été étudiés selon les deux stratégies d’études (empreinte génétique

et clones) et pour chaque série de réacteurs.



L’électrophorése sur gel a gradient dénaturant («denaturing gradient gel
electrophoresis», DGGE) a été la méthode d’empreinte génétique retenue. Cette méthode
permettait de voir sur gel de polyacrylamide la diversité et ’évolution de la microflore
pendant le traitement. En effet, les changements dans les patrons des bandes, chaque
bande représente en théorie une population, indiquaient que la microflore était en
changement. A partir de cette information, nous pouvions déduire que certaines
populations pouvaient étre plus ou moins importantes dans le traitement. Quant a la
stratégie de séquencage, il a fallu produire des génothéques de clones pour les deux
domaines bactériens présents dans la biomasse. Chaque clone potentiellement différent a
été isolé et son ADNr 16S a été séquencé. Les informations obtenues suite au séquengage
permettaient de déterminer & quel groupe bactérien appartenaient les clones. De plus, une
analyse phylogénique a permis d’établir des liens entre les bactéries dominantes présentes

dans la microflore des BOS et les micro-organismes connus.

L’étude de 1’évolution de la microflore permet de joindre de nouvelles
informations & celles déja disponibles sur les BOS. Elle ouvre également la porte a
I'élaboration de nouveaux outils de suivi des traitements, par exemple I'élaboration de
sondes spécifiques a certaines populations d'intérét. De tels outils pourraient étre utilisés
pour faire des diagnostiques éclairés lors d'expérience visant & raccourcir la période de
démarrage. Les connaissances acquises au cours du présent travail pourront ainsi servir a

I'amélioration du procédé de traitement du lisier de porc.



CHAPITRE 1

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



1.1. Le lisier

1.1.1. Pratique agricole

Les pratiques agricoles concernant la gestion du lisier au Canada sont trés
variables d'une province a l'autre. A I’heure actuelle au Québec, les producteurs
entreposent le lisier durant la saison hivernale et I’utilisent au printemps pour enrichir
leurs terres. Cette méthode comporte deux problémes majeurs. Premiérement, les
éléments fertilisants ne sont pas balancés par rapport au besoin des cultures. Ces
derniéres se retrouvent avec un surplus en phosphore lors de ’application du lisier sur les
terres agricoles (Donham, 2000; Massé, 1998). Selon un document d’Agriculture et
Agro-alimentaire Canada (Gouvernement du Canada, 1998), des études ont démontre des
pertes en phosphore par le ruissellement, méme si les taux d’épandage recommandés
étaient respectés. Toujours selon ce document, des bassins hydrographiques de régions a
concentration élevée de fermes porcines se retrouvent avec un surplus de phosphore. Les
sédiments de ces bassins sont saturés, puisque le seuil d’absorption du phosphore, qui est
de 0,03 mg/L, est dépassé. Le retour a des concentrations normales de phosphore dans le

sol peut étre tres long.

Le deuxiéme probléme vient du fait que certains producteurs n’ont pas assez de
superficies pour épandre la totalité du lisier produit par leurs porcs. Suite a une étude, il a
été estimé qu’environ 3 000 fermes au Québec n’ont pas assez de superficies pour
épandre le lisier produit (Gouvernement du Canada, 1998). Certaines terres sont
disponibles, mais celles-ci sont souvent éloignées ce qui les rend inintéressantes compte
tenu des cofits élevés pour le transport du lisier. De plus, I’épandage ne peut pas se faire
de n’importe quelle fagon. En effet, les producteurs doivent respecter des réglements
établis par le Ministére de I’Environnement du Québec a propos de I’épandage des
déjections animales. D’ailleurs, un réglement sur les déjections animales a été promulgué
par le Gouvernement du Québec le 12 juin 2002 pour limiter le rejet du lisier aux cours
d’eau et ainsi essayer de réduire les problémes qui y sont reliés (Gouvernement du

Québec, 2002). En bref, le Réglement sur les exploitations agricoles assure la protection



de I’environnement (eau, sol) contre la pollution causée par certaines activités agricoles.
Le réglement se concentre d’abord sur les normes de gestion des déjections animales en
ce qui a trait 4 leur entreposage, leur épandage et leur traitement. L’épandage des
déjections animales est permis seulement pour fertiliser le sol d’une parcelle en culture et
doit étre fait en conformité avec un plan agroenvironnemental de fertilisation. Ce plan est
établit en fonction de la capacité du sol et du type de culture de la parcelle en question.
De plus, tout exploitant de lieu d’élevage doit faire un bilan de phosphore en établissant le
volume annuel de production de phosphore du cheptel combiné a celui de toute autre
matiére fertilisante utilisée de méme que le volume qui peut étre épandu sur les terres
disponibles. Un exploitant dont le lieu d’élevage est reconnu excédentaire en phosphore
doit prendre des mesures nécessaires pour réduire ce dépassement en disposant des
surfaces requises pour 100 % de la charge en phosphore a compter du 1 avril 2010.
Enfin, un moratoire de deux ans a été décrété sur 281 municipalités du Québec ou toute
nouvelle exploitation porcine est interdite. Pour ce qui est des autres municipalités,
aucune autorisation de nouveaux lieux d’élevage porcin ne sera donnée, & moins que le
lisier subisse un traitement complet. Par ailleurs, tout exploitant ne respectant pas le
réglement se verra recevoir une amende allant de 2 000 4 500 000 $ pour un manquement

a une des dispositions environnementales.
1.1.2. Composition, propriétés et problématique du lisier

Le lisier est un mélange liquide, non homogéne, composé d'urine, de féces et d'eau
provenant des abreuvoirs et des résidus alimentaires (Massé, 1998). Sa teneur en matiére
séche est inférieure a 10 % (p/v). La composition du lisier est affectée par plusieurs
facteurs tels que 1’4ge de I’animal, son alimentation, sa consommation en eau, I’ambiance
a Dintérieur du batiment et le climat. Aprés I’excrétion, la composition du lisier est
grandement affectée par le mode de manutention, le type d’entreposage et I’activité
biologique des micro-organismes présents dans le lisier (Chynoweth, Wilkie et Owens,

1999). D’une ferme & I’autre, le lisier ne posséde pas la méme composition.



Une des propriétés du lisier est sa concentration élevée en matiere organique.
Exprimée en demande chimique en oxygéne (DCO), elle varie entre 70 000 et
200 000 mg/L (Massé, 1998). La grande quantité de matiére organique présente dans le
lisier cause des problémes environnementaux importants. La matiére organique soluble
est acheminée dans les eaux de surface par ruissellement ce qui contribue a
I’augmentation de la concentration de la matiére organique dans I’eau. Lorsqu’elle est
dégradée par les micro-organismes anaérobies, il y a formation de composés malodorants
tel le sulfure d’hydrogéne, I’ammoniac, les acides gras volatils, etc. (Chynoweth, Wilkie
et Owens, 1999). De plus, la teneur en oxygéne dans I’eau est réduite, puisque les micro-
organismes utilisent I’oxygéne dissout pour décomposer la matiére organique. Il s’ensuit
une chaine d’événements qui modifie le plan d’eau et accélére son vieillissement (Massé,
1998). La couleur, la turbidité et le godit de I’eau sont modifiés en plus de causer la mort
des organismes vivants dans I’eau. La dégradation en conditions anaérobies de la matiere
organique cause non seulement 1’eutrophisation des eaux de surface, mais également
I’émission de gaz a effet de serre, plus particuliérement le méthane (CH4) (Chynoweth,
Wilkie et Owens, 1999; Donham 2000; Massé, 1998). En effet, toutes les déjections
animales, y compris le lisier de porc, contribuent a 5% de I’émission globale de CH4
(Kaharabata, Schuepp et Desjardins, 1998). En ce qui concerne le lisier, le phénomeéne se
passe lorsqu’il est entreposé dans les caniveaux et les structures. A ce moment, il y a une
légére dégradation anaérobie, ce qui résulte en une faible production de biogaz
comprenant environ 20 % de CHys. De plus, ce gaz a un potentiel de réchauffement 23

fois plus élevé que le dioxyde de carbone (CO,) (Houghton et al., 2001).

Les teneurs élevées des éléments fertilisants présents dans le lisier, tels que l'azote,
le phosphore et le potassium, sont la cause de nombreux problémes reliés a
I’environnement. Les concentrations de ces éléments varient d’une industrie porcine a
lautre allant de 4 a4 9,5 g/L pour 1’azote total et de 1 & 3 g/L pour le phosphore
(D.I. Massé, Agriculture et Agro-Alimentaire Canada, communication personnelle).
L’azote total présent dans les féces provient des protéines non digérées des aliments, de
’animal lui-méme et des micro-organismes présents dans les intestins (Jongbloed et

Lenis, 1998). Ce sont toutes ces formes d’azote qui causent des dommages



environnementaux (Jongbloed et Lenis, 1998; Massé, 1998). L’urée, présente dans
I’urine, est rapidement convertit en ammoniaque (NH3). Sous cette forme, I’azote est tres
volatil. D’ailleurs, une étude en Colombie-Britannique a estimé que 40 % de I’azote
excrété par les porcs était perdu dans 1’atmosphére sous cette forme (Gouvernement du
Canada, 1998). Ce relachement du NH; dans I’atmosphére contribue au phénomeéne des
gaz A effet de serre et sous sa forme oxydée, aux pluies acides (Chynoweth, Wilkie et
Owens, 1999). De plus, le NH; est toxique dans les eaux de surface, puisqu’une
concentration aussi basse que 0,08 mg/L peut tuer les poissons. En plus de causer des
problémes environnementaux, le NH; contribue & des problémes de santé pour les
producteurs de porcs et pour les animaux tels que des irritations des yeux, des problémes
respiratoires et des maladies chroniques (Chynoweth, Wilkie et Owens, 1999). Quant au
nitrate (NO3), présent dans le sol suite & la nitrification du NHj, il représente un risque
pour la faune aquatique, car sa valeur tolérée dans 1’eau de 50 mg/L est souvent dépassée
(Jongbloed et Lenis, 1998). L’eau devient alors impropre et non recommandable pour la
consommation humaine. L’excés de NO; dans I’eau causera deux effets majeurs pour la
santé humaine, soit la méthémoglobinémie et des risques de cancer (Donham, 2000). La
présence simultanée du NH; et du NO; dans les eaux de surface causera la croissance des
algues et des plantes aquatiques qui utiliseront en partie I’oxygéne présent. De plus, la
décomposition des algues et des plantes aménera des conditions anaérobies ce qui causera
la mort des poissons et de toute autre vie aquatique (Chynoweth, Wilkie et Owens, 1999).
A long terme, ces conditions causeront I’eutrophisation des eaux de surface. La
combinaison du NH; et du NO; dans 1’atmosphére a également un impact direct sur la
santé humaine. Cette combinaison apporte une formation de particules de nitrate
d’ammonium qui contribuent au smog, donc & des problémes respiratoires (Chynoweth,
Wilkie et Owens, 1999). L’azote peut également étre présente sous forme de protoxyde
d’azote (N,0). Le N,O est un gaz a effet de serre important, puisque son potentiel de
réchauffement de la planéte est de 296 fois supérieure a celui du CO, (Houghton ef al.,
2001).

Quant au phosphore, il provoque principalement 1’eutrophisation des eaux de

surface. Son application en trop grande quantité sur les terres amene son ruissellement



vers les eaux de surface. Le phosphore cause alors une prolifération des algues dans
Peau. Leur croissance accrue empéche la croissance des autres organismes et une
diminution de la teneur en oxygéne, ce qui entraine la perte du cours d’eau (Jongbloed et

Lenis, 1998; Massé, 1998).

L’effet du potassium se fait surtout ressentir sur les cultures de fourrages puisqu’il
déplace le magnésium et le calcium présents dans le sol. Ainsi, les cultures de fourrage
n’ont plus ces éléments essentiels pour leur croissance. Cette carence en magnésium et

calcium affecte la santé des bovins laitiers (Massé, 1998).

La propriété la plus caractéristique du lisier est ’odeur qui s’en dégage. Elle est
due 4 de nombreux composés de nature complexe. Il existerait entre 70 et 150 composés
qui causeraient la mauvaise odeur du lisier (Gouvernement du Canada, 1998; Louhelainen
et al., 2001). La majorité des composés proviendrait de la dégradation de la fraction
organique des féces et de I’urine lorsque le lisier est entreposé dans les fosses sous des
conditions anaérobies (Gouvernement du Canada, 1998; Zhu, 2000). Les composés
responsables des odeurs sont, entre autres, les acides gras volatils, les indoles, le phénol,
I’ammoniac, les alcools, les aldéhydes, les carbonyles, les esters, les composés amines et
soufrés volatils (Donham, 2000; Zhu, 2000). Des études ont démontré que les principaux
groupes de micro-organismes présents dans le lisier et responsables de sa fermentation
sont des coques a Gram-positif, des Eubacterium, des Lactobacillus, des batonnets Gram-
négatifs, des Clostridium, des Propionibacterium et des Bacteroides (Zhu, 2000). La
présence de 1’odeur est un probléme majeur. En effet, c'est une odeur forte qui se répand
rapidement et loin de la porcherie, surtout aprés I’épandage du lisier. D'ailleurs cet aspect
de la production porcine est responsable de plus de 90 % des plaintes par le voisinage des
fermes porcines (Gouvernement du Canada, 1998). L’intensité des odeurs est trés
variable. Elle dépend du type d’installation de production et de son importance, des
méthodes de production, de I’emplacement de I’unité et la topographie locale, de la saison
et du climat, du moment de la journée, de la direction et la force du vent et finalement de
la turbulence de I’air (Gouvernement du Canada, 1998). De plus, la présence de

poussiéres dans les installations agricoles augmente la perception des odeurs puisqu’elles



sont plus concentrées sur une fine particule. 1l a été démontré que les odeurs du lisier ne
sont pas seulement une nuisance mais peuvent également étre une cause de certains
problémes chez les humains tels que des irritations des yeux, du nez, des nausées, des
maux de téte, des troubles de sommeil, des dérangements d’estomac, des pertes d’appétit
et méme des dépressions (Donham 2000; Gouvernement du Canada 1998). Les torts
causés chez les producteurs porcins sont des maladies pulmonaires comme la bronchite

chronique, I’asthme et méme des Iésions aux poumons.

Une problématique importante concernant le lisier est la présence des pathogénes.
Ce sont soit des bactéries, des virus ou des protozoaires (Pagilla, Kim et Cheunbarn,
2000). Les principales bactéries pathogénes retrouvées dans le lisier sont Salmonella,
Escherichia coli, Yersinia, Campylobacter, Listeria et Helicobacter (Bicudo, Goyal et
Zhu, 2000; Donham, 2000). Quant aux protozoaires, ce sont Cryptosporidium et Giardia.
Ce n’est pas seulement le pathogéne qui est dangereux, les endotoxines et les glucanes,
sous formes d’aérosols, peuvent également causer des problémes de santé (Donham,
2000). Certains pathogénes peuvent persister longtemps dans le lisier dépendant des
conditions tels que la teneur en solide, la température de 1’entreposage et le type de
pathogénes.  Expérimentalement, lorsqu’il y a réduction de la température et
augmentation des solides, la survie des pathogénes est plus élevée (Bicudo, Goyal et Zhu,
2000).  Par contre, la dessiccation, les rayons du soleil, un pH bas, un haut taux
d’osmolarité et une haute concentration de NHj entrainent une mort rapide de certains
pathogénes (Donham, 2000). Les pathogénes présents dans le lisier peuvent causer
différentes maladies importantes chez I’homme tels que la diarrhée chronique, la
salmonellose, la cryptosporidiose et la giardiose (Chynoweth, Wilkie et Owens, 1999).
L’homme s’infecte suite 4 un contact avec de I’eau elle-méme contaminée. Cette
contamination provient du ruissellement des pathogeénes des terres agricoles vers les
sources d’eau potable. Les mouvements des bactéries et des virus sont influencés par
plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, la pression osmotique, la

pression hydrostatique, le pH et le potentiel redox (Bicudo, Goyal et Zhu, 2000).
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Finalement, I’épandage du lisier brut améne une accumulation de cuivre et de zinc
dans le sol. Ces deux éléments sont ajoutés dans la nourriture des animaux en plus
grande quantité que ces derniers sont capables de métaboliser. Il y a donc un rejet
important de cuivre et de zinc dans les féces. Lorsque le lisier est appliqué de fagon
excessive sur les terres, ces éléments se retrouvent en surplus dans I’environnement. Le
cuivre et le zinc engendrent des problémes pour la croissance des plantes, pour
I’écosystéme des sols et un risque potentiel pour la santé des animaux et des hommes
(Donham 2000; Jongbloed et Lenis, 1998). De fagon générale, I’accumulation de ces
éléments dans I’environnement signifie une contamination dans la chaine alimentaire.

Tous les organismes vivants sont affectés par cette accumulation.
1.2. Traitements existants

Puisque le lisier de porc est une source de pollution trés importante, différents
procédés ont été mis au point dans le but de le traiter. Cependant, il n’existe pas a ce jour
un traitement qui soit standard pour toutes les porcheries, mais il en existe plusieurs en
développement. D’ailleurs plusieurs promoteurs du Québec ont développé des systémes
pour le traitement du lisier. Un groupe de travail a évalué ces différents traitements en
tenant compte de différents critéres liés a I’environnement, 4 la santé des animaux et des
travailleurs, aux conditions sociales et des aspects agronomiques, techniques et
économiques (Groupe de travail «Transfert technologique», 2001). Par exemple,
I’évaluation tient compte des émissions des gaz a effet de serre, des émissions
d’ammoniac, des odeurs et aussi de la valeur agronomique des résidus de traitement. Les
traitements doivent s’adapter au climat du Québec, tout en étant le plus économique
possible et ayant une longue vie utile. Il faut noter cependant que le comité n’a pas
évalué tous les traitements existants. D’autres sont disponibles autant au Québec
qu’ailleurs dans le monde. Les traitements disponibles sur le marché se séparent en trois

catégories : physique, chimique et biologique.
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1.2.1. Traitements physiques

Une solution simple au traitement du lisier est de séparer les solides des liquides.
Suite a la séparation, les deux fractions peuvent alors étre utilisées séparément. La
fraction liquide, qui contient plus d’azote mais moins de phosphore, peut étre épandue sur
les terres. La fraction solide, qui au contraire est concentrée en phosphore, peut étre
compostée et transportée sur de grandes distances. Il existe des séparateurs naturels
(bassin de sédimentation) et mécaniques (tamis, presse rotative, vis sans fin, rouleau)
(Gouvernement du Canada, 1997; Massé, 1998). La filtration est également reconnue
pour séparer les solides des liquides. Cependant, le lisier de porc est un composé ou la
grande quantité de matiére organique ne favorise pas la filtration dii aux risques de
colmatage (Gouvernement du Canada, 1997). Cependant, il est possible d’utiliser une
ultrafiltration sur la partie liquide du lisier. L’ultrafiltration consiste & retenir la majorité
des matiéres en suspension a I’intérieur d’un liquide concentré (Groupe de travail
«Transfert technologique», 2001). La partie filtrée est moins concentrée et contient les
matiéres dissoutes. Ces derniéres peuvent étre concentrées par une unité d’osmose
inverse. Quant 4 I’oligolyse, c’est un traitement qui consiste a générer des ions
métalliques par 1’électricité. Ces ions détruisent les micro-organismes responsables de la
formation des composés malodorants comme le soufre (Duval, 1992). Ce moyen est donc
efficace seulement pour éliminer certaines odeurs. 1l est également possible d’utiliser des
moyens tels que I’entreposage du lisier dans des fosses qui peuvent étre recouvertes. Ces
moyens ne sont pas des traitements, mais ils permettent de mieux faire accepter

I’industrie porcine par les voisins.

1.2.2. Traitements chimiques

Le but des procédés chimiques est de modifier la nature chimique du lisier pour en
diminuer les odeurs. Ces procédés se font de différentes fagons. D'abord en oxydant le
lisier, c’est-a-dire en faisant perdre des électrons aux molécules organiques. Il est
possible d’utiliser des peroxydes, des permanganates et des persulfates, produits qui sont

cependant eux-mémes dangereux pour I’environnement puisqu’ils générent des gaz
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toxiques (Duval, 1992; Gouvernement du Canada, 1997). L’ajout de ces agents
chimiques pourrait également réduire les pathogenes présents dans le lisier (Bicudo,
Goyal et Zhu, 2000). 11 est également possible d’utiliser de I’0zone (O3) qui désinfecte le
liquide en réagissant avec les autres composés (Gouvernement du Canada, 1997). Les
modifications de pH sont également possibles dans le but de créer des conditions
défavorables a ’activité de certains micro-organismes. Ces modifications se font soit
avec de la chaux pour augmenter le pH ou des acidificateurs tels que de I’acide sulfurique
ou phosphorique pour le diminuer (Duval, 1992). Le probléme avec I’ajout de la chaux,
c’est qu’elle entraine une grande perte d’azote sous forme d’ammoniaque. Des huiles
aromatiques sont parfois utilisées pour camoufler les odeurs (Duval, 1992). Cependant,
I’utilisation de ces huiles est dispendieuse et les composés formant les odeurs ne sont pas

¢liminés pour autant.
1.2.3. Traitements biologiques

Puisque les traitements physiques et chimiques ne permettent pas pour la plupart
une stabilisation compléte du lisier brut, c’est-a-dire un lisier ou les odeurs, la charge
organique et les pathogénes sont diminués ou éliminés, des traitements basés sur la
dégradation biologique du lisier ont été mis au point. Il existe différents types de

traitements biologiques ou toutes les réactions sont catalysées par des micro-organismes.
1.2.3.1. Elevage sur litiére et compostage

L’élevage sur litiére utilise des planchers recouverts de sciure de bois, de paille ou
de toutes substances augmentant la teneur en matiére séche du lisier (Massé, 1998). A
cette matiére sont ajoutés des enzymes, des protéines, des vitamines et des minéraux dans
le but d’augmenter Dactivité biologique des bactéries naturellement présentes et ainsi
favoriser la dégradation partielle du lisier (Gouvernement du Québec, 2001). La litiere
peut étre profonde, accumulée ou mince. Le principe de base reste toujours le méme,
c’est I’épaisseur de la litiére qui est différente ainsi que les manceuvres dans la porcherie.

Pour une dégradation compléte de la matiére organique, il doit y avoir compostage de la
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liticre. La température joue un rdle important dans le compostage, car si les réactions de
dégradation se font naturellement, les températures doivent atteindre entre 30 et 50 °C.
Pour obtenir une bonne dégradation, il faut tenir compte de certains facteurs tels qu’une
aération adéquate, un taux d'humidité entre 50 et 70 % (si le taux est trop élevé, il y aura
des zones d'anaérobies, par contre si le taux est trop bas, il y aura une baisse de l'activité
bactérienne), un pH approprié et un brassage constant du mélange. L’élevage sur litiere
représente cependant moins de 1 % de la production porcine au Québec (CDPQ, 1999). 11
est aussi possible d’utiliser des technologies de compostage pour le lisier des élevages
standards (sur plancher de ciment ou latté), mais le méme type de matiére absorbante

(sciure de bois, paille, etc.) doit alors étre ajouté.
1.2.3.2. Traitements aérobies

Le traitement aérobie classique, nommé boues activées, a comme but principal
I’oxydation de la matiére organique. La matiére organique est transformée en CO; et en
eau. Le lisier traité est stable et ne dégage plus d’odeur. Les traitements se font a
température ambiante. Le bassin est aéré par I’injection d’air ou par un brassage
mécanique (Atlas et Bartha, 1998). L’activée microbienne est maintenue & des hauts
niveaux de dégradation par la réintroduction d’une partie de la boue sédimentée dans le
bassin aéré. Durant la période de maintenance, il y a un développement vigoureux de
micro-organismes hétérotrophes dans le bassin aéré qui prend place. Durant cette
période, une portion de la matiére organique sera minéralisée, tandis qu’une autre portion
est convertie en biomasse microbienne. Les boues seront séparées par sédimentation, di
4 la formation de flocs. Le principal inconvénient d’utiliser un tel procédé est la
formation en grande quantité de boue qui doit étre disposée soit par incinération, par

traitement anaérobie ou par compostage.

Il y a également la biofiltration qui consiste a utiliser un filtre fabriqué de
matériaux poreux ou les micro-organismes dégradeurs y forment un biofilm (Atlas et
Bartha, 1998). Une technologie appelée Biosor™ (Groupe de travail «Transfert

technologiques», 2001) utilise la biofiltration pour traiter le lisier de porc. La partie
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liquide du lisier coule par lixiviation sur le biofilm et les micro-organismes dégradent la
matiere. L’effluent traité est recueilli et peut étre rejeté dans un champ d’épuration ou
entreposé et valorisé. Différents biofiltres peuvent étre utilisés, par exemple un pour le
traitement et un autre pour le polissage. Le principal inconvénient de ce systeme se
constate lorsqu’il y a une surcharge en nutriments ou une forte charge en matiere
insoluble. En effet, cela apporte un excés de micro-organismes sur le support, ce qui
ameéne une réduction de I’aération et de la percolation de I’affluent. Un renouvellement

du support est alors nécessaire.

Un autre bioprocédé aérobie est le traitement thermophile, qui se fait & haute
température. Il offre plusieurs avantages dont celui d’obtenir un haut taux d’oxydation,
ce qui implique que des réacteurs de plus petit volume peuvent étre suffisants, de détruire
rapidement les principales bactéries pathogénes, les virus, les parasites et également de
détruire les graines de mauvaises herbes (Beaudet e al., 1990; Bicudo, Goyal et Zhu,
2000). Dans ce type de traitement, les réactions biochimiques sont exothermiques, donc
la température a ’intérieur du réacteur reste élevée, méme si la température a I’extérieur
est basse. Il n’est donc pas nécessaire de fournir d’énergie externe pour maintenir la
température interne. De plus, ce type de traitement est résistant aux différences de
charges organiques qui peuvent survenir (Rozich et Colvin, 1997). Le principal probléme
rencontré dans ce type de traitement est la difficulté a séparer les solides du liquide
(Lapara et Alleman, 1998). Si une telle séparation est souhaitée, il faut généralement
utiliser une séparation mécanique, par exemple une ultrafiltration ou une centrifugation,

pour réussir a séparer les deux composantes.
1.2.3.3. Traitements anaérobies

Il est possible de dégrader le lisier de porc dans des conditions anaérobies, donc
sans oxygéne. Dans ce type de traitement la matiére organique est dégradée en CH, et en
CO, (Chynoweth, Wilkie et Owens, 1999; Dague, Habben, et Pidaparti, 1992; Massé et
al., 1996; Massé, 1999; Nozhevnikova, Kotsyurbenko et Parshina, 1999; Zhang, et al.,
1997). Cette dégradation comprend quatre étapes principales (Figure 1) soit ’hydrolyse,
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la fermentation, ’acétogenése et la méthanogenése. Les étapes sont catalysées par des
bactéries hydrolytiques et fermentaires, des acétogenes et des méthanogenes (Garcia,

Patel et Olivier, 2000; Massé et Droste, 2000).

Polymeres
‘L® ¢ Hydrolyse

Monomeéres

Fermentation

v

Acides
Gras
Volatils

e/'®\>
H2.C02 e3>  Acétate

©)

® ® Méthanogenése

Acétogenése
v

CH4, CO2 v

Figure1: Le processus de méthanogenése. Modifié de Schink, 1997. Légende:
1) bactéries fermentaires et hydrolytiques. 2) acétogénes productrices Hy.
3) acétogénes consommatrices H, 4) méthanogénes hydrogénotrophes.

5) méthanogénes acétotrophes.

Simultanément, les micro-organismes hydrolytiques et fermentaires hydrolysent
les polyméres complexes pour former des sucres, des acides aminés, des alcools et des
acides gras volatils dont les acides acétique, propionique, butyrique, valérique et
caproique. Lors de cette étape, il y a également production d’hydrogéne gazeux (H,), de
CO; et d’acétate. Cependant, c’est la formation des acides gras volatils qui prédomine.
Lors de l’acétogenése, les acétogénes productrices de H, utiliseront les acides gras
volatils, ayant un poids moléculaire plus élevé que I’acide acétique, pour former d’une
part du Hy, du CO, et d’autre part de 1’acétate. Toujours lors de I’acétogenése, un
deuxiéme groupe d’acétogenes, les acétogénes consommatrices de Hy, convertira le Hy et

le CO; en acétate. L’utilisation des acides gras volatils par les acétogénes empéche la
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diminution du pH dans le milieu, puisqu’un pH acide entrainerait un ralentissement de
certaines fermentations essentielles a la dégradation de la matiére. La méthanogenese se
réalise avec I’aide de deux groupes de méthanogénes. Premiérement, les méthanogenes
hydrogénotrophes convertissent le H, et le CO, en CHy. Enfin, les méthanogénes
acétotrophes convertissent 1’acétate en CHy. 1l est & noter qu’il existe une relation
syntrophe entre les acétogénes productrices de Hy et les méthanogénes hydrogénotrophes.
La réaction de formation de I’acétate et du H, est thermodynamiquement défavorable
pour les acétogénes. Cependant, puisque les méthanogenes utilisent le Hz pour former le
CH., la somme des deux réactions devient favorable énergétiquement. La proximité des
bactéries dans les agrégats aide au transfert du H, entre les espéces. Pour une dégradation
compléte de la matiére, toutes les étapes doivent étre effectuées. Ce type de dégradation
doit se faire en absence totale d’oxygéne, puisque les micro-organismes catalysant les
réactions biochimiques sont trés sensibles a I’oxygéne, en particulier les méthanogénes.
Dans ce consortium, deux domaines microbiens sont présents soit le domaine des
Eubacteria (bactéries hydrolytiques, fermentaires et acétogénes) et le domaine des

Archaea (méthanogénes).

Il existe plusieurs avantages a utiliser un systéme en anaérobie pour dégrader le
lisier de porc. Premiérement, il y a réduction de I’émission des mauvaises odeurs. En
effet, les composés volatils responsables des mauvaises odeurs dans le lisier sont
convertis en biogaz, duquel le CHy peut étre récupéré. Deuxiémement, le lisier devient
stable dii 4 une dégradation de la matiére organique facilement dégradable. Ainsi, son
potentiel de pollution est plus faible pour les eaux de surface et souterraine suite a son
épandage. Troisiémement, il y a moins de boues générées comparativement a un
traitement aérobie. Enfin, la qualité agronomique du lisier suite au traitement est
augmentée puisque 1’azote et le phosphore présents sont minéralisés pour devenir plus

accessible aux cultures de fourrages (Massé et al., 1996).
Les traitements anaérobies ont été testés sous différentes températures soit

thermophile, mésophile et psychrophile. Chaque température offre des avantages et des

inconvénients (Chynoweth, Wilkie et Owens, 1999). A une température thermophile (de
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50 4 60 °C), la taille du réacteur peut étre plus petite et les pathogénes sont tous détruits
pendant le processus de dégradation. Cependant, beaucoup d’énergie est dépensée pour
assurer la stabilité de la température. A une température inférieure a 10 °C, de trés long
temps de rétention sont nécessaire et I’inoculum de départ doit étre acclimaté a une
température basse lors de la période de démarrage. Habituellement, les traitements
anaérobies se font 4 des températures mésophiles (30 a 40 °C). A ces températures, il est
plus facile de contrdler les fluctuations, les réacteurs sont plus stables, ils demandent
moins d’énergie, mais doivent étre plus volumineux que les réacteurs thermophiles. Un
groupe de chercheurs (Zhang, Yin et Dague, 1997) ont prouvé I’efficacité du traitement
anaérobie de déchets de porcheries & une température de 25°C. Les résultats ont
démontré qu’en trois jours la matiére organique était dégradée de fagon efficace lorsque
le taux de chargement était entre 0,9 et 5,5 g de solides volatils/L/jours. Agriculture et
Agro-alimentaire Canada a aussi développé un bioprocédé anaérobie pouvant fonctionner

420 °C (Massé et al., 1996). Celui-ci sera présenté en détails a la section 1.2.4.

Une particularité des traitements anaérobies est la lenteur & laquelle doit se faire la
période de mise en service des réacteurs. En effet, le démarrage en anaérobie s’étend sur
plusieurs mois comparativement & quelques semaines en aérobie. Ceci s’explique par le
fait qu’il est important de laisser le temps aux acétogénes et aux méthanogénes de bien
s’implanter dans les réacteurs. Or, ces micro-organismes ont une croissance beaucoup
plus lente que les bactéries fermentaires. De plus, un débalancement dans la population
microbienne peut apporter des taux d’acides gras volatils et de H; dissout trop élevés dans
les réacteurs. Une accumulation de ces produits intermédiaires provoque une diminution
du pH et une inhibition de la croissance des méthanogenes (Chynoweth, Wilkie et Owens,
1999; Massé ef al., 2001). Par le fait méme, les temps de rétention pour un cycle de
dégradation complet de la matiére organique sont plus longs dans un réacteur anaérobie
qu’aérobie. Plusieurs facteurs entrent en jeu lorsqu’on détermine le temps de réaction du
lisier dans le réacteur. Il y a entre autres les caractéristiques du lisier (charge organique),
les conditions d’opérations (température, volume a traiter) et les objectifs de traitement
(réduction de la charge polluante, niveau de désodorisation, stabilit¢ des éléments

fertilisants du liquide traité).
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De facon générale, les traitements anaérobies mésophiles ne sont pas reconnus
pour inactiver les pathogénes (Pagilla, Kim, et Cheunbarn, 2000), tandis que les
traitements anaérobies thermophiles peuvent désinfecter le lisier brut (Bicudo, Goyal et
Zhu, 2000). C’est la température et le temps qui jouent un rdle important dans la
réduction des pathogénes dans les traitements anaérobies. (Bicudo, Goyal et Zhu, 2000).
Par contre, une étude de Kearney, Larkin et Levett (1993) a démontré qu’un traitement
anaérobie discontinu a 35 °C, dégradant le fumier de bovin, permet la réduction de 90 %
de pathogénes tels qu’Escherichia coli, Salmonella typhimurium et Yersinia
enterocolitica en 0,8, 0,9 et 0,7 jours respectivement, alors que 12,3 jours sont nécessaires
a la réduction a 90 % de Listeria monocytogenes. Pour ce qui est des virus, il a été
démontré en conditions de laboratoire que des enterovirus et des parvovirus bovins sont
rapidement inactivés dans des digestions anaérobies thermophiles, mais qu’ils survivent
dans des conditions anaérobies mésophiles et cela pendant plus de 13 jours. (Bicudo,

Goyal et Zhu, 2000).
1.2.4. Bioréacteurs a opération séquentielle

En utilisant le principe de la méthanogenése, Massé et al. (1996) ont mis au point
des bioréacteurs 4 opération séquentielle (BOS) pour dégrader le lisier de porc & une
température de 20 °C lors des conditions d’opérations standard. Les objectifs de départ
du projet étaient de réduire les émissions des odeurs du lisier, de diminuer sa charge
polluante organique, d’augmenter sa qualité agronomique et de produire de I’énergie
récupérable. Egalement, le processus devrait étre réalisé a de faibles cofits, étre stable et
facile 4 opérer dans les fonctions normales de la ferme (Massé et al., 1996). L’originalité
de ce procédé est la basse température a laquelle les réacteurs étaient exposés. Le
fonctionnement des BOS est divisé en quatre étapes principales soit I’alimentation, la
réaction, la sédimentation et la vidange (Massé, 1999). La période d’alimentation
consiste a ’ajout de lisier dans le bioréacteur. La biomasse, permettant la dégradation de
la matiére organique, est déja présente dans le réacteur et acclimatée aux conditions de
réactions. Lorsque le lisier est ajouté, la période de réaction peut commencer. La

longueur de cette période, doit étre suffisante pour rencontrer les objectifs de traitement.
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Durant la période de sédimentation, aucun mélange n’est effectué dans le réacteur.
Finalement, la période de vidange permet de retirer le surnageant tout en conservant la
biomasse sédimentée dans le bioréacteur. Une période d’attente est possible entre les
cycles de dégradation permettant une flexibilité et une coordination des opérations.
L’avantage d’un traitement & une température de 20 °C est qu’il n’est pas nécessaire de
dépenser une trop grande quantité d’énergie pour maintenir une température élevée dans
les réacteurs. Si un chauffage s'avére essentiel pour les batiments, le méthane produit lors

de la dégradation pourra fournir I'énergie nécessaire.

Massé ef al. (1996 et 1999) ont recueilli plusieurs données afin de déterminer si le
traitement anaérobie psychrophile est performant, c’est-a-dire si les bactéries impliquées
permettent d'atteindre les objectifs visés soit la réduction de la DCO, la désodorisation du
lisier, la production du CHy et la production d’un lisier stable. Des données ont éte
recueillies sur différents traitements et l'analyse des résultats a permis de constater que la
DCO totale (DCOT) était réduite entre 73 et 85 %, la DCO soluble (DCOS) entre 85 et
96 %, les solides volatils (SV) entre 27 et 74 % et que la production du CH, était entre
0,30 et 0,66 L/g de SV (Massé, 1999). La valeur de la réduction de la DCOS est plus
élevée, car les particules solubles sont plus facilement utilisées par la biomasse que les
particules solides. La variabilité des résultats concernant les DCO ainsi que les SV est
principalement due a la variation des échantillons causée par la sédimentation rapide des
particules lourdes. De plus, le haut taux de CH; produit démontrait que la charge
organique est grandement dégradée. Donc, le lisier traité entreposé ne produira pas de
CH,, ce qui signifie une diminution d’émission d’un gaz a effet de serre important. Pour
la réduction des odeurs, il n’existe pas de test précis, mais il est facile de constater que le

niveau d’odeur était réduit de fagon importante.

D’autres groupes de chercheurs ont développé des procédés pour dégrader le lisier
de porc en conditions anaérobies dans des réacteurs a opérations séquentielles. L’étude
de Dague, Habben et Pidaparti (1992) a démontré une réduction en moyenne des solides
volatils de 85 et de 81 % dans des réacteurs ou les températures de fonctionnement se

situaient & 25 et 35 °C, respectivement. Alors, qu'une étude de Zhang ef al. (1997) a
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démontré une réduction de 55 a 61 % des solides volatils lorsque la température des
réacteurs était a 25 °C . La réduction des solides volatils se compare a celle obtenue par
Massé ef al. (1999) malgré le fait que la température de fonctionnement soita20°C. 1y
a eu également Ng (1989) dont le substrat était des eaux usées de porcherie. La
température de fonctionnement des réacteurs était a 28 °C et les résultats ont démontré

une réduction en moyenne des solides volatils de 67 %.

Les études du traitement anaérobie 4 20 °C ne s’arrétent pas a la performance du
procédé, mais elles considérent également la stabilité de la biomasse présente dans les
réacteurs. Le consortium bactérien doit pouvoir subir des chocs tels qu’une surcharge
organique ou un arrét de brassage. Pour se faire, Massé e/ al. (1996) ont effectué
différents essais dans lesquels des BOS en parall¢les fonctionnaient dans les mémes
conditions, mais subissaient des charges organiques différentes. Il a été démontré que la
dégradation avait été aussi bonne dans le réacteur ayant subi une surcharge que celui
opéré dans des conditions standards. Donc, la biomasse était capable de subir les chocs

imposés sans influencer son activité de dégradation.

Un réacteur fonctionnant en anaérobie doit s’acclimater & différentes conditions,
mais la présence de certains inhibiteurs tels que I’accumulation des acides gras volatils,
un haut taux d’ammoniaque et des composés toxiques peuvent affecter I'activité
microbienne (Chynoweth, Wilkie et Owens 1999). De plus, les antibiotiques présents
dans la nourriture des porcs pourraient également étre un inhibiteur potentiel. Aprés une
étude poussée, Massé ef al. (2000a) ont démontré que cela n’était pas le cas, puisque la
présence d’antibiotiques dans le réacteur psychrophile anaérobie n’a pas affecté le niveau
d’utilisation de la DCOS et des acides gras volatils. De plus, la production du méthane

était la méme.
1.3. Etude des micro-organismes

Dans un procédé de dégradation d’une matiére organique, il est important d’étudier

les micro-organismes dégradeurs pour ainsi mieux comprendre et maitriser le phénomene.
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11 est possible d’étudier les micro-organismes en utilisant des méthodes traditionnelles ou

de biologie moléculaire.
1.3.1. Méthodes traditionnelles

Traditionnellement pour étudier un micro-organisme, il faut I’isoler pour 1’obtenir
en culture pure puis faire des observations en microscopie. Ensuite, des tests
physiologiques et biochimiques sont effectués dans le but de I’identifier (Amann,
Ludwing et Schleifer, 1995; Raskin ef al., 1994). Mais pour que cette méthode soit
applicable, il faut que le micro-organisme soit cultivable en laboratoire. Or, une petite
fraction de tous les micro-organismes seraient cultivables (Raskin et al, 1994a). De plus,
le processus devient long et fastidieux lorsque les organismes vivent en relation syntrophe
ou ont une croissance trés lente. Il est donc impossible d’étudier tous les micro-
organismes présents dans un site donné en utilisant seulement les méthodes
traditionnelles. L'étude des micro-organismes formant un consortium méthanogéne
devient difficile si seulement les méthodes traditionnelles sont utilisées, car la plupart des

bactéries formant ce consortium possédent des caractéristiques limitantes.
1.3.2. Méthodes de biologie moléculaire

Des techniques de biologie moléculaire ont ét¢ mises au point dans le but
d’étudier des organismes présents dans un environnement donné, qu’ils soient cultivables
ou non. Pour ce faire, les composantes génétiques des organismes, soit l’acide
désoxyribonucléique (ADN) et l’acide ribonucléique (ARN), sont étudiées. Les
composantes génétiques permettent d’étudier un organisme dans différents niveaux de
phylogénie. Par exemple, celles-ci permettent de faire la distinction entre les domaines
des Eubacteria et des Archaea, d’évaluer le nombre de cellules appartenant a un genre ou
une espéce en particulier et d’étudier un consortium bactérien dans sa niche sans le
détruire (Amann, Ludwing et Schleifer, 1995; Raskin et al., 1994a). La base de ces
méthodes est d’utiliser les génes codant pour la partie 16S du ribosome (ADNr 16S).

L’ADNr 168 est utilisé puisqu’il se retrouve chez tous les organismes. En comparant les
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séquences d’ADNr 16S entre espéces, des régions trés conservées sont retrouvées ou
s’intercallent des régions variables. Les régions conservées permettent de les amplifier
in vitro par polymérisation en chaine («polymerase chain reaction», PCR), tandis que les
régions variables permettent de les différencier (Oude Elferink et al., 1998).
L’ADNr 16S peut ainsi servir de marqueur d’évolution. Différentes méthodes sont

utilisées pour I’identification des micro-organismes non cultivables.
1.3.2.1. Séquencage de I'’ADNr 16S

Le séquencage de ’ADNr 16S permet d’apparenter un micro-organisme peu
importe son domaine bactérien. Dans le cas ou c’est le degré d’apparenter des micro-
organismes présents dans un mélange microbien qui doit étre déterminé, il faut extraire
I’ADN génomique total du mélange. Ensuite, une amplification par PCR des ADNr 16S
est effectuée. Le choix des amorces pour le PCR est important puisque ce sont celles-ci
qui déterminent quelle partie du géne de I’ADNr 16S sera amplifié et déterminent
également la spécificité de la détection (Oude Elferink e al., 1998). Pour former une
génothéque de clones, les fragments d’ADN du produit de PCR sont clonés dans un
vecteur plasmidique. Ces derniers sont insérés dans des cellules compétentes permettant
de multiplier les vecteurs avec leur insert. Le criblage des clones permet de discriminer
ceux ayant des inserts semblables. Les plasmides sont ensuite extraits et les inserts
d’ADNrr 16S séquencés. Les séquences obtenues sont ensuite comparées avec toutes les
séquences disponibles dans les banques de données. Le pourcentage de similitude entre
les séquences nouvelles et connues permet d’estimer que des micro-organismes
apparentés a telles espéces ou tels genres sont présents dans le mélange microbien

(Amann, Ludwing et Schleifer, 1995).
1.3.2.2. Hybridation avec des sondes phylogéniques
Les méthodes utilisant ’hybridation du matériel génétique avec des sondes

phylogéniques permettent de vérifier la présence de bactéries prédéterminées, puisque les

sondes s’hybrident de fagon préférentielle avec des séquences précises. Il existe deux
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fagons générales de faire de I’hybridation, soit de faire une hybridation ADN/ADN ou
ADN/ARN ex sifu sur membrane (avec seulement le matériel génétique précédemment
extrait) ou une hybridation ADN/ARN in situ (avec la cellule entiére fixée sur une lame).
En utilisant des sondes appropriées, qui sont complémentaires a des séquences bien
spécifiques de la petite sous-unité de ’ARNr 16S, donc a des groupes phylogéniques,
I’identification des micro-organismes présents dans I’échantillon peut se faire (DeLong,
Wickham et Pace, 1989). Les sondes appropriées peuvent faire la distinction entre les
domaines des Eubacteria, des Archaea, des Eucaryota et également entre des organismes

fortement apparentés.
1.3.2.3. Empreinte génétique

Les différentes méthodes d’empreinte génétique permettent de mettre en évidence

la biodiversité d’une population dans son ensemble.

1.3.2.3.1. Polymorphisme de conformation des simples brins d’ADN

La méthode du polymorphisme de conformation des simples brins d’ADN
(«single-strand-conformation polymorphism», SSCP) consiste en une électrophorese sur
gel de polyacrylamide des simples brins d'’ADNr 16S. La mobilit¢ de ces brins lors de
I'électrophorése est fonction des structures de repliement que le brin adopte. Puisque ces
repliements sont eux-mémes fonction des interactions intramoléculaires et donc de la
séquence en nucléotides, des brins ayant la méme longueur mais des séquences
différentes migreront a des vitesses différentes et seront ainsi séparés (Lee, Zo et Kim,
1996). Cependant, pour un seul ADNr 168, il peut y avoir jusqu’a trois bandes puisque le
double brin d’ADN migre également sur le gel. Plusieurs facteurs peuvent influencer la
sensibilité du SSCP comme la matrice du gel, la température, la longueur du fragment et

la séquence.
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La séparation des fragments d'ADN sur une €électrophorése sur gel a gradient de
dénaturant («denaturing gradient gel electrophoresis», DGGE) est basée sur les
différences dans la séquence en nucléotides de fragments, ayant la méme longueur,
amplifiés par PCR (Fodde et Losekoot, 1994; Muyzer, Waal et Uitterlinden, 1993;
Muyzer et Smalla, 1998; Muyzer, 1999; Myers, Sheffield et Cox, 1989, Sheffield et al.,
1989; Top, 1992). Les doubles brins d'ADN sont soumis & un gradient linéaire croissant
composé d’agents dénaturants, un mélange d'urée et de formamide, dans un gel de
polyacrylamide. Un fragment d'’ADN posséde des domaines de dissociation, c'est-a-dire
des endroits ou les doubles brins se dissocieront dii & des conditions environnantes bien
précises. Ces domaines de dissociation sont plus ou moins stables selon la séquence en
nucléotides du fragment. Lors de la migration de I'ADN, celle-ci rencontre un point ou la
combinaison de la température de I'électrophorése (60 °C) et la concentration du mélange
des dénaturants est égale a la température de dissociation (Tm) du domaine de
dissociation du fragment d'ADN. A ce moment, les deux brins du fragment s'ouvrent,
réduisant leur mobilité. Puisque la Tm est spécifique a la séquence en nucléotides,
chaque fragment posséde sa propre Tm. Ainsi, il sera possible de séparer différents

fragments selon leur vitesse de migration dans le gel.

Cependant, pour faire une distinction de deux ADN ayant des séquences
différentes, il ne faudrait pas que les deux brins se dissocient complétement. Pour ce
faire, lors de l'amplification, une des deux amorces a 4 son extrémité 5' une pince de
guanine et de cytosine (pince GC) d'une longueur approximative de 40 nucléotides. Le
role de cette pince est de prévenir la dissociation compléte du fragment (Wu ef al., 1998)
et altére les caractéristiques de dissociation du fragment en augmentant la Tm du brin
(Sheffiel et al., 1989; Wu ef al., 1998). Ainsi, les domaines de dissociation sont trés
stables du cdté 5'. Globalement, la pince GC permet de faire augmenter le nombre des
variations totales présentes dans le double brin d ADN. Suite & la révélation du gel, les
fragments ayant une séquence avec un pourcentage de guanine et de cytosine (% G+C)

élevé migreront plus loin dans le dénaturant puisque leur Tm est plus élevée dii a leur
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domaine de dissociation plus stable. Par contre, si la séquence contient un pourcentage
d’adénine et de thymine (% A + T) plus élevé, les brins se dissocieront plus rapidement

dans le gel ce qui entrainera une migration plus lente.

Pour obtenir une bonne résolution des différents fragments, de bonnes condtions
d’expérimentations doivent étre établies. Il faut choisir le bon gradient de dénaturant
dans le gel de polyacrylamide et les fragment doivent étre d’une longueur de moins de
500 paires de base (pb) (Fodde et Losekoot, 1994; Miller et al., 1999; Muyzer et Smalla,
1998; Myers et al., 1985), car i cette longueur les fragments sont plus facilement
séparables sur DGGE qu’un fragment plus long. De plus, selon @vreas er al. (1997),
I’amplification de fragments courts diminue les risques de formation de chiméres lors du
PCR. La technique du DGGE offre plusieurs avantages. En premier lieu, le DGGE peut
étre couplé a I’hybridation sur membrane pour une identification partielle des micro-
organismes, puisque chaque ADNr 16S donne en théorie une seule bande. Ainsi, le
groupe ou I’espéce des micro-organismes peut étre déterminé de méme que le nombre de
micro-organismes différents présents dans 1’échantillon de départ. De plus, ’ADN
présent dans le gel peut étre excisé, réamplifié et éventuellement séquencé a condition
que le fragment soit assez long (environ 500 pb) pour fournir suffisamment
d’informations et qu’il n’y a pas de risque de contaminations. Ainsi une population mixte
provenant de l'environnement peut étre analysée rapidement. Avec le DGGE, il est
possible d'utiliser différentes amorces pour amplifier des populations cibles et ainsi

faciliter l'identification.

Combiné a ’amplification PCR des génes de ’ADNr 16S contenu dans un
échantillon microbien, le DGGE donne une perspective directe de ce que contient cet
échantillon. C'est pour cette raison que cette technique est appropriée pour sonder la
distribution temporelle et spatiale des populations bactériennes dans un échantillon
complexe comme le sol ou les boues (Muyzer et Smalla, 1998). D'autant plus que cette
technique est relativement facile, reproductible, précise et rapide. La théorie du
fonctionnement de la technique et le comportement de I'ADN dans le gel sont bien

compris et documentés. Le DGGE est utilisé dans le domaine de I'écologie microbienne
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puisqu'il permet d'étudier des populations bactériennes dans son ensemble. En effet, il est
possible de connaitre le profil d'une population complexe en analysant le profil des
différentes bandes d’ADN qu’il est possible de retrouver sur le gel. C'est ce que Muyzer
et al. (1993) ont réussi a faire avec un mélange de bactéries. Ferrari et Hollibaugh (1999)
ont utilisé le DGGE pour étudier la distribution des micro-organismes dans le bassin de
l'océan Arctique central, tandis que Ferris, Muyzer et Ward (1996) I’ont fait dans les
sources d’eaux thermales. Il a également été possible d'étudier une communauté
d'actinomycétes (Heuer ef al., 1997), des boues activées (Onuki et al., 2000), des
bactéries présentes dans un bioréacteur & membrane de séparation (Luxmy, Nakajima et
Yamamoto, 2000) et dans des biofilms (Zhang et Fang, 2000). Il est également possible
de suivre une succession de micro-organismes dans un milieu donné (Ishii, Fukui et

Takii, 2000).

1.4. Identification des communautés microbiennes présentes dans des

réacteurs anaérobies

I n'existe pas d'étude publiée qui porte sur I’identification des micro-organismes
dans des bioréacteurs anaérobies lorsque le substrat est du lisier de porc. Par contre, il en
existe sur des communautés microbiennes qui produisent, entre autres, du méthane
comme produit final en utilisant un autre substrat. Dans la plupart des études,
I’identification portait sur les méthanogénes plutdt que sur ’ensemble du consortium, et
cela malgré le fait que moins de 10 % des bactéries présentes faisaient partie du domaine
des Archaea (Griffin et al, 1998). Ceci s’explique par le fait que ce sont les
méthanogénes qui contrdle la cinétique du procédé et sont en plus responsables de la

production du méthane.

Dans un réacteur anaérobie les principaux micro-organismes identifiables font
partie des acétogénes, des méthanogénes et du groupe des bactéries sulfato-réductrices
(Oude Elferink ef al., 1998). La méthanogenése et la réduction du sulfate dépendent des
conditions d’opérations du réacteur et des micro-organismes présents dans les boues,

puisque ce sont deux étapes compétitrices. Dans le cas d’une dégradation du lisier, ce
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sont les méthanogeénes qui sont en majorité par rapport aux bactéries sulfato-réductrices

dd a I’absence du sulfate (Raskin et al., 1995).

Raskin ef al. (1995) ont étudié la communauté microbienne de différents réacteurs
ayant comme substrat de I’eau usée municipale fonctionnant & des températures se situant
entre 34 et 38 °C. Au niveau des méthanogeénes, ce sont les ordres des Methanosarcinales
et des Methanomicrobiales qu’il a été possible de retrouver. Il y avait entre autres les
genres Methanosaela et Methanosarcina qui sont deux méthanogénes acétotrophes
(Zheng et Raskin, 2000). Methanosaeta utilise seulement ’acétate comme source
d’énergie, alors que Methanosarcina peut utiliser, autre que I’acétate, le méthanol, les
méthylamines, le H, et le CO,. Lorsque la concentration en acétate est basse, c’est le
genre Methanosaeta qui est le plus abondant. Ce genre a une croissance lente, mais a
plus d’affinité avec 1’acétate (Zheng et Raskin, 2000). Lorsque la concentration en
acétate est élevée, ce sont les Methanosarcina qui sont en majorité (Griffin et al., 1998,
Raskin et al., 1995). Le genre Methanosaeta est présent dans divers environnements
anaérobies tels que des réacteurs, des granules, des biofilms anaérobies, des sédiments,
des riziéres et des aquiféres (Zheng et Raskin, 2000). Toujours selon I’étude de Raskin
et al. (1995), les ordres des Methanobacteriales et des Methanococcales sont présents
dans les réacteurs, mais jouent des rdles relativement mineurs dans la dégradation des
eaux usées municipales. D’ailleurs, Seriguchi et al. (1999) ont retrouvé les genres
Methanobacterium et Methanospirillum en nombre inférieur par rapport au genre
Methanosaeta dans des réacteurs mésophiles ayant par contre un substrat artificiel imitant
les eaux usées municipales. Cependant, lorsque le réacteur était en condition de

thermophilie avec le méme substrat, le genre Methanobacterium était plus abondant.

Enfin, pour ce qui est des micro-organismes appartenant au domaine Eubacteria,
une étude de Fang, Zhang et Liu (2002) ont démontré que les acétogeénes productrices de
H, sont un groupe important. Le réacteur fonctionnait & une température mésophile
(36 °C) et alimenté avec un milieu artificiel oi le composé majoritaire était le glucose.
L’activité des méthanogénes était suspendue en maintenant le pH 4 5,5. La majorité des

clones séquencés, 43,8 %, était affiliée avec une espéce de Clostridium soit C. cellulosi,
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une bactérie thermophile, malgré le fait que les conditions d’opérations du reacteur
étaient en mésophilie. Cependant, cette bactérie est étroitement apparentée avec un
Clostridium mésophile soit C. sporosphaeroides. Aussi, 12,5 % des clones étaient affiliés
avec C. acetobutylicum, une espéce dont les hydrates de carbone sont la source de
carbone. Cette bactérie produit entre autres du Hj, de I’acétate, du butyrate et du »-
butanol. Ensuite, 8,3 % des clones étaient affiliés avec une autre espéce de Clostridium
soit C. tyrobutyricum qui utilise comme substrat des monosaccharides tels que le glucose
et le fructose. Pour ce qui est des autres clones, 3,1 % ont été affiliés a Streptococcus
bovis, 18,8 % avec la famille des Enterobacteriaceae dont Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Citrobacter intermedium, Enterobacter sp. et Salmonella enteritidis.
Finalement, 13,5 % des clones ont été affiliés avec des bactéries non identifiées. Une
étude de Chan, Liu et Fang (2001) a permis de caractériser la structure microbienne
présente dans un réacteur anaérobie traitant les effluents d’une brasserie. L’identification
des bactéries appartenant au domaine des Eubacteria ont donné, suite a la purification et
au séquengage de bandes d’ADN provenant d’'un DGGE, trois bandes affiliées a des
Gram-positifs 4 bas pourcentage en G + C, une bande affiliée & la sous-classe delfa des
protéobactéries, une bande affiliée & la sous-classe gamma des protéobactéries et une

bande affiliée au groupe des Cytophaga.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES



2.1. Bioréacteurs a opération séquentielle (BOS)

Les BOS permettent la dégradation du lisier de porc dans des conditions
anaérobies. Les unités d’échelle laboratoire et semi-industrielle sont situées au Centre de
recherche et de développement sur le bovin laitier et le porc d’Agriculture et Agro-
Alimentaire Canada a Lennoxville. Leur fonctionnement est sous la supervision du
Dr Daniel I. Massé. Le laboratoire est équipé de 12 bioréacteurs a I’échelle laboratoire de
42 L et trois bioréacteurs 4 ’échelle semi-industrielle de 2,5 m’, 8 m® et de 12 m’. De
plus, un projet de démonstration impliquant deux bioréacteurs & 1’échelle commerciale de
160 m® est en cours sur une ferme porcine en Estrie pour finaliser I’adaptation

commerciale de cette biotechnologie.

A la Figure 2 est représentée de fagon schématique la configuration des BOS a
’échelle laboratoire. Les bioréacteurs sont composés d’un réservoir en plexiglas étanche
(30 cm de diamétre par 70 cm de hauteur), d’une colonne d’alimentation (8,5 cm de
diamétre par 91 cm de hauteur), d’'une pompe de recirculation du gaz («Dual head
vacuum pressure pumpy, Barnant Compagny, Barrington, IL) et d’un compteur de gaz

(fabrication maison).
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Figure 2 : Bioréacteur a opération séquentielle (BOS) a I’échelle laboratoire d’un
volume de 42 L. Modifié de Massé et al., 1996. Légende: A) cylindre
d’alimentation. P) pompe de recirculation. O) orifices. S) sortie du biogaz.

C) compteur de gaz.
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Lors de I’alimentation, le lisier est déposé dans le cylindre réservé a cette fin. Le
cylindre est par la suite pressurisé avec de I’azote pour transférer le lisier dans le
bioréacteur. Une pompe recircule le biogaz pour agiter le contenu du réacteur. Le
réservoir est équipé de cinq orifices permettant d’échantillonner les boues, la liqueur
mixte (mélange de boue et de lisier) en cours de traitement ou de vidanger I’effluent
traité. L’alimentation peut également se faire par une de ces orifices. La sortie du biogaz
améne ce dernier 4 un compteur qui permet de connaitre la quantité de biogaz produit au

cours du cycle de traitement.

Au cours du présent projet, nous avons fait le suivi de la microflore présente dans
des bioréacteurs qui étaient opérés de deux maniéres différentes, soit en conditions de
démarrage et en conditions normales de traitement. Les conditions de démarrage référent
a des bioréacteurs en phase d'acclimatation. La microflore n'était pas encore adaptée au
procédé. Les conditions normales de traitement référent a des bioréacteurs qui étaient
opérés depuis un certain temps et qui avaient atteint un bon niveau de performance. La

microflore était donc bien adaptée au procédé.

Pour les conditions de démarrage, deux bioréacteurs a I’échelle de 42 L,
numérotés 21 et 22, ont été mis en service le 26 janvier 2001 a une température de 27 °C
avec un volume de lisier de 35 L. Les bioréacteurs semi-industriels, numérotés 17, 18 et
19 de 8 m3, 2,5 m’ et 12 m® ont été démarrés le 26 janvier 2001 avec des volumes de lisier
initiaux de 4 700, 1506 et 6 975 L respectivement, & une température de 27 °C a
I’exception du réacteur 19 qui a été démarré a une température de 28 °C. Les réacteurs a
I’échelle commerciale de 160 m?, numérotés 24 et 25, ayant un volume de lisier initial de
145 000 L, ont été démarrés le 25 janvier 2001 a une température de 27 °C. 1l n’y a pas
eu d’ajout de lisier dans tous ces réacteurs en cours d’expérience. Les températures,
vérifiées par des sondes a I’intérieur des réacteurs semi-industriels et commerciales, ont
été maintenues, dans la mesure du possible, pendant toute la période du démarrage qui
s’étalait jusqu’a 164, 111 et 167 jours respectivement pour les réacteurs laboratoires,

semi-industriels et commerciaux.
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Pour les conditions normales de traitement, quatre bioréacteurs a ’échelle de 42 L,
numeérotés 3, 4, 5 et 6, ont été suivis. La température a I’intérieur de la chambre ou se
trouvaient ces réacteurs a été maintenue a 20 °. Cependant il n’y avait pas présence de
sondes a l’intérieur des réacteurs pour vérifier la température. Pour chacun des
bioréacteurs, le cycle analysé a duré 50 jours, soit du 7 mai au 26 juin 2001. Au départ, le
volume de boue restant du cycle précédent était de 21 L. Il y a eu deux alimentations au
cours de I’expérimentation, soit le 7 et le 14 mai 2001, ot 2 294 mL de lisier frais ont été

ajoutés a chaque fois.

Le lisier a été prélevé dans la pré-fosse d’une ferme porcine commerciale (Massé
et al., 1996 et 1999). Dans le cadre de ces expériences, deux lots de lisier différents ont
été utilisés. Pour le démarrage des réacteurs, le lisier provenait directement de la ferme et
était transféré dans les réacteurs. Pour les réacteurs en conditions normales de traitement,
le lisier a été conservé au frais, entre 0 et 10 °C, pendant un maximum de un & deux mois.
Les contenants ont été bien brassés avant |’alimentation pour assurer une bonne

répartition des solides.

Les analyses chimiques des acides gras volatils ont été faites & Agriculture et
Agro-alimentaire Canada au Centre de recherche et de développement sur le bovin laitier

et le porc a Lennoxville selon la méthode standard 6010 C (APHA, 1992).
2.2. Echantillonnage

Toutes les expérimentations portaient sur la microflore présente dans les réacteurs
présentés ci-haut. La microflore a été prélevée a différents moments soit de la période de
démarrage ou soit lors du cycle de 50 jours. Pour obtenir un échantillon représentatif, le
contenu des réacteurs de 42 L a été mélangé 10 minutes par la recirculation du biogaz.
Pour les réacteurs semi-industriels, le mélange s’est fait par la recirculation de la liqueur
mixte pour des périodes de 45, 20, et 60 minutes pour les réacteurs 17, 18 et 19
respectivement. Pour les réacteurs a 1’échelle commerciale, le mélange s’est fait par la

recirculation de la liqueur mixte pendant une heure. Un volume de 500 mL de la liqueur
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mixte a été prélevé a une hauteur équivalent & 10 L pour les réacteurs de laboratoire, a la
mi-hauteur pour les réacteurs semi-industriels et 4 80 % de la hauteur pour les réacteurs
commerciaux. Le tout a été homogénéisé a I’aide d’un mélangeur (Polytron, Brinkmann
Instruments, Mississauga, ON) et un volume approximatif de 15 mL a été prélevé a I’aide
d’une pipette et a été déposé dans une bouteille en plastique. A ce mélange, 3 mL d’acide
éthyléne-diaminetétra-acétate disodique (EDTA) (BDH Chemicals, Toronto, ON) 0,5Ma
pH 8,0 ont été ajoutés. La concentration finale du EDTA dans I’échantillon était de
100 mM. L’EDTA est un chélateur d’ions dont certains sont nécessaires aux ADNases.
L’ajout de ’EDTA inhibe ainsi les ADNases, donc favorise I’obtention des ADN

génomiques non brisés. Puis, les échantillons ont été congelés a -20 °C.
2.3. Extraction de ’ADN génomique

La technique utilisée pour la lyse cellulaire est basée sur la méthode de Moré€ et al.
(1994). La base de la technique consiste a briser les cellules avec des billes de verre en
présence d’une solution d’extraction. Des modifications ont été apportées a cette

méthode pour rendre plus efficace la lyse des cellules présentes dans la liqueur mixte.
2.3.1. Description des conditions testées

Différents paramétres de la méthode de lyse ont été testés. Ces paramétres sont la
présence d’EDTA lors de I’extraction du matériel génétique, ainsi que sa présence avant
ou aprés la congélation des échantillons, le temps de lyse (1, 3, 5 et 10 minutes), la
quantité de billes de verre (0,5 ou 1,0 g) et finalement le ratio entre le volume de la
solution d’extraction et celui de 1’échantillon (250 ou 500 pL). Les billes de verres
étaient d’un diamétre variant entre 0,17 et 0,18 mm (B. Braun, Melsungen, Allemagne).
La solution d’extraction était composée de 100 mM de NaCl (Fischer, FairLawn, NIJ),
500 mM de Tris-HCI a pH 8,0 et de 10 % (p/v) de sodium dodecyl sulfate (SDS) (ICN
Biomedicals, Cleveland, OH). Le Tris-HCI a été préparé avec une solution concentrée de

Tris 1 M (Fischer) dont le pH a été ajusté a 8,0 avec du HCI concentré (EM Science,
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Darmstadt, Allemagne). La lyse cellulaire a été faite a I’aide de I’homogénéisateur

Retsch (Brinkmann Instruments).

2.3.2. Visualisation de ’ADN

Pour connaitre 1’état de I’ADN extrait et le quantifier, une électrophorése sur gel
d’agarose 1,0 % (p/v) (Gibco BRL, Grand Island, NY) a été effectuée a 80 V dans du
tampon TAE a une concentration finale de 1X (Tris-acétate 40 mM, EDTA 1 mM,
pH 8.0). Le tampon de chargement d’une concentration 6X (0,25 % (p/v) de bleu de
bromophénol (Sigma), 0,25 % (p/v) de xyléne cyanol (Sigma) et 30 % (v/v) de glycérol
(Fischer)) a été utilisé pour tous les échantillons. La migration a été d’environ 20
minutes. Le gel d’agarose a été coloré 15 minutes dans une solution de 0,5 pg/mL de
bromure d’éthidium (Sigma) et les bandes ont été révélées par rayonnement U.V. a ’aide
d’un transilluminateur (GelDoc 1000, Bio-Rad, Hercules, CA). L’ADN est considéré non
détérioré si celle-ci était d’un poids moléculaire élevé et surtout s’il n’y avait pas de

dégradation trop apparente.
2.3.3. Protocole d’extraction retenu

Les conditions optimales d’extraction ont ainsi ét¢ déterminées et utilisées pour la
suite du projet. La quantité de billes de verre utilisée était de 0,5 g dans un tube vissé de
1,5mL. La solution d’extraction et I’échantillon ont été utilisés en volumes égaux de
500 pL. La lyse des cellules a été faite a vitesse maximale pendant 5 minutes. Pour
obtenir un surnageant clair, les tubes ont été centrifugés dans une micro centrifugeuse

(modéle 59A, Fischer) a 13 000 rpm pendant 3 minutes.
2.3.4. Purification de PADN
L’ADN purifié a été obtenu en recueillant 750 pL d’un échantillon lysé et ajouté

750 uL d’une solution de phénol :chloroforme :alcool isoamylique (25:24:1) (Fischer;

Produits chimiques américains Ltée, Montréal, QC). Le phénol doit auparavant étre
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équilibré avec une solution de Tris-HCI & pH 8,0. Le contenu du tube a été mélangé par
inversion, pour éviter de briser ’ADN, et le tout a ét¢ centrifugé dans une micro
centrifugeuse (modéle 59A, Fischer) 4 10 000 rpm environ 30 secondes pour séparer les
phases aqueuse et phénolique. La phase aqueuse a été recueillie, puis I’étape avec la
solution de phénol :chloroforme :alcool isoamylique (25:24:1) a été répétée. Aux phases
aqueuses recueillies, un volume égal d’une solution de chloroforme :alcool isoamylique
(24 :1) a été ajouté, puis mélangé par inversion, et centrifugé a 10 000 rpm (modéle 59A,
Fischer) pendant 30 secondes. Cette étape permet d’enlever toute trace de phénol.
L’ADN, présent dans la phase aqueuse, a été purifié en ajoutant 0,3 volume d'acétate
d'ammonium (Produits chimiques américains Ltée) 10 M. Le contenu du tube a été
mélangé au vortex et centrifugé & 13 000 rpm (modele 59A, Fischer) pendant 5 minutes.
Le surnageant a été récupéré et 2 volumes d'éthanol 95 % (v/v) ont ét€ ajoutés. Le
contenu du tube a été mélangé au vortex et incubé sur glace pendant 30 minutes.
L’éthanol permet la précipitation de I’ADN. Suite a la précipitation, les tubes ont ét¢
centrifugés 30 minutes 4 13 000 rpm (Biofuge A, Canlab, Darmstadt, Allemagne) et le
surnageant a été aspiré. Le culot a été lavé en ajoutant 250 pL d'éthanol 70 % (v/v).
L’éthanol a été aspiré et le culot d’ADN a été séché sous une hotte biologique pendant
environ 30 minutes. Puis, il a été dissous dans 40 uL. d’un mélange de Tris-EDTA (TE)
(10 mM Tris-HCl a pH 8,0 et | mM EDTA). Le tout a été conservé a —20°C.

2.3.5. Quantification de PADN

L’ADN extrait a été comparé avec trois échantillons d’ADN non digéré du phage
lambda (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) soit 100 ng, 50 ng et 25 ng. La
quantification de I’intensité de chaque bande a été effectuée avec I’aide du logiciel
Molecular-Analysis version 1.3 (Bio-Rad). Pour chaque gel, une courbe standard a été
établie a partir des intensités des standards et la quantité d’ADN des échantillons a été

déterminés a 1’aide de cette courbe.
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2.4. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

2.4.1. Solutions

Les ADNr 16S ont été¢ amplifiés par PCR dans des cocktails réactionnels de
50 pL. Ceux-ci contenaient le tampon (Tris-HCI 10 mM a pH 9,0, MgCl, 1,5 mM, KCl
50 mM) (Amersham Pharmacia Biotech), des nucléotides (200 pM chacun) (Amersham
Pharmacia Biotech), deux amorces spécifiques & I’ADNr 16S (0,75 pmol/uL), 0,4 pg/pL
d’albumine de sérum de bovin (BSA) (Sigma), 1,25 U d’enzyme ADN Taq polymérase
(Amersham Pharmacia Biotech) et une dilution d’ADN cible de 0,1 ng/pL. Le mélange a
été protégé de 1’évaporation par 1’ajout de 30 pL d’huile minérale stérile. Pour chaque
réaction de PCR, un tube contréle, ¢’est-a-dire avec tout le matériel réactionnel mais sans

ADN, était fait.
2.4.2. Amorces

Différentes amorces ont été utilisées au cours de ’expérimentation. Les amorces,
visant la région variable V3 de I’ADNr 16S, pour amplifier le domaine des Eubacteria
étaient 341f et 534r (Tableau 1). L’extrémité 5’ de I’amorce 341f était liée a une pince
GC de 40 nucléotides. Une amplification avec ces amorces générait un fragment
d’environ 200 pb. Pour viser le domaine des Archaea, deux stratégies d’amplification ont
été utilisées, employant deux paires d’amorces distinctes pour amplifier I’ADNr 16S. La
premiére stratégie utilisait la paire d’amorces, Arch D et Arch G (Tableau 1) générant un
fragment d’environ 1 500 pb. La deuxiéme stratégie utilisait la paire d’amorces, Arch 69f
et Arch 958r (Tableau 1) générant un fragment d’environ 900 pb. A partir de ces
amplicons, un deuxiéme PCR a été effectué (PCR interne ou «Nested PCR») pour faire
les profils DGGE des populations. Cependant, avant d’utiliser les amplicons, le produit
de PCR doit étre débarrassé des premiéres amorces utilisées. Pour ce faire, 0,25 volume
d’acétate d’ammonium 10 M et 2,5 volumes d’éthanol 95 % (v/v) ont été ajoutés aux

produits de PCR et ces derniers ont été incubés a —20 °C pendant 30 minutes. Les tubes
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ont été centrifugés (Biofuge A, Canlab) & 13 000 rpm pendant 15 minutes et le surnageant
a été aspiré. Le culot d’ADN a été séché sous une hotte biologique et dissous dans 50 pL
d’eau Milli-Q stérile. La paire d’amorce utilisée, pour amplifier la région V3 des
ADNr 168, était Arch 344f et 534r (Tableau 1). A D’amorce Arch 344f était liée la
pince GC. Un volume de 1 pL du premier PCR était utilisé pour le deuxiéme PCR. Les
différentes amorces ont été synthétisées a 1’aide de I’appareil Gene Assembler
(Amersham Pharmacia Biotech) par le service de synthése d’oligonucléotides de I'INRS-

Institut Armand-Frappier.
2.4.3. Conditions d’amplification

Toutes les amplifications ont été effectuées avec un appareil «DNA Thermal
Cycler 480» (Perkin-Elmer, Norwalk, CO). Les échantillons d’ADN ont été mis dans un
tube de 0,5 mL contenant le tampon, les nucléotides, les amorces et le BSA. Les tubes
ont été chauffés a 99 °C pendant 5 minutes pour dénaturer I’ ADN puis la température était
réduite & 80 °C pendant 3 4 5 minutes, période durant laquelle I’enzyme Tagq a été ajoutée.
Le premier cycle d’amplification était le suivant : 94 °C pendant 5 minutes (période de
dénaturation), 55°C pendant 5 minutes (période d’appariement) et 72 °C pendant 2
minutes (période d’élongation). Les cycles suivants, entre 25 et 30, ont suivi les mémes
températures, mais pour des périodes de temps différentes soit de 1, 1 et 2 minutes
respectivement. La derniére étape a été une période d’élongation de 10 minutes a 72 °C.
Ce programme a été utilisé lorsque le domaine des Eubacteria était visé et lors de la
deuxiéme stratégie d’amplification pour le domaine des Archaea. Dans le cas de la
premiére stratégie d’amplification chez les Archaea le programme de PCR était un
programme type «touch downy; la température d’appariement était au départ de 65 °C et
elle a été diminuée de 1°C a tous les deux cycles jusqu’a 55°C, valeur qui a été
conservée pour les 10 derniers cycles. Dans le cas des deuxiémes amplifications chez les
Archaea a partir des amplicons des premiéres amplifications, c’est-a-dire avec la paire
d’amorces Arch 344f et 534r, la température d’appariement a été de 50 °C. Le reste du
programme était le méme que décrit ci-haut. L’ADN amplifié a été vérifié a I’aide d’une

électrophorése sur gel d’agarose 1,5 % (p/v) (section 2.3.2). La migration a été de 45
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minutes. Les amplicons ont été quantifiés par comparaison avec un marqueur de poids
moléculaire (EZ load precision molecular standard, Bio-Rad) et a I’aide du logiciel

Molecular-Analysis (section 2.3.5).
2.5. Electrophorése sur gel 2 gradient de dénaturant (DGGE)

Les ADN génomiques extraits des échantillons ont été amplifiés avec les amorces
341f et 534r pour le domaine des Eubacteria et Arch 344f et 534r pour le domaine des
Archaea (section 2.4). Les amplicons produits ont été déposés sur le gel a gradient

linéaire de dénaturant (DGGE).

Le DGGE a été exécuté en utilisant le systtme DCode de Bio-Rad. La grandeur
des plaques de verre était de 18 x 20 cm et de 16 x 20 cm, ce qui donne un gel d’une
grandeur de 16 x 16 cm et d’une épaisseur de 1,5 mm. Les solutions formant le gradient
ont été produites avec une solution concentrée de 40 % (p/v) bis-acrylamide (Bio-Rad),
d’urée (Bio-Rad) et de formamide (Sigma). Ce dernier a été déionisé avec de la résine
AG® 501-X8 (Bio-Rad). Une solution de 100 % de dénaturant contenait 7 M d’urée et
40 % de formamide. Les amplicons ont été déposés sur un gel de polyacrylamide 8 %,
dont le gradient se situe entre 20 et 70 %, dans du TAE 1X. La méme quantité d’ADN,
soit environ 300 ng de chaque échantillon, a été déposée sur le gel pour faciliter la
comparaison. Un volume de 20 pL d’un tampon de chargement d’une concentration 2X
(glycérol contenant 2 % (p/v) de bleu de bromophénol, 2 % (p/v) de xylene cyanol) a été
ajouté a I’échantillon. L’électrophorése a été effectuée a 100 V pendant 16 heures, a
60 °C. Le gel a été coloré dans une solution de 0,5 pg/mL de bromure d’éthidium et les

bandes ont été révélées a 1’aide d’un transilluminateur.

Lors du DGGE, les échantillons ont migré en paralléle avec un marqueur de
référence de souches pures. Ce marqueur permettait de savoir si la migration avait bien
fonctionné et il permettait également la comparaison entre les différents gels. Les
souches utilisées ont été Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29213), Escherichia coli
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(ATCC 25922) et Streptomyces coelicolor M145 (laboratoire de Dr Frangois Shareck,
INRS-Institut Armand-Frappier). Les souches S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis et
E. coli étaient congelées dans le glycérol a -70 °C. Elles ont été cultivées sur milieu TSA
(Difco, Détroit, MI) a 37 °C pendant 16 a 20 heures. Un volume de 2 mL de PBS a pH
7,0 a été ajouté sur la surface des géloses pour faciliter la récupération des cellules. Du
1 mL récupéré, 500 uL ont été utilisés pour la lyse des cellules (section 2.3.3) suivi de la
purification de I’ADN (section 2.3.4). Pour S. coelicolor, un aliquot de I’ADN extrait et
purifié¢ nous a été donné. Les amplifications de ’ADNr 16S de chaque souche ont été
effectuées avec les amorces 341f avec la pince GC et 534r (section 2.4). Cependant,
I’ajout de propionamide (Aldrich Chemical Compagny, Milwaukee, WI) 50 % (p/v) et de
Tween (Produits chimiques américains Ltée) 5% (v/v) a été nécessaire lors de

I’amplification de I’ADNr 16S de S. coelicolor.

2.6. Génothéque de clones

La formation d’une génothéque de clones permet d’isoler I’ADNr 16S des micro-
organismes présents dans un échantillon. Puis, le séquengage de I’ADNr 16S et la
comparaison avec les banques de données permet de connaitre le genre ou ’espéce des

micro-organismes.
2.6.1. Amplification des ADNr 16S

Pour former la génothéque de clones chez les Eubacteria, I’échantillon provenait
d’un réacteur fonctionnant en conditions normales de traitement (réacteur #3), a4 une
température de 20 °C, au temps de rétention de 24 jours, ce qui représente la moitié du
cycle de dégradation. Les amorces utilisées pour amplifier la totalité des ADNr 16S
étaient pA et pH (Tableau 1). Pour former les génothéques de clones chez les Archaea,
’échantillon provenait d’un réacteur en période de démarrage (réacteur #21), a une
température de 27 °C, au jour 164. Les amplifications ont été faites selon les deux
stratégies d’amplification décrites précédemment (section 2.4.3) sans le PCR interne.

Pour obtenir le plus d’ADN possible, les amplifications ont été faites en triplicata pour
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chaque génothéque de clones. L’ADN amplifi€ a été vérifié a I’aide d’une électrophorese

sur gel d’agarose 1,5 % (p/v) (section 2.3.2).

A la fin de ’amplification, les produits de PCR ont été combinés dans le méme
tube et le volume complété a 200 uL avec de ’eau Milli-Q stérile. Les ADN ont été
précipités tel que décrit dans la section 2.4.2. Le culot a été dissous dans 10 pL d’eau

Milli-Q stérile et conservé a 4 °C.

2.6.2. Formation des clones

Le produit de PCR a ensuite été ligué dans le vecteur pPGEM®-T Easy (Promega,
Madison, WI) en ajoutant, dans un tube de 0,5 mL, 1 uL du tampon de ligation rapide 2X
(60 mM Tris-HCI a pH 7.8, 20 mM de MgCl,, 20 mM de DTT, 2 mM de ATP, 10 %
polyéthyléne glycol), 1 puL du vecteur pPGEM®-T Easy (50 ng), 1 pL de I’enzyme T4
DNA ligase (3 unités/pL) et 7 pL du produit de PCR. Le tout a été bien mélangé et

incubé a 4 °C toute la nuit. Le produit de ligation a été par la suite conservé a 4 °C.

La transformation du produit de ligation a été effectuée dans des cellules de
Escherichia coli compétentes (Nova Blue pour la génotheéque de clones des Eubacteria et
DH5a. pour les génothéques de clones des Archaea) (les cellules compétentes provenaient
du laboratoire de Richard Villemur, INRS-Institut Armand-Frappier; Sambrook, Fritsh et
Maniatis, 1989). Les cellules ont été dégelées sur glace et le produit de ligation y a été
ajouté (5 pL de produit de ligation pour 100 pL de cellules compétentes aune
concentration entre 10° et 10> UFC/mL). Une incubation a été effectuée sur glace
pendant 30 minutes et un choc thermique, & 42 °C pendant 90 secondes suivies de 2
minutes sur glace, pour permettre ’entrée du produit de ligation dans les cellules
compétentes. Le milieu SOC, 400 pL, a été ajouté, puis il y a eu incubation a 37 °C sous
agitation pendant 45 minutes. Le milieu SOC est composé de milieu SOB stérile et de
glucose 1 M (ICN Biomedicals) préalablement filtré sur membrane de 0,22 um (Millex®-
GV, Millipore, Molsheim, France). Le milieu SOB est composé de 20 g/L de Bacto
Tryptone (Difco), 5 g/L d’extrait de levure (Difco), 1 g/L de NaCl et 10 mM de KCI (JT
Baker Chemicals). Le pH a été ajusté a 7,0 avec du NaOH (JT Baker Chemicals). Ce
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milieu a été stérilisé a ’autoclave et ajusté & 10 mM de MgCl, (Produits chimiques
américains Ltée). Suite 4 ’incubation a 37 °C, 100 pL du mélange ont été déposés sur
milieu solide SOB (SOB liquide avec 15 g/L d’agar (Oxoid, Hampshire, Angleterre) et
20mM de MgCly) contenant les produits de sélection appropriés soit 100 mg/L
d’ampicilline (ICN Biomedicals), 42 mg/L de X-Gal (Gibco BRL) et 12 mg/L de IPTG
(Boehringer Mannheim, Deutschland, Allemagne). La présence d’ampicilline permet la
croissance des cellules ayant regu le vecteur seulement. L’utilisation du vecteur
pGEM®-T Easy donne sur milieu contenant de I’ampicilline des colonies blanches
lorsque I’insert est présent a la bonne position, c’est-d-dire dans le gene lac du vecteur.
Lorsque I’insert n’est pas dans le géne lac, ce dernier est activé sous I’induction de
’IPTG et il y a formation d’un pigment bleu dans la colonie. L’incubation des boites de
Pétri a été effectuée 4 37 °C pendant 16 4 24 heures. Chacune des colonies blanches a été
repiquée dans 3 mL de milieu SOB liquide a pH 7,0 et incubées a 37 °C de 16 a 24 heures
sous agitation pour obtenir suffisamment de cellules et ainsi plusieurs copies des

ADNr 16S.

A la fin de la période d’incubation, 200 pL de chaque clone ont été congelés dans
20 % (v/v) de glycérol et conservé a -70 °C. L’extraction des ADN totaux a été exécutée
en centrifugeant a 13 000 rpm (Biofuge A, Canlab) environ 30 secondes, 1,0 mL de la
culture bactérienne des clones. Le surnageant a été aspiré et le culot lavé avec 500 pL de
TEN (10 mM Tris-HCI 4 pH 8,0, 1 mM EDTA et 100 mM de NaCl). Une deuxiéme
centrifugation 4 13 000 rpm (Biofuge A, Canlab) environ 30 secondes a été effectuée et le
surnageant a été aspiré. Le culot a été dispersé dans 200 uL de TEN et 300 pL d’une
solution de phénol :chloroforme :alcool isoamylique (25:24:1) ont été ajoutés. Les
cellules de E. coli ont été brisées au vortex pendant 15 a 30 secondes. Les tubes ont été
centrifugés a 13 000 rpm (Biofuge A, Canlab) pendant 5 minutes. La phase aqueuse a été
prélevée et 0,1 volume d’acétate d’ammonium 10 M ainsi que 2 volumes d’éthanol 95 %
(v/v) ont été ajoutés. La précipitation de I’ADN a été effectuée a -20 °C pendant 15
minutes et les tubes ont été centrifugés 4 13 000 rpm (Biofuge A, Canlab) pendant 10
minutes. Le surnageant a été aspiré et le culot lavé avec 250 pL d’éthanol 70 % (v/v). 1l

a été séché sous la hotte biologique et dissous dans 50 uL de TE contenant
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10 pg/mL d’ARNase. La présence de I’insert a été vérifiée par électrophorése sur gel

d’agarose 1,0 % (p/v) (section 2.3.2).
2.6.3. Criblage des clones

Le criblage des clones permet de différencier lesquels ont le méme insert. Pour ce
faire, deux méthodes ont été utilisées, soit le DGGE et le polymorphisme de taille des

fragments de restriction («restriction fragment length polymorphism», RFLP).

2.6.3.1. DGGE

A partir des ADN plasmidiques obtenus, des amplifications avec les amorces
appropriées aux deux domaines (Tableau 1) ont été effectuées selon les conditions
décrites dans la section 2.4.3. Les différents amplicons obtenus ont été déposés sur un
DGGE de 8% de polyacrylamide avec un gradient entre 20 et 70 % (section 2.5).

L’électrophorése a été effectuée a 100 V pendant 16 heures.
2.6.3.2. RFLP

Deux enzymes des restrictions ont été utilisées de fagon distinctes, soit Rsal
(GT{AC) (Amersham Pharmacia Biotech) et Hhal (GCGJC) (Amersham Pharmacia
Biotech). La digestion avec I’enzyme Rsal a été effectuée avec I’ADN plasmidique,
tandis que la digestion avec ’enzyme Hhal a été effectuée avec I’insert amplifié
seulement (section 2.4). Cette deuxiéme méthode a été retenue pour I’enzyme Hhal, car
il y avait trop de fragments sur le gel d’agarose permettant de cribler les clones lorsque la
digestion était effectuée simultanément sur I’ADN plasmidique et chromosomique
(provenant de la bactérie héte). Le tampon utilisé pour toutes les digestions a ét€¢ One-
Phor-All (10 mM Tris-acétate a pH 7,5, 10 mM d’acétate de magnésium, 50 mM
d’acétate de potassium (Amersham Pharmacia Biotech)) & une concentration finale de 1X
et I’incubation a été effectuée a 37 °C pour un minimum de 2 heures. Le patron des

bandes a été révélé par une électrophorése sur gel d’agarose 2,0 % (p/v) (section 2.3.2).
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Le marqueur de poids moléculaire a été «DNA ladder Plus» 100 pb (MBI Fermentas,
Burlington, ON).

La diversité des clones a été analysée en tragant une courbe de raréfaction et par
un algorithme de Chaol a I’aide du programme «BioDiversity Professionaly, version 2.0
(Neil McAleece. 1997. BioDiversity Professional. Congu par P.J.D. Lambshead, G.L.J.
Paterson et J.D. Gage. The natural history museum and The Scottish association for
marine science. http://www.sams.ac.uk/dml/projects/benthic/bdpro/).  Le critére de
sélection est le nombre de clones mis dans un méme groupe suite au criblage avec la

méthode du RFLP.

2.7. Séquencage

Le séquencage des clones a été réalisé chez DNA LandMarks Inc., compagnie
située a St-Jean-sur-le-Richelieu, Québec. L'appareil utilisé était un ABI PRISM® 3700
de la compagnie Applied Biosystems (Foster City, CA) avec un systéme d'électrophorése
par capillarité. Les réactions de séquencage était de type «dye terminator». Pour la
génothéque de clones visant les Eubacteria, c’est I’amorce pA qui a été utilisée pour les
réactions de séquengage, alors que pour les Archaea, ce sont les amorces ArchD et
Arch 69f qui ont été utilisées, dépendant de la génothéque de clones. Les séquences ont
été analysées et corrigées a I’aide du programme Chromas version 1.45 (Conor
McCarthy, School of Health Science, Griffith University, Queensland, Australie,
http://www.technelysium.com.aw/chromas.html), tandis que la recherche d’homologie a
été effectuée avec les banques de données «GenBank» et «<EMBL» a I’aide des logiciels
BLAST (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
et FASTA3 (European Bioinformatics Institute, http://www2.ebi.ac.uk/). La recherche de
chiméres éventuelle a été faite a I’aide du logiciel «Chimera Check» du Ribosonal
Database Project II (http://rdp.cme.msu.edw/html/). L’étude de la phylogénie des
différents clones s’est poursuivie en procédant & 1’alignement des différentes séquences a
’aide du programme BioEdit version 5.0.9 (Hall, 1999), plus précisément avec

«CLUSTALW multiple alignment» (Thompson, Higgins et Gibson, 1994). Les
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constructions des arbres phylogéniques ainsi que les analyses statistiques ont été réalisées
en utilisant les outils informatiques de I’ensemble PHYLIP 3.5 (Felsenstein, 1993). Le
logiciel DNADIST (version 3,572c) a été utilisé pour évaluer les distances entre les
espéces en comparant les séquences selon les paramétres de «Kimura-2». Ensuite, un
arbre phylogénique a été construit en utilisant le logiciel FITCH (version 3,572c). Les
analyses de la robustesse de chaque arbre ont été effectuées selon la méthode du
«bootstrap» qui utilise les programmes SEQBOOT (version 3,572c), DNADIST, FITCH
et CONSENSE (version 3,572c). Pour chaque analyse, 1000 arbres ont été construits.
Une valeur de «bootstrap» plus petite que 500 n’a pas été considérée. L’arbre consensus
a été retracé a 1’aide du programme CorelDRAW (version 8) de Corel Corporation

(Ottawa, ON).
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CHAPITRE 3

RESULTAT



3.1. Analyses des acides gras volatils totaux dans les liqueurs mixtes

La mesure des acides gras volatils permet de connaitre 1’état de la dégradation du
lisier dans les réacteurs en période de démarrage (selon les trois échelles de grandeur) ou
pendant un cycle de conditions normales de traitement (section 2.1. p. 32 et 33). L’allure
des courbes des acides gras volatils totaux (Figures 3 et 4) démontre la performance des
réacteurs. Le suivi des acides gras volatils totaux dans les liqueurs mixtes des réacteurs
en période de démarrage (Figure 3) démontre dans un premier temps une augmentation de
leur concentration et cela peu importe la grandeur de I’échelle des réacteurs. La
concentration moyenne des acides gras volatils totaux pour les trois échelles de réacteur
était de 5 027 mg/L au jour 6 pour atteindre une concentration moyenne de 10 076 mg/L
au jour 62. Par la suite, il y a eu une baisse de la concentration jusqu’a une valeur
moyenne de 344 mg/L 4 la fin de la période de démarrage, ce qui signifie une réduction

d’environ 93 % par rapport a la concentration au début (jour 6).

Dans le cas du suivi des acides gras volatils totaux dans les liqueurs mixtes des
réacteurs en conditions normales de traitement (Figure 4), la valeur moyenne de la
concentration a augmentée entre le jour de I’alimentation du réacteur et le jour 10 du
cycle suivi d’une baisse de la valeur a une concentration moyenne de 2 009 mg/L a la fin

du cycle.
3.2. Lyse cellulaire

Pour étudier les micro-organismes présents dans les échantillons, les cellules ont
été lysées pour extraire I’ADN. Tout d’abord, les résultats de lyse cellulaire par broyage
de billes de verre en absence d’EDTA ont démontré que I’ADN extrait d'un échantillon de
liqueur mixte non congelé a produit une trainée sur un gel d'agarose (Figure 5), ce qui
indique que 'ADN était partiellement fragmenté. Au contraire, le produit d’extraction en

présence d’EDTA a donné une bande claire.
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Suivi des acides gras volatils totaux des réacteurs en période de
démarrage. Légende : A) Réacteurs a I’échelle laboratoire. B) Réacteurs a

I’échelle semi-industrielle. C) Réacteurs a I’échelle commerciale.
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Figure 4 : Suivi des acides gras volatils totaux des réacteurs en conditions
normales de traitement a une échelle laboratoire. Les fleches indiquent

des ajouts de lisier frais.

Figure5: Effet de 'EDTA sur la qualité de I'ADN extrait d'un échantillon de
liqueur mixte. L'EDTA a été ajouté dans le mélange d'extraction avant
l'étape de lyse. La concentration du gel d'agarose était de 1% (p/v).
Légende : A) ADN du phage lambda purifié (100 ng). 1) Extraction en
absence d'EDTA. 2) Extraction en présence d'EDTA.

La présence d’EDTA avant ou aprés la congélation des échantillons n’apporte pas
de différence au niveau de la qualité de I’ADN (Figure 6). L’ADN n’est pas fragmentée

et elle ne présente pas de trainée importante. Donc, pour la suite des expériences,
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’EDTA a été ajouté dans les échantillons immédiatement aprés leur prélévement, & une
concentration finale de 100 mM, de maniére a les protéger tout au long de leur transport
(entre le Centre de recherche et de développement sur le bovin laitier et le porc de

Lennoxville et 'INRS-Institut Armand-Frappier a Laval) et de leur entreposage a —20 °C.

Figure 6 : Effet de I'EDTA ajouté aux échantillons avant ou aprés leur congélation.
La concentration du gel d’agarose était de 1,0 % (p/v). Légende : ) ADN du
phage lambda purifié (100 ng). 1) Extraction en présence d’EDTA avant la
congélation de I’échantillon. 2) Extraction en présence d’EDTA aprés la

congélation de I’échantillon.

Pour déterminer le temps de lyse optimal, quatre périodes ont été testées soit 1, 3,
5 et 10 minutes. Les résultats obtenus ont été semblables quelle que soit la durée de la
lyse (Figure 7). Pour les expériences subséquentes, une période de lyse de 5 minutes a été

utilisée.

A 1 2 3 4

Figure 7: Effet du temps de lyse sur des échantillons de liqueur mixte. La
concentration du gel d’agarose était de 1,0 % (p/v). Légende: A) ADN du
phage lambda purifié (100 ng). 1) 1 minute. 2) 3 minutes. 3) 5 minutes.

4) 10 minutes.
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Les essais concernant la quantité de billes de verre et le ratio entre la solution

d’extraction et le volume d’échantillon sont résumés dans le Tableau 2. Les résultats

Tableau 2: Quantité de billes de verre et ratio entre la solution d’extraction et le

volume d’échantillon testés pour la lyse cellulaire.

Echantillons [ Quantité de billes | Solution extraction | Quantité échantillon

(8) (nL) (uL)
1 0,5 250 250
2 0,5 250 500
3 0,5 500 500
4 0,5 500 250
5 1,0 250 250
6 1,0 250 500
7 1,0 500 500
8 1,0 500 250

obtenus démontrent qu’il existe seulement des différences mineures entre ces essais
(Figure 8). Les parameétres utilisés pour I’échantillon # 3 semblent générer une lyse
légérement meilleure. En effet, la bande était nette, claire, sans trainée et une bonne
quantité d’ADN était présente. Donc, toutes les lyses cellulaires subséquentes ont été

faites en utilisant les conditions de I’échantillon # 3.

A Echantillons
150 100 50 N
(ng) T 2 3 4 5 6 7 8°

Figure 8 : [Effet de la quantité de billes de verre et du ratio entre la solution
d’extraction et la quantité d’échantillon dans la lyse cellulaire. La
concentration du gel d’agarose était de 1,0 % (p/v). Légende : 1) ADN du
phage lambda purifié (100 ng). Echantillons (voir Tableau 2).
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3.3. Domaine des Eubacteria

L’analyse de la communauté microbienne appartenant au domaine des Eubacteria
présente dans la liqueur mixte provenant des BOS a été effectuée sur les deux séries de
réacteurs, soit ceux en période de démarrage et ceux en conditions normales de
traitement. Le marqueur de souches pures, présent sur tous les DGGE, permet de
comparer les profils entre eux. Le produit de PCR de chaque souche a été dépose sur un
DGGE pour déterminer la hauteur de migration des différents fragments (résultats non

présentés). L’ordre des souches sur le gel est indiqué a la Figure 9.

3.3.1. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en période

de démarrage

La diversité des populations (représentée par les bandes d’ADN sur les profils
DGGE) du domaine des Eubacteria dans les échantillons de liqueur mixte provenant d’un
réacteur en période de démarrage était trés élevée. Certaines populations semblaient
toutefois plus nombreuses que d’autres compte tenu de la différence en intensité des
bandes. De plus, il y avait des différences entre les profils de réacteurs a différentes
échelles. Les modifications des profils sont survenues surtout dans les premiers jours de
la période de démarrage des réacteurs (Figures 9, 10 et 11). Pour le réacteur # 21 a
I’échelle laboratoire de 42 L (Figure 9), les principaux changements sont survenus entre
le début de la phase de démarrage et le jour 27. Pour le réacteur # 19 a I’échelle semi-
industrielle de 12 m® (Figure 10), les populations ont semblé plus stables & partir du jour
83, tandis que pour le réacteur # 24 a I’échelle commerciale de 160 m’ (Figure 11), les
populations ont semblé plus stables a partir du jour 112. Les profils des communautés

des réacteurs de méme volume ont présenté des résultats similaires (Appendice A).

Un des changements était la forte diminution de Iintensité relative d’une
population, identifiée par la lettre A sur les Figures 9, 10 et 11, et qui était présente dans
le lisier brut. Malgré la diminution, cette population n’était pas compiétement éliminée

suite a la période de démarrage. Les populations identifiées par la lettre B sont apparues
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M L 13 19 27 33 41 69 83 90 97 103111 118 132 139 146 153 160 164 jours

S. aureus

P. aeruginosa
E. faecalis

E. coli

S. coelicolor

Figure 9 : Profil des Eubacteria du réacteur # 21, a I’échelle de 42 L, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.
Légende : M) Marqueur de référence. L) Lisier brut. S. : Staphylococcus.
P. : Pseudomonas. E. : Enterococcus. E. : Escherichia. S. : Streptomyces. Les

lettres identifient certaines bandes d’intérét.
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13 19 27 33 41 69 8 90 97 103 111 jours

Figure 10 : Profil des Eubacteria du réacteur # 19, a ’échelle de 12 m3, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et
70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) Lisier brut. Les lettres

identifient certaines bandes d’intérét.
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L 20 34 42 70 91 98 104 112119 133 139 146 153 160 167 jours

Figure 11 :

Profil des Eubacteria du réacteur # 24, a I’échelle de 160 m’, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et
70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) Lisier brut. Les lettres

identifient certaines bandes d’intérét.
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a des jours différents dépendant de I’échelle des réacteurs. Pour le réacteur # 21
(Figure 9), les bandes sont apparues entre le jour 13 et 19. Pour le réacteur #19 (Figure
10) et pour le réacteur # 24 (Figure 11), les bandes apparaissent entre le début de la phase
de démarrage et les jours 13 et 20 respectivement. L’intensité relative des bandes de
certaines de ces populations (représentées par la lettre B) augmentait graduellement ou
diminuait au cours de la période de démarrage. La population C, présente dans le lisier a,
pour sa part, presque complétement disparu suite 4 la période de démarrage (Figures 9,10
et 11), alors que d’autres populations prenaient probablement de I’importance en nombre,
car elles étaient présentes dans le lisier brut et D’intensité relative des bandes
correspondantes augmentait au cours de la période de démarrage (D, Figure 10). La
population représentée par la lettre E (Figures 9, 10 et 11) n’est pas présente dans le lisier
brut, mais elle apparait au cours de la période de démarrage, tout comme les populations
identifiées par la lettre B. Certaine population pouvait apparaitre une seule fois (F)

(Figure 9) ou rester quelques jours puis disparaitre (G, Figure 10).

3.3.2. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en

conditions normales de traitement

Pour le réacteur # 3 d’une échelle laboratoire de 42 L, la diversité des
communautés microbiennes était trés élevée tout au long du cycle de traitement de 50
jours (Figure 12). En effet, au moins 17 bandes peuvent étre distinguées. De plus, il n’y
a pas eu de variation importante des populations pendant le traitement. Les différences,
pour un réacteur donné, se situaient entre le lisier brut, ayant servi a alimenter la
biomasse, et le premier échantillon de liqueur mixte. Certaines populations, représentées
par la lettre A (Figure 12) qui étaient présentes dans le lisier n’ont pas été détectées dans
le réacteur méme au premier jour du cycle. Aussi, une population, représentée par la
lettre B (Figure 12) était présente dans les échantillons de liqueur mixte, alors qu’elle ne
Iétait pas dans le lisier brut. La présence d’une population majeure, représentée par la
lettre C (Figure 12) qui se retrouve & la fois dans le lisier brut et la liqueur mixte est a
noter. Les profils des communautés des réacteurs de méme volume ont présenté des

résultats similaires (Appendice B).
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Figure 12 :

M L 0 3 7 10 17 21 24 28 31 38 45 50 jours

Profil des Eubacteria du réacteur # 3, a ’échelle de 42 L, pendant un
cycle en conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se
situait entre 20 et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence. L) Lisier

brut. Les lettres identifient certaines bandes d’intérét.
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Néanmoins, des variations mineures ont été observées entre les différents
réacteurs lorsque nous avons comparé des échantillons prélevés au méme jour de
traitement (Figure 13). Par exemple, pour I’échantillon au temps 0 du réacteur # 3, nous
avons remarqué une seule bande en haut du gel, alors que pour le méme jour, nous avons
remarqué trois bandes pour le réacteur # 4 et deux bandes pour le réacteur # 5. D’autres
différences mineures étaient également perceptibles, comme des changements en intensité
ou des changements dans le patron des bandes. Outre ces différences mineures, les

profils observés pour chacun des réacteurs étaient semblables.

Réacteurs 3 4 5 6
r A N A N A N\ f_"—')\_ﬂ
M L 0 24 50 0 24 50 0 24 50 0 24 50 jours

”“Eﬁ!“!ggﬁf"ﬁ

/-———-m'—m' TR R

Figure 13 : Profil des Eubacteria des réacteurs # 3,#4,# 5 et # 6, 2 ’échelle de 42 L,
aprés 0, 24 et 50 jours en conditions normales de traitement. Le gradient
de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende: M) Marqueur de
référence. L) Lisier brut. Les carrés mettent en évidence certaines

différences entre les réacteurs.

3.3.3. Criblage des clones

Une génothéque de clones a été créée a partir de I’échantillon du jour 24 du
réacteur # 3 (réacteur en conditions normales de traitement). Le criblage des clones s’est
fait en utilisant la méthode du DGGE. Cependant, puisque I’extraction d’ADN contenait

en plus de plasmides transformés, I’ADN chromosomique des cellules hétes, il y avait
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deux bandes pour chaque clone sur les gels. Une bande provenait de I’amplification des
genes de I’ADNr 16S d’ Escherichia coli puisque celle-ci se situait a la méme hauteur que
la bande d’E. coli dans le marqueur de référence, tandis que I’autre bande représente
IP’ADNr 16S des clones. Les 54 clones criblés ont été classifiés en 23 groupes
(Figure 14).

MEPWBACVQHGFEUYRSIJKLIZNTO

Figure 14 : Profil de ’échantillon du réacteur # 3 au jour 24 et d’un représentant
de chaque groupe de clones. Le gradient de dénaturant se situait entre 20
et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence. E ) échantillon. Les autres

lettres correspondent au nom attribué a chaque groupe de clones.

Chaque groupe de clones correspond 4 une bande présente dans 1’échantillon de
départ a I’exception du groupe W. Trois de ces groupes (E, I et W) se sont avérés étre des
chiméres et ont été exclus des analyses. La Figure 15 montre la courbe de raréfaction
obtenue avec les données des 20 groupes non-chimériques. Le tracé n’atteint pas de
plateau suggérant que les 20 groupes obtenus ne représentent pas toute la biodiversité de
I’échantillon. D’aprés l'analyse de Chaol, le nombre de groupes présents dans
I'échantillon serait estimé a 36. Les 20 groupes que nous avons obtenus représenteraient

alors 55,5 % de ce nombre.

3.3.4. Affiliations des groupes de clones

Pour chaque groupe, un clone a été sélectionné pour en faire séquencer I’ADNTr 168, a

’exception du groupe H ou deux clones ont été sélectionnés (# 73 et # 120). La séquence
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Figure 15: Courbe de raréfaction de la génothéque de clones du domaine

Eubacteria.

des clones a été comparée avec les séquences disponibles dans les banques de données.
Cette premiére comparaison nous a permis de classer nos séquences a différens
regroupements d’ Eubacteria. A part deux séquences qui se situaient 2 98 % (groupe F) et
95 % (groupe L), tous les autres pourcentages d’identité se situaient en de¢a de 93 %.
Les séquences utilisées pour I’analyse phylogénique avaient des longueurs comprises
entre 810 et 1160 pb et huit arbres phylogéniques ont été construits en regroupant les
séquences apparentées au méme genre. Les groupes B, A, et F sont regroupés sous le
genre Bacteroides (Figure 16) et représentaient 37,5 % des 54 clones criblés. Les groupes
G et Y avaient des séquences proches des genres Spirochete et Treponema (Figure 17) et
représentaient 4,2 % des clones. Les groupes C, V, et Q représentaient 10,4 % des clones
et avaient des séquences apparentées au genre Acholeplasma (Figure 18), tandis que les
groupes N, T et O (18,8 %) sont apparentés avec le genre Caloramator (Figure 19). Les
groupes H, U, S, J, L et Z sont apparentés au super groupe des Clostridium (Figure 20).
C’est le deuxieme groupe de clones en importance avec 22,9 %. Les groupes P (Figure
21) et R (Figure 22), représentant chacun 2,1 % des clones, n’ont pas pu étre regroupés
sous un genre particulier. En fait, le groupe P s’apparente & des espéces provenant de
’environnement sans toutefois avoir une identification précise. Le groupe K est
apparenté a des bactéries isolées d’un environnement semblable au BOS. Quant au
groupe K (Figure 23), représentant 2,1 % des clones, il s’apparente au genre Alkaliphilus.

Pour chaque arbre, Escherichia coli était le groupe externe.
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{Groupe A
I-Groupe B

r—Groupe F

L Bacteroides sp. 139 (AF319778)
Bacteroides eggerthi (1.16485)

Bacteroides uniformis (AB050110)
I-Bactemides sp. (AF139524)
- Bacteroides acidofaciens (AB021157)

Bacteroides stercoris (X83953)
Bacteroides caccae (X93951)

__:Bacteroides fragilis (X83950)
Bacterium str. 31285 (AF227834)

Prevotella bryantii (AF396925)

Dysgonomonas gadei (Y18530)

Porphyromonas gingival (AF285870)
Bacteroides merdae (X83954)
Chrysecobacterium sp. (AF207072)

Cytophaga fermentas (M58766) '0_01|
Escherichia coli (J01859)

Figure 16 : Arbre phylogénique du groupe Bacteroides. Légende: La barre

représente une substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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AF371929

Groupe G

AF157107

M87055

[—Spirochaeta bajacalifornien (M71239)

I—Spirochaeta smaragdinae (U80597)

Treponema I:K:T3 (AF023060)

—Treponema sp. (AF023035)

I-Treponema denticola (D85438)

Treponame sp. (AF093251)
Spirochaeta sp. (AJ419820)

AB022768

I:Spirochaeta sp. (M71240)
AF157107

Spirochaeta stenostrepta (M88724)

Groupe Y

| Spironema culicis (AF160259)
Borrelia sp. (AJ225165)

Brachyspira sp. (AF245120)

Leptospira sp. (M88721)
0,01
—t

Spirochaeta sp. (Z22778)
Escherichica coli (J01859)

Figure 17 : Arbre phylogénique du groupe Spirochete/Treponema. Légende : La barre

représente une substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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—— Phytoplasma sp. (X80117)

r—Groupe Ill Phytoplasma (D12581)

—Phytoplasma sp. (Y15865)

—Phytoplasma sp. (Y11933)

Phytoplasma sp. (X68374)

—— Mollicutes sp. (X76425)

Mollicutes sp. (Y10095)

—Phytoplasma sp. (AB010425)

Acholeplasma palmae (L33734)

Acholeplasma axantum (AF412968)

Acholeplasma polakii (AF031479)

Groupe V
Groupe C
0,01
Groupe Q —

Figure 18 :

//// Escherichia coli (J01859)

Arbre phylogénique du groupe Acholeplasma. Légende: La barre

représente une substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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|Groupe N

lGroupe T

Caloramator uzoniensis (AF489534)
Caloramator proteolyticus (X90488)
Caloramator coolhaasi (AF104215)
Caloramator sp. (AF286863)

[Caldoanaerobacter indicus (X75788)
Thermobrachium celer (X99238)

_: Clostridium subterminale (AF241842)
Clostridium acetireducens (X79862)

Clostridium butyricum (X68176)

~Caloranaerobacter azorensis (AJ272422)

L FEubacterium thermomarinus (L10086)
Caminibacillus sporogenes (AJ320233)

Acetobacterium bakii (X96960)

Groupe O

1

AJ431344

Natronoanaerobium salstagnum (AJ271450)
Candidate (AF027087)

Moorella thermoacetica (AJ242494)

L—Clostridium thermoautrophicum (L09168)

Carboxydocella thermoautotrophica (AY061974)
Desulfotomaculum sp. (AF295656)

0,01
Bacillus sp. (AB043863) —
Escherichia coli (J01859)

Figure 19 :

Arbre phylogénique du groupe Caloramator. Légende: La barre

représente une substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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Figure 20

une substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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AJO6787
———AF338764

Groupe P
AF286040

Desulfitobacterium hafniense (X94975)
Lactobacillus sp. (AF197125)

Desulfomicrobium sp. (AF131233)

Desulfonatronum lacustre (Y14594)
Desulfovibrio sp. (X93994)

Desulfocella halophila (AF022936) 0,01
—
Escherichia coli (J01859)

Figure 21 : Arbre phylogénique du groupe P. Légende: La barre représente une

substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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Eubacterium tortusum (L34683)

I: Clostridium innocuum (M23732)
AF028352

Clostridium sp. (AF304435)

Groupe R
U81729
AB009179
Sporolactobacillus dextrus (D16282)
0,01
Paenibacillus sp. (AB043868) =
Escherichia coli (J01859)

Figure 22 : Arbre phylogénique du groupe R. Légende: La barre représente une

substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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‘ f Parasporobacterium parecivoran (AJ272036)
L achnobacterium bovis (AF298665)
Metabacterium polypora (U22332)

| Frigovirgula patagoniensis (AF450134)
Caminicella sporogenes (AJ320233)
| Groupe K
Alkaliphilus crotonoxidans (AF467248)
Alkalliphilus auruminator (AB037677)
AJ272422

I Acetanaerobacter thermotolerans (AF358114)
Carboxydocella thermoautotrophica (AY061974)

Terminobacter aceticus (Z49863) '0_01|
Escherichia coli (JO1859)

Figure 23 : Arbre phylogénique du groupe K. Légende: La barre représente une

substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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3.4. Domaine des Archaea

L’analyse de la communauté microbienne, appartenant au domaine des Archaea
présente dans la liqueur mixte provenant des BOS, a été effectuée sur les deux séries de
réacteurs, soit ceux en période de démarrage et ceux en conditions normales de
traitement. Deux paires d'amorces différentes ont été utilisées soit Arch D avec Arch G et
Arch 69f avec Arch 958r. Les résultats complets (profils des communautés sur gel,
génothéques de clones et analyses phylogéniques) pour la premiére stratégie
d’amplification sont d'abord présentés (section 3.4.1.) suivi de ceux obtenus avec la
deuxiéme stratégie d’amplification (section 3.4.2). Le marqueur de référence était
également présent dans tous les profils présentés, toujours dans le but de pouvoir

comparer les profils entre eux.
3.4.1. Utilisation de la premiére stratégie d’amplification

La premiére paire d'amorce utilisée a été Arch D et Arch G. Celle-ci a servi pour
une analyse par DGGE en combinaison avec la paire d’amorces Arch 344f et 534r pour
un PCR interne. La paire d’amorces Arch D et Arch G a également servi pour la

constitution d'une génothéque de clones.

3.4.1.1. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en période de

démarrage

Les profils des communautés microbiennes pour le domaine des Archaea ont
démontré une faible diversité comparée aux profils des communautés pour le domaine des
Eubacteria. L’utilisation de cette paire d’amorces n’a pas permis d’obtenir une
amplification dans 1’échantillon du lisier brut, mais a permis de mettre en ¢vidence un
total de six bandes, dont seulement deux étaient communes a toutes les échelles
(représentées par les lettres A et B, Figures 24, 25 et 26). La dénaturation de ces deux

fragments dans le gel s’est faite 4 un pourcentage de dénaturant élevé. Ces derniéres ont
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M 13192733 41 69 83 90 97 103 111 118 132 139 146 153 160 164 jours

Figure 24 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 21, a I’échelle de 42 L, pendant la période de démarrage.
Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70%. Légende:

M ) Marqueur de référence. Les lettres identifient certaines bandes d’intérét.
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M 13 69 111 jours

Figure 25 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 19, a I’échelle de 12 m’, pendant la période de démarrage.
Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende: M)
Marqueur de référence. Le carré met en évidence les deux bandes d’intérét

identifiées par les lettres.
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M 20 91 160 jours

Figure 26 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 24, a Péchelle de 160 m’, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.
Légende : M) Marqueur de référence. Les lettres identifient les bandes

d’intérét.
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donc un contenu en G + C élevé. La population représentée par la lettre C (Figure 24) est
en quantité plus faible en a juger par I’intensité des bandes. Pour les réacteurs a I’échelle
laboratoire (Figure 24) et semi-industrielle (Figure 25), aucune population n’a été
détectée au début de la période de démarrage des réacteurs. Les populations
apparaissaient généralement aprés un certain temps d’incubation. Pour le réacteur a
I’échelle laboratoire, les populations sont apparues apres le jour 132 (Figure 24) et une
des deux bandes (B) était plus intense. Cependant, pour le réacteur # 19, a I’échelle de
12 m®, (Figure 25) les deux populations sont apparues apres le jour 69 et ce, en ayant des
intensités relatives similaires, mais faibles. Alors que pour le réacteur # 24, a I’échelle de
160 m>, (Figure 26), deux des populations ont été présentes (A et D) du jour 20 au jour
160, tandis qu’une (B) est apparue entre le jour 20 et 91. Finalement, la dernicre
population (E) est apparue entre le jour 91 et 160. Les profils des communautés des
réacteurs de méme volume ont présenté des profils quelque peu différents (Appendice C).
En effet, pour le réacteur # 22 a I’échelle de 42 L (Figure C-1), il y a seulement deux
populations présentes et elles apparaissent plus t6t dans la période de démarrage. De
plus, pour les réacteurs a l'échelle semi-industrielle # 17 et # 18 (Figures C-2 et C-3), les

populations semblent également apparaitre plus tot dans la période de démarrage.

3.4.1.2. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en conditions

normales de traitement

Dans le réacteur # 3 (Figure 27), d’une échelle de 42 L, deux populations (A et B)
étaient toujours présentes, tout au long du cycle de dégradation de 50 jours. Il s’agissait
des mémes populations principales retrouvées dans les réacteurs en période de démarrage,
représentées par les lettres A et B dans les Figures 24, 25 et 26, puisque la dénaturation
des fragments d’ADN se faisait au méme endroit. L’intensité de la bande du bas était
légérement plus intense (Figure 27), tout comme dans le cas de la Figure 24. Cela se voit
particuliérement bien au jour 50 du traitement. Les profils des communautés des

réacteurs de méme volume ont présenté des résultats similaires (Appendice D).
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Figure 27 : Profil des Archaea, ADN amplifi¢ avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 3, a Iéchelle de 42 L, pendant un cycle en conditions
normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et
70 %. Légende: M) Marqueur de référence. Les lettres identifient

certaines bandes d’intérét.
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3.4.1.3. Criblage des clones

Une génothéque de clones a été constituée a partir de I’échantillon du jour 164 du
réacteur # 21 (période de démarrage). Suite au criblage avec le RFLP, les clones ont été
répartis dans 16 groupes. Ces groupes ont été formes a la suite des combinaisons des
patrons de fragments de chaque enzyme comme le démontre, en exemple pour le clone
# 1 qui fait partie du groupe Ar 1, la Figure 28. Le Tableau E-1 de I’Appendice E montre

les groupes de clones formés.

Figure 28: Patrons des digestions des fragments du clone # 1 de la génothéque de
clones Arch D et Arch G. La concentration du gel d'agarose était de 2,0 %
(p/v). Légende: M) Marqueur «DNA ladder Plus» 100 pb. 1) Digestion avec
Rsal de I'ADN plasmidique et chromosomique du clone # 1. 2) Digestion
avec Hhal de l'insert du clone # 1.

Pour le criblage des clones sur le DGGE, six groupes ont été formés (Figure 29).

Le groupe K a été le plus abondant avec 86 % des clones. Pour ce groupe, la dénaturation
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Figure 29 : Profil de I’échantillon du réacteur # 21 au jour 164 et d’un représentant
de chaque groupe de clones obtenus avec la paire d’amorces Arch D et
Arch G. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende :
M) Marqueur de référence. E) échantillon. Les autres lettres correspondent

au nom attribué a chaque groupe de clones.

est survenue dans la partie inférieure du gel, 4 la méme hauteur que les deux bandes
présentes dans 1’échantillon de départ (il y a eu un débordement du puits du marqueur
dans le puits pour I’échantillon, ce qui explique des bandes dans le haut du gel). Tous les
clones de ce groupe présentaient au moins deux bandes. Aucune de ces bandes ne peut
représenter I’ADN chromosomique d’Escherichia coli (utilisée comme cellules hdtes),
étant donné que les amorces utilisées s’appariaient spécifiquement a I’ADN des 4rchaea.
D’ailleurs aucune bande ne se situait & la méme hauteur que le fragment de E. coli dans le
marqueur de référence. Dans ce doublet de bandes, 1’une était plus intense que I’autre et
c’était généralement celle du bas. Les groupes L, M, O et P présentaient également des
doublets de bandes. Par contre, ces derniéres n’ont pas migré a des hauteurs
correspondant & des fragments présents dans 1’échantillon rendant ainsi difficile
I’identification des clones. Finalement, pour ce qui est du dernier groupe, N, il présentait

plusieurs bandes.
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Seuls les groupes formés suite au criblage sur RFLP ont été retenus pour les
analyses statistiques. Deux groupes (Ar 6 et Ar 12) ont été exclus des analyses puisqu’ils
se sont avérés étre des chiméres. La Figure 30 montre la courbe de raréfaction obtenue
avec les 14 groupes. Cette courbe n’atteint pas de plateau suggérant que les 14 groupes
ne représentent pas toute la biodiversité de I’échantillon. De plus, selon I’algorithme de
Chaol, 34 groupes auraient dii étre isolés. Les 14 groupes obtenus représentent seulement

41,1 % de ce nombre.

20 -
8
b 15 4
D
(=3
w2
i 10
=
2
o) 5.
=]
=)
Z 0 L] L] L] ] L]
0 10 20 30 40 50

Nombre d’individus

Figure 30 : Courbe de raréfaction de la génothéque de clones formée avec la paire

d’amorces Arch D et Arch G.

3.4.1.4. Affiliations des groupes de clones

Comme les groupes ont été formés sur la base des différents patrons de digestion
obtenus suite au criblage avec la méthode du RFLP, un clone a été choisi par groupe pour
le séquencage de I’ADNr 16S. Cependant, pour le groupe Ar 4, deux clones ont été
choisis soit les clones # 6 et # 11. La majorité des clones, 87,8 % (groupe Ar 1, 3,4, 5, 7,
8, 10, 11, 13, 14, 15 et 16), sont apparentés au genre Methanoculleus. Le groupe Ar 2
(4,9 %) est apparenté au genre Methanosarcina, alors que le groupe Ar 9 (4,9 %) I'a été
au genre Methanocorspusculum. Quant au groupe Ar 3, représentant un seul clone
(2,4 %), I’analyse préliminaire de la séquence indiquait une chimére. Or, la majorité de la
séquence, soit 676 nucléotides, avait une affiliation avec le genre Methanogenium.

Puisque c’était la seule séquence présentant une affiliation avec ce genre, celle-ci a été
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conservée et utilisée pour 1’analyse phylogénique. Les séquences avaient une longueur de
690 pb pour I’analyse phylogénique. Les pourcentages d’identité entre les séquences des
clones et les séquences disponibles dans les banques de données étaient comprises entre
95 et 98 % pour les affiliations avec le genre Methanoculleus, de 98 % pour le genre
Methanocorpusculum, de 95 % pour le genre Methanosarcina et de 95 % pour le genre
Methanogenium. Suite a ’analyse statistique des séquences, un arbre phylogénique a été
construit (Figure 31) présentant quatre groupes d’espéces différentes. Escherichia coli

était le groupe externe.
3.4.2. Utilisation de la deuxiéme stratégie d’amplification

La deuxiéme paire d'amorce utilisée a été Arch 69f et Arch 958r. Celle-ci a servi
pour une analyse par DGGE, en combinaison avec la paire d’amorces Arch 344f et 534r
pour un PCR interne. La paire d’amorces Arch 69f et Arch 958r a également servi pour

la constitution d'une génothéque de clones.

3.4.2.1. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en période de

démarrage

L’utilisation de cette paire d’amorces a permis de mettre en évidence un minimum
de quatre populations présentes dans les échantillons. La dénaturation de ’ADN de ces
populations survenait a des endroits complétement différents de ceux retrouvés avec la
premiére stratégie d’amplification. De plus, en utilisant cette paire d’amorces, il y avait
cette fois un produit d’amplification dans I’échantillon du lisier brut (résultat non
présenté). Dans les profils, la bande principale se situait a des concentrations de
dénaturant relativement faible (Figures 32, 33 et 34). Les différentes bandes observées
étaient pour la plupart présentes dans tous les échantillons de liqueur mixte prélevés au
cours de la période de démarrage. 11 y a cependant des exceptions pour des populations,
représentée par les lettres A et B, qui apparaissent aprés les jours 69 et 139 dans le profil

observé pour le réacteur # 21, & I’échelle laboratoire de 42 L (Figure 32). Cependant,
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Figure 31 : Arbre phylogénique de la génothéque de clones Archaea formée avec la
paire d’amorces Arch D et Arch G. Légende: La barre représente une

substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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Figure 32 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 21, a 1’échelle de 42 L, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.
Légende : M) Marqueur de référence. Les lettres identifient certaines

bandes d’intérét.
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Figure 33 : Profil des Archaea, ADN amplifiés avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 19, a Iéchelle de 12 m3, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.
Légende : M )Marqueur de référence. La lettre identifie une bande

d’intérét.
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Figure 34 : Profil des Archaea, ADN amplifi¢ avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 24, a P’échelle de 160 m’, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.
Légende : M )Marqueur de référence. La lettre identifie une bande

d’intérét.
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dans les réacteurs # 19, a I’échelle de 12 m’ (Figure 33) et # 24 a I’échelle de 160 m’
(Figure 34) la bande A était présente bien avant et elle augmentait en intensité avec le
temps. Quant a la bande B, elle n’est pas présente dans les Figures 33 et 34. Les profils
des communautés des réacteurs de méme volume ont présenté des résultats similaires
(Appendice F). Cependant, pour les profils observés pour les réacteurs a I’échelle semi-
industrielle # 17 et # 18 (Figures F-2 et F-3), la bande représentée par la lettre A (Figure

33) est présente dans le jour 13, mais pas par la suite.

3.4.2.2. Profils des communautés microbiennes sur DGGE des réacteurs en conditions

normales de traitement

Trois populations étaient présentes dans ce type de profil (Figure 35). Il s’agissait
des mémes populations que dans les profils des réacteurs en période de démarrage a
P’exception de la bande A (Figures 32, 33 et 34) qui n’était plus présente. Comme
observé précédemment, la premiére bande était plus intense que les deux autres. Les trois
populations étaient stables tout au long du cycle de traitement. Le méme type de profil a
été observé pour le réacteur # 4 (Figure G-1, Appendice G). Par contre, dans les profils
observés pour les réacteurs # 5 et # 6 (Figures G-2 et G-3, Appendice G), une quatrieéme

bande apparait dénaturant a la méme hauteur que la bande A des Figures 32, 33 et 34.
3.4.2.3. Criblage des clones

Une génothéque de clones a été constituée  partir de 1’échantillon du jour 164 du
réacteur # 21 (période de démarrage). Le criblage des 44 clones a été fait en utilisant
deux méthodes, soit le RFLP et le DGGE. Suite au criblage avec le RFLP, les clones ont
été répartis dans 17 groupes. La Figure 36 montre, en exemple pour le clone # 102 qui
fait parti du groupe Ar 19, une combinaison des deux patrons de digestion. Le Tableau

H-1 de I’ Appendice H montre les groupes de clones formés.
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Figure 35 : Profil des Archaea, ADN amplifi¢ avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 3, a échelle de 42 L, au cours du cycle en
conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait

entre 20 et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.

M1 2 M

Figure 36 : Patrons des digestions des fragments du clone # 102 de la génothéque de
clones Arch 69f et Arch 958r. La concentration du gel d'agarose était de
2,0% (p/v). Légende: M) Marqueur «DNA ladder Plus» 100 pb. I)
Digestion avec Rsal de 'ADN plasmidique et chromosomique du clone #
102. 2) Digestion avec Hhal de l'insert du clone # 102.
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Pour ce qui était du criblage sur le DGGE, sept groupes de clones ont été formés

(Figure 37). Il y a tout d’abord le groupe T qui représente la premiére bande dans

M ETR W S Q V X

Figure 37 : Profil de ’échantillon du réacteur # 21 au jour 164 et d’un représentant
de chaque groupe de clones obtenus avec la paire d’amorces Arch 69f et
Arch 958r. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende :
M) Marqueur de référence. E) échantillon. Les autres lettres correspondent

au nom attribué a chaque groupe de clones.

dans 1’échantillon, soit la plus intense. C’était d’ailleurs dans ce groupe qu’il y a le plus
de clones, soit 40,5 %. Il y a ensuite les groupes R (27 %) et W (8,1 %) qui représentent
les deuxiéme et troisiéme bandes. Finalement, le groupe S (5,4 %) représente la
quatriéme bande au bas du gel. Les trois autres groupes formés, soit Q (13,5 %), V

(2,7 %) et X (2,7 %), n’étaient pas reliés a une bande dans 1’échantillon de départ.

Seul les groupes formés suite au criblage sur RFLP ont été retenus pour les
analyses statistiques. La Figure 38 montre la courbe de raréfaction obtenue avec les 17

groupes. La courbe n’atteint pas de plateau suggérant que les 17 groupes ne représentent
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pas toute la biodiversité de I’échantillon. De plus, selon I’algorithme de Chaol, 23
groupes auraient dii étre isolés. Les 17 groupes obtenus représentent 73,9 % de ce

nombre.
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Figure 38 : Courbe de raréfaction de la génothéque de clones formée avec la paire

d’amorces Arch 69f et Arch 958r.

3.4.2.4. Affiliations des groupes de clones

Puisque les groupes ont été formés sur la base des différents patrons de digestion
obtenus suite au criblage avec la méthode du RFLP, un clone a été choisi par groupe pour
le séquengage de I’ADNr 16S. Pour I’analyse phylogénique, les séquences avaient des
longueurs de 953 pb. Suite a4 I’analyse des séquences, les différents groupes ont été
rassemblés en quatre genres distincts. Les groupes représentant le plus de clones, avec
38,6 %, étaient apparentés au genre Methanobrevibacter. Le deuxiéme groupe de clones
en importance, 29,5 %, étaient apparenté au genre Methanosaeta, tandis que le troisiéme
groupe, avec 25 % des clones, I’était au genre Methanosphaera. Enfin, seulement 6,8 %
des clones ont été apparentés au genre Methanobacterium. Les pourcentages d’identité
des séquences sont élevés avec les genres Methanobrevibacter (97-99 %) et
Methanosaeta (96-98 %). Le pourcentage d’identité avec le genre Methanobacterium se
situait entre 94 et 96 %, tandis qu’avec le genre Methanosphaera il était plus bas, soit
entre 94 et 95 %. Pour I’arbre phylogénique (Figure 39), Escherichia coli était le groupe

externe.
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Figure 39 : Arbre phylogénique de la génothéque de clone Archaea formée avec la
paire d’amorces Arch 69f et Arch 958r. Légende : La barre représente une

substitution d’un nucléotide a chaque centaine (1 %).
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4.1. Lyse cellulaire

La méthode de lyse utilisée pour cette étude, qui consistait en la friction des billes
de verres et des cellules en présence d’EDTA, a donné de bons résultats. En effet, ’ADN
n’est pas fragmenté et est en bonne quantité. Le EDTA joue son rdle de chélateur d’ions
aux ADNases et permet une bonne conservation & toutes les étapes de manipulation des
échantillons. Selon une étude de Curtis et Craine (1998), la méthode des billes de verres
est la plus efficace, car elle a permis de mettre en évidence un plus grand nombre de
populations dans leurs échantillons. Moré et al. (1994) ont méme démontré que cette
méthode est plus efficace que celle du gel-dégel pour des échantillons complexes.
Cependant, dans une lyse cellulaire, il est presque impossible de briser toutes les parois
des cellules, surtout lorsque 1’échantillon est complexe tel que la liqueur mixte de
réacteurs (Curtis et Craine, 1998; Zhang et Fang, 2000). Malheureusement, nous n’avons
pas pu vérifier le pourcentage de cellules lysées en microscopie dii a des difficultés

rencontrées.

4.2. Domaine des Eubacteria

La biomasse des réacteurs anaérobies étudiée dans cette recherche est constituée
de populations appartenant majoritairement au domaine des Eubacteria. En fait, les
méthodes utilisées ne permettent pas de quantifier la proportion relative des deux
domaines bactériens présents. Par contre, il a fallu utiliser une technique de PCR interne
pour amplifier les espéces du domaine Archaea démontrant ainsi leur faible abondance.
Pour le domaine des Eubacteria, il y avait toujours d’excellentes amplifications et I’'usage
d’une deuxiéme amplification n’était pas nécessaire. Cependant, puisque les espéces
appartenant au domaine Eubacteria n’effectuent pas 1’étape finale de la dégradation, qui
est la formation du méthane, les études antérieures n’ont pas mis I’accent sur I’analyse de

ce domaine.
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4.2.1. Choix des amorces

Le choix des amorces pour le domaine des Eubacteria est basé sur les travaux de
Muyzer et al. (1993) qui utilisaient la paire d’amorce 341f, avec une pince GC, et 534r
pour analyser différentes populations de souches pures et ainsi prouver I’efficacité du
DGGE. Cette paire d’amorces est tout a fait désignée pour amplifier les régions
conservées des séquences des ADNr 16S des différentes especes appartenant a ce
domaine (Watanabe, Kodama et Harayama, 2001). La combinaison de ces deux amorces,
341f qui est spécifique au domaine des Eubacteria et 534r qui est universelle, permet
d’amplifier le plus d’espéces possibles dans les échantillons (Qvreas el al., 1997).
D’ailleurs, la diversité retrouvée dans les profils des Eubacteria (Figures 9,10, 11 et 12)
démontre bien que cette paire d’amorces réussit a amplifier beaucoup d’especes.
D’autres auteurs ont utilisé les mémes amorces pour étudier des populations bactériennes
semblables (Ferrari et Hollibaugh, 1999; Hollibaugh, Wong et Murrell, 2000; Ishii, Fukui
et Takii, 2000; Luxmy, Nakajima et Yamamoto, 2000; Onuki ef al., 2000). L’utilisation
de ces amorces par ces auteurs a permis de mettre en évidence des populations
appartenant a des genres tels que Lactobacillus, Bacillus, Nitrobacter et Nitrosomonas.
Les amorces utilisées ne sont pas dégénérées. L'amplification d'un fragment unique
d'ADN avec de telles amorces dégénérées formerait un produit de PCR mixte qui pourrait
se séparer sur DGGE (Kowalchuk ef al., 1997). Notons finalement que la longueur du

fragment, environ 200 pb, permet une bonne séparation sur le DGGE.
4.2.2. Criblage de la génothéque de clones

La génothéque de clones formée pour le domaine Eubacteria n’est pas complete.
En effet, selon I’analyse de raréfaction (Figure 15), I’allure de la courbe ne démontre pas
que toutes les espéces ont été isolées. L’analyse de raréfaction permet de supposer le
nombre d’espéces dans I’échantillon selon le nombre d’individus déja isolés. En d’autres
mots, elle permet de déterminer quelle fraction des espéces présentes dans la communauté
a été détectée. C’est I’allure de la courbe qui permet de déterminer si toutes les especes

ont été détectées. En effet, si la courbe est prononcée, cela indique une grande diversité.
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Si la courbe forme un plateau, cela indique que presque tous les individus ont été isolés,
donc que la génothéque de clones est complétée. Dans notre cas, 20 groupes de clones
(excluant les chiméres) ont été isolés alors que selon I’algorithme de Chaol, il y aurait
théoriquement 36 groupes présents. Il aurait fallu continuer d’isoler des clones pour avoir

une bonne représentativité de la communauté microbienne.

Le criblage sur DGGE est une méthode rapide permettant de discriminer les
clones. Cependant, ce n’est pas parce que deux fragments, provenant de deux clones
distincts, se situent 4 la méme hauteur qu’ils ont nécessairement exactement la méme
séquence. Par exemple, deux bandes migrant a la méme hauteur et formant le groupe H
ont été séquencées, soit celles provenant des clones # 73 et # 120. Malgré le fait qu’ils
appartiennent tous les deux au super groupe des Clostridium (Figure 20), ils n’ont pas le
méme embranchement et la distance phylogénique entre les clones est trés élevée
indiquant qu’ils sont passablement différents. D’ailleurs, I’homologie entre les séquences
est de seulement 70 %. Une étude de Lapara et al. (2000) a démontré le méme
phénomeéne oul des bandes provenant de clones co-migraient vis-a-vis une méme bande de
I’échantillon, mais elles possédaient des séquences différentes. Il est donc possible, dans
cette étude, que des clones aient été mis dans un méme groupe suite au criblage sur le
DGGE, mais qu’ils aient des séquences différentes et qu’ils soient affiliés a des genres
bactériens différents. Ainsi, la biodiversité de la communauté est probablement plus
élevée que celle que nous avons observée. Pour éviter ce probléme, une autre méthode de
criblage aurait pu étre utilisée, tel le RFLP utilisé avec le domaine des Archaea, ou encore
un gradient de dénaturant plus restreint aurait pu étre employé. Ainsi, il aurait €té
possible de mettre en évidence de faibles différences dans les positions de bandes qui

migraient de fagon similaire.
4.2.3. Analyse des arbres phylogéniques
L’identification des Eubacteria présents dans un réacteur en conditions normales

de traitement & une température de 20 °C révéle des populations trés diversifiées. Les

faibles pourcentages d’affiliation entre les séquences inconnues et les séquences
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disponibles dans les banques de données peuvent s’expliquer par le fait qu’il n’y a pas eu
d’étude portant sur I’identification des micro-organismes, se basant sur I’ADNr 16S,
présents dans un réacteur en anaérobie dégradant le lisier de porc lorsque la température
de fonctionnement est 4 20 °C. Les banques de données sont dépourvues de telles
informations. Cependant, il est possible de lier les séquences a des groupes ou des
genres, ce qui confirme que ces derniers proviennent de micro-organismes bel et bien
présents dans le réacteur et non d’artefacts. D’ailleurs toutes les séquences ont été

analysées pour connaitre les éventuelles chimeéres.

Le plus grand nombre des clones criblés a été affilié aux Bacteroides (Figure 16),
un genre Gram-négatif. Les bactéries appartenant & ce genre sont des organismes
anaérobies stricts, ayant un métabolisme fermentaire. Elles utilisent entre autres le
peptone pour produire des acides gras volatils tel le butyrate (Holt et Krieg, 1984). Dans
I’étude de Leser et al. (2002) qui analysait les populations dans des intestins de porcs,
c’est le genre Bacteroides qui dominait. Il est possible de retrouver ce genre dans
d’autres environnements tels que des intestins d’humains (Suau et al., 1999) et dans un
réacteur anaérobie ayant comme substrat les déchets de distillation du vin (Godon e al.,
1997). Les espéces, tels que Bacteroides uniformis, B. eggerthii, B. fragilis et B. caccae,
sont voisines des groupes de clones A, B et F (Figure 16) obtenus dans cette étude, tout
comme dans les études de Suan ef al. (1999) portant sur les intestins d’humains, de Leser
et al. (2002) portant sur les intestins de porcs et de Whitehead et Cotta (2001) portant sur

le lisier.

Deux groupes de la génothéque de clones ont été affiliés a des genres qui sont tres
rapprochés soit Spirochete et Treponema (Figure 17). Ces mémes genres ont été isolés
dans des intestins de termites (Leadbetter ef al., 1999) et dans le lisier de porc (Whitehead
et Cotta, 2001). Ces études ont mis en évidence que le métabolisme de ces genres
permettait, entre autres, de former de ’acétate & partir du H; et du CO,. Les affiliations
des clones dans les études de Leadbetter er al. (1999) et Whitehead et Cotta (2001)
ressemblent a celles retrouvées dans cette étude, soit avec de longues distances

phylogéniques et des embranchements avec des séquences non identifiées.
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Pour ce qui est de I’arbre phylogénique du groupe des Caloramator (Figure 19),
les clones des groupes O, N et T ont été affiliés, entre autres, avec différentes espéces de
Caloramator et avec Thermonbrachium celer, quoique les analyses statistiques par
«bootstrap» ne permettent pas de conclure que ces trois groupes ont une relation avec ces
genres. Une étude effectuée par Hengstmann ef al. (1999) a démontré le méme constat
alors qu’ils identifiaient des micro-organismes présents dans les rizieres. Une étude de
Engle et al. (1999) sur Thermonbrachium celer, démontre que ce micro-organisme
produit de I’acétate, du formate, du CO; et du H,. De plus, une espece de Caloramator
citée dans ce méme article nous apprend qu’elle produit de I’acétate, du butyrate, du

valérate, du CO, et du H,.

Plusieurs groupes de clones ont été affiliés avec des genres appartenant au super
groupe des Clostridium (Figure 20). Nous remarquons qu’il y a quatre sous-groupes, soit
celui des genres Syntrophomonas, Clostridium, Desulfotomaculum et un groupe formé
avec des séquences non identifiées. Le clone # 73 du groupe H a été affilié au genre
Syntrophomonas. Ce genre a déja été isolé dans un réacteur a température mésophile
(Hansen, Ahring et Raskin, 1999) ou le principal substrat était constitué d’acides gras.
D’ailleurs S. wolfei a été la premiére espéce a étre décrite comme étant capable d’oxyder
le butyrate (Dong et Stams, 1995). Les produits formés par 1’oxydation du butyrate sont
le H, et le formate. Le genre Syntrophomonas a également été isolé dans un réacteur
anaérobie ayant comme substrat de I’eau usée provenant de la distillation du vin (Godon
et al., 1997). Quant au groupe S, il s’apparente plus proprement dit a Clostridium, un
genre Gram-positif, reconnu pour croitre dans des conditions anaérobies. Les bactéries
appartenant a ce genre produisent des acides organiques et des alcools a partir des
carbohydrates (Holt et Sneath, 1984). Ce genre est retrouvé en grand nombre dans les
clones isolés d’intestin de porc (Leser et al, 2002). Les groupes Z et J ont un
embranchement commun avec le genre Desulfotomaculum, cependant c’est le méme
embranchement qu’avec le genre Syntrophomonas, ce qui laisse des doutes sur la
véritablement affiliation de ces clones. Finalement, les groupes L, U et le clone # 120 du
groupe H ont été affiliés avec des séquences non identifiées rendant ainsi leur

identification difficile.
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Quant aux groupes C, V et Q, les séquences les plus approchées appartiennent au
genre Acholeplasma, quoique I’embranchement des trois groupes se situent a ’extérieur
de ceux-ci (Figure 18). Le genre Acholeplasma est un Gram-négatif ayant un
métabolisme fermentaire (Holt et Krieg, 1984). Ce sont les carbohydrates qui leur
servent de substrat. Habituellement, les bactéries appartenant & ce genre sont des
parasites d’hdtes vertébrés, mais peuvent étre retrouvées dans la flore des plantes et des
insectes. Le groupe K a des affiliations avec le genre Alkaliphilus (Figure 23). Ce genre
se classe parmi les bactéries alcalophiles, c’est-a-dire des bactéries qui croissent dans un
environnement salin et 4 un pH entre 7,0 et 12,0. Les bactéries alcalophiles comprennent
divers groupes autant dans le domaine Eubacteria (Bacillus spp.) qu’Archaea
(Natrobacterium spp.) (Krulwich et Guffantii, 1989). Tous ces groupes ont des
métabolismes différents et comprennent soit des bactéries aérobies, anaérobies
facultatives et anaérobies strictes. Aucune étude antérieure n’a démontré la présence des
genres Acholeplasma et Alkaliphilus dans des environnements semblables a celui étudié

ici.

Pour ce qui est des groupes qui n’ont pu étre affiliés avec des genres précis, il y a
les groupes P (Figure 21) et R (Figure 22). A la suite de la recherche dans les banques de
données, la séquence analysée du groupe P a des affiliations éloignées avec le genre
Lactobacillus. C’est le méme constat avec la séquence du groupe R, mais I’affiliation se
fait avec le genre Streptococcus. Les bactéries appartenant au genre Lactobacillus, un
Gram-positif, ont un métabolisme fermentaire. Elles produisent entre autres de 1’acétate,
du formate et du CO, (Holt et Sneath, 1984). Cependant, elles ne produisent pas d’acides
gras volatils & plus de deux atomes de carbones. Quant aux bactéries appartenant au
genre Streptococcus, un Gram-positif, elles ont également un métabolisme fermentaire
dont le produit final est principalement de I’acide lactique (Holt et Sneath, 1984). Selon
Leser et al. (2002) et Whitehead et Cotta (2001), ces deux genres sont présents dans le

lisier brut.
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4.2.4. Analyse des profils

L’interprétation d’'un DGGE doit se faire en tenant compte des bandes qui
apparaissent, disparaissent ou diminuent en intensit¢ d’un échantillon a P’autre sur un
méme gel. Puisque la méme quantité d’ADN a été utilisée pour chaque échantillon, une
diminution en intensité d’une bande peut étre interprétée comme une diminution de
I’abondance relative des bactéries appartenant a une population donnée. Cependant, le
DGGE n’est pas une méthode reconnue pour quantifier le nombre exact de populations

présentes dans les échantillons.

L’analyse des profils des réacteurs en période de démarrage (Figures 9, 10 et 11)
démontre une variété des populations. Celles qui sont présentes dans le lisier et dont le
role n’est probablement pas important disparaissent plus ou moins rapidement. Ce sont
probablement des bactéries qui ne sont pas favorisées sous les conditions de démarrage.
Quant & 1’apparition de populations dans les échantillons de liqueur mixte, soit celles
représentées par la lettre B dans les Figures 9, 10 et 11, il s’agit probablement de bactéries
anaérobies strictes présentes au départ dans le lisier et dont la croissance est accélérée
dans le réacteur. Leur nombre devient donc plus important et la méthode du PCR-DGGE
permet de les détecter. Par contre, certaines de ces populations ont diminué avec le
nombre de jours de démarrage ce qui pourrait étre attribué a la diminution de la
concentration de certains substrats. Compte tenu de la hauteur de dénaturation des
fragments, ces populations possédent probablement un faible pourcentage en G + C.
Selon les études de Leser ef al. (2002) et de Whitehead et Cotta (2001), ce sont ces types
de bactéries qui sont le plus souvent isolées dans les intestins et dans le lisier de porcs.
Dans notre cas, ces populations, n’ont pas été identifiées formellement puisqu’elles
n’étaient plus présentes dans I’échantillon qui a servi a former la génotheéque de clones
(Figure 14). Ces populations ne seraient probablement pas importante au niveau du
traitement comme tel. L’augmentation de D’intensité relative des bandes signifierait
probablement que les populations qui y sont reliées ont un réle plus important, donc leur
nombre augmente. Quant a la bande identifiée par la lettre A dans les Figures 9, 10 et 11,

elle diminue en intensité tout au long de la période de démarrage, alors qu’elle est intense
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tout au long du cycle de traitement (C, Figure 12). Selon la hauteur de migration de cette
bande, nous pouvons la relier aux groupes A et B, groupes représentant le genre
Bacteroides (Figures 14 et 16). Puisque la période de démarrage est trés longue, il serait
normal qu’une population fermentaire diminue en nombre, alors que la période d’un cycle
de traitement (50 jours) n’est pas assez long pour affecter cette population. Aprés un
certain temps de démarrage, les populations présentes semblent se maintenir a une

concentration stable.

Lorsque les réacteurs sont en conditions normales de traitement, 1’abondance
relative des différentes populations se maintient tout au long du cycle (Figure 12). Elles
ne disparaissent pas méme si elles ne participent pas nécessairement a la dégradation de la
matiére organique. En effet, lors d’un cycle de traitements, la dégradation des polymeres
complexes se fait au tout début, suivi de la dégradation des acides gras volatils et ensuite
la production du biogaz. Lors de cette derniére étape, nous pouvons supposer que les
Eubacteria sont moins actifs, donc présents en moins grand nombre. Or, les Eubacteria
sont présents tout au long du cycle et la concentration des différentes populations est
stable. L’explication provient peut-étre du fait qu’étant donné que les méthodes utilisées
visent I’ADN, une population peut étre détectée méme si elle n’est pas nécessairement

active.

Lorsque nous comparons les profils des Eubacteria retrouvés dans les réacteurs en
période de démarrage (Figures 9, 10 et 11) et en conditions normales de traitement
(Figure 12), nous remarquons que les lisiers bruts ne présentent pas exactement les
mémes populations, surtout dans le haut du gel. Pour cette étude, deux lots de lisier
différents ont été utilisés. Un des lots, celui présenté & la Figure 12, a été conserve
quelques temps avant d’étre utilisé. Ce qui pourrait expliquer la présence de certaines
populations dans ce lisier par rapport au lisier présenté aux Figures 9, 10 et 11. Certaines
populations dans les liqueurs mixtes sont également différentes. En plus de celles
dénaturant dans le haut du gel (représentées par la lettre B), il y a des différences tout au
long du gradient de dénaturant. Plusieurs bandes principales sont cependant présentes en

intensité relative différente. Il est important de noter que les températures de
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fonctionnement des réacteurs n’étaient pas les mémes. Pour les réacteurs en période de
démarrage, les températures étaient a 27 et 28 °C, alors que pour les réacteurs en
conditions normales de traitement, la température de fonctionnement était a 20 °C.
L’écart de température peut expliquer en partie les différences dans les profils. Ces
températures d'opération ont été choisies par Agriculture et Agro-alimentaire Canada dans

le but de répondre a d'autres objectifs de leur programme de recherche.
4.2.5. Analyse des acides gras volatils

Le suivi des acides gras volatils (Figures 3 et 4) démontre dans un premier temps
I’hydrolyse de la matiére organique par les organismes fermentaires ce qui explique
I’augmentation de leur concentration. Dans un deuxiéme temps, il y a utilisation des

acides gras volatils donc une baisse de leur concentration.

En analysant les courbes, nous remarquons que 1’augmentation de la concentration
des acides gras volatils entre les jours 13 et 19 (Figure 3A) concorde avec I’apparition de
populations tel que révélé au jour 19 dans la Figure 9 (représentées par la lettre B). Or,
ces populations n’ont pas été identifiées au cours de cette étude. Clest la méme
constatation pour les Figures 10 et 11 ou des populations font leur apparition avant les
jours 13 et 20. A ces jours, nous remarquons une augmentation des acides gras volatils
dans les Figures 3B et 3C. Cependant, & partir du moment ot la concentration des acides
gras volatils a baissé, soit aprés plus de 90 jours (Figure 3), I'intensité des bandes a

diminué (Figures 9, 10 et 11).

La variation de la concentration des acides gras volatils dans les réacteurs en
conditions normales de traitement (Figure 4) n’est pas reflétée par la stabilité des
populations présentes (Figure 12). Ceci s’explique probablement par la petite durée de
I’incubation, soit 50 jours comparativement a 164, 111 et 167 jours pour les périodes de

démarrage, ainsi que par la température d’incubation plus basse.
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4.3. Domaine des Archaea

Le probléme majeur avec le domaine des Archaea est la difficulté d’obtenir un
produit de PCR a partir de I’ADN total extrait. Un PCR interne a été nécessaire. Selon
Berthelet, Whyte et Greer (1996), l'utilisation d’'un PCR interne sert a améliorer la

spécificité et la sensibilité de I’amplification.
4.3.1. Choix des amorces

Pour ce qui est des choix des amorces pour ce domaine, il n’y a pas de consensus
en ce qui concerne des amorces qui amplifieraient tous les Archaea présents dans un
méme échantillon. Il faut donc choisir en fonction des espéces susceptibles de se
retrouver dans I’échantillon. Dans notre cas, nous savions que les Archaea présents
appartenaient au groupe des méthanogénes, ces derniers faisant partie des Euryarchaeota,
un des deux phylum du domaine Archaea. Les méthanogénes se divisent en trois
catégories (Garcia, Patel et Olivier, 2000) : le premier groupe oxyde le formate, le H; et
réduise le CO, pour former le CHy, le deuxiéme groupe utilise des composés méthylés et

le troisiéme groupe utilise I’acétate.

Dans cette étude, différentes paires d’amorces ont été testées (Cabriol et al., 1998,
Casamayor ef al., 2000; Chan, Liu et Fang, 2001; Marchesi et al., 2001; Pinar et al.,
2001; Vetriani ef al., 1999). De ces essais, deux paires distinctes ont été retenues soit les
paires Arch D-Arch G et Arch 69f-Arch 958r. Lorsque ces amorces étaient utilisées, il
n’y avait pas de produit non spécifique détecté et la longueur du fragment correspondait a
I’ADNr 16S au complet ou du moins en bonne partie. Ces amorces étaient dégénérées
dans le but d’aller chercher tous les Archaea présents dans I’échantillon. Le choix de la
paire d’amorce pour la deuxiéme amplification avait comme contrainte que le produit de
PCR formé devait avoir une longueur de 200 pb de maniére a étre facilement séparable
sur DGGE. Le choix s’est arrété sur les amorces 344f, spécifique au domaine Archaea, et
534r, qui est universelle (Casamayor et al., 2000; Pinar et al., 2001; Vetriani et al., 1999).

Ces amorces n’étaient pas dégénérées.
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4.3.2. Premiére stratégie d’amplification

La premiére stratégie d’amplification utilisait la paire d’amorces Arch D et
Arch G qui amplifiait I’ADNr 16S au complet, suivi d’une deuxiéme amplification avec

les amorces Arch 344f et 534r (PCR interne).

4.3.2.1. Criblage de la génothéque de clones

Selon 1’analyse de raréfaction (Figure 30), cette génothéque de clones n’est pas
compléte, car d'aprés I’allure de la courbe aucun plateau n’a été atteint. Cependant, le
critére de sélection fait en sorte que tous les organismes potentiellement présents, y
compris les espéces et méme les sous-espéces, sont pris en considération. Ainsi, selon
I’algorithme de Chaol, 34 groupes auraient dii étre trouvés. Nous avons pu isoler 16
groupes qui ont été affiliés a quatre genres de méthanogénes qui sont peut-étre les genres
dominants lors de la période de démarrage. Cependant, 1’isolement d’autres clones serait

nécessaire pour identifier toutes les souches et les espéces présentes.

Le criblage des clones s’est fait dans un premier temps en utilisant la méthode du
RFLP ou 14 groupes (excluant les chiméres) ont été formés. Le criblage a également été
fait en utilisant la méthode du DGGE (Figure 29). La présence de moins de groupes en
DGGE pourrait s’expliquer par le fait qu’une partie seulement de I’ADNr 16S (environ
200 pb) est inspectée comparativement au criblage par RFLP o tout I’ADNr 168 est pris
en considération (1 500 pb). La présence des doublets avec le criblage en DGGE pourrait
s’expliquer par la présence de conformations secondaires des séquences ou la présence de
plusieurs ADNr 16S (Curtis et Craine, 1998; Hollibaugh, Wong et Murrell, 2000). Or,
puisque 1’amplification provenait d’insert unique, il est impossible qu’il y ait présence de
plusieurs ADNr 16S. De plus, la présence de contaminant probable a été vérifiée par un
témoin pour chaque réaction de PCR. En comparant les groupes formés en RFLP et ceux
formés en DGGE, nous remarquons que certains groupes RFLP se retrouvent dans plus
d’un groupe DGGE. Ceci signifie que certains clones ont été placés dans un méme

groupe suite au criblage en RFLP, alors qu’ils ont migré a des hauteurs différentes sur le
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DGGE indiquant qu’ils ont des séquences différentes. Nous nous sommes rendus compte
de cet état de fait tardivement et le temps nous a manqué pour faire les analyses
supplémentaires requises pour tenir compte du criblage par DGGE. Pour cette raison,
seul le criblage en RFLP a été considéré pour distinguer les clones éliminant ainsi la
possibilité de relier les clones a des bandes dans I’échantillon, donc les bandes a des

genres de méthanogénes.
4.3.2.2. Analyse de l’arbre phylogénique

Lors de I’analyse des séquences provenant du clonage de I’échantillon, quatre
genres sont ressortis des affiliations soit Methanoculleus, Methanocorpusculum,
Methanogenium et Methanosarcina (Figure 31). Les genres Methanoculleus,
Methanocorpusculum et Methanogenium appartiennent tous les trois a l’ordre des
Methanomicrobiales. Ce sont des méthanogeénes hydrogénotrophes, donc qui produisent
le méthane a partir de la combinaison H;-CO; et également a partir du formate (Garcia,
Patel et Olivier, 2000; Rouviére et al., 1992). Ils sont Gram-négatifs et ils ont des formes

de coques irréguliers (Maestrojuan et al., 1990; Zellner et al., 1999).

Les séquences reliées au genre Methanoculleus se divisent en deux groupes
(Figure 31). Tout d’abord, il y a les groupes Ar 4, Ar 7, Ar 10, Ar 14 et Ar 15 qui ont des
affiliations avec les espéces M. olentangyi, M. bourgensis et M. oldenbourgensis.
Ensuite, il y a les groupes Ar 1, Ar 5, Ar 8, Ar 11, Ar 13 et Ar 16 qui ont des affiliations
plus prés des genres M. chekugoensis, M. submarinus et M. marisnigris. Cependant,
toutes ces espéces utilisent la combinaison du H, et du CO; et le formate pour produire le
méthane, mais pas I’acétate (Zellner et al., 1999). Les températures de croissance
optimales de M. olentangyi, M. bourgensis, M. chekugoensis et de M. marisnigris se
situent entre 20 et 37 °C, mais les bactéries appartenant a ces espéces peuvent croitre a des
températures allant de 10 & 55 °C (Zellner ef al., 1999). Ces températures de croissance
sont compatibles avec celle du réacteur en période de démarrage ou I’échantillon a été
prélevé soit 27 °C. Quant & leur pourcentage en G + C, il se situe entre 51 et 62 %. Donc,

un pourcentage relativement élevé ce qui expliquerait que la dénaturation des fragments
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se fait & des concentrations de dénaturant élevées. Jusqu’a présent, Methanoculleus
chekugoensis et M. marisnigris ont été isolés d’un échantillon de riziére (Dianou et al.,
2001; Joulain et al., 1998). M. marisnigris a également été isolé d’un effluent d’un
réacteur anaérobie de lisier de porc (Maestrojuan et al., 1990) et d’une fosse a lisier
(Whitehead et Cotta, 1999). Finalement, M. bourgensis a ét¢ isolé de boues d’épuration

(Maestrojuan et al., 1990).

Le groupe Ar 9 a des affiliations avec le genre Methanocorpusculum. Ce genre
oxyde le formate, ainsi que le Hz en combinaison avec le CO, (Zeller et al., 1989) pour
produire le méthane. Le pourcentage en G + C de Methanocorpusculum se situe entre 48
et 54 %. Les trois espéces de Methanocorpusculum affiliées a la séquence du clone sont
M. parvum, M. bavaricum et M. sinense. Les deux premiers ont une température de
croissance optimale 4 37 °C, tandis que le dernier croit & une température de 30 °C, donc
prés de celle du réacteur, 27 °C, ou I’échantillon a été prélevé pour former la génotheque
de clone. L’isolement de M. parvum a été fait dans une fosse a lisier de porc (Whitehead
et Cotta, 1999), M. bavaricum dans un sédiment d’eau boueuse et finalement M. sinense

de I’eau usée provenant d’une distillerie (Zeller ef al., 1989).

Le groupe Ar 3 a été affilié avec le genre Methanogenium qui est caractérisé par le
fait que nombre des espéces classées a priori dans ce genre ont été reclassées dans le
genre Methanoculleus. Par exemple, Methanoculleus marisnigris, M. thermophilicum,
M. bourgensis et M. olentangyi étaient tous classés dans le genre Methanogenium
(Maestrojuan et al., 1990). 1l existe cing espéces de Methanogenium et leur contenu en
G + C varie entre 47 et 52 % (Garcia, Patel et Olivier, 2000). Les espéces observées
peuvent étre psychrophile, mésophile ou thermophile (Garrity, Boone et Castenholz,
2001). Un de leur habitat sont les sédiments marins o leur fonction est probablement
reliée a I’enlévement de ’hydrogéne gazeux. C’est a I’espéce M. organophilum que la
séquence du groupe Ar 3 est affiliée. La source de carbone de cette espece est 1’acétate,

tandis qu’elle utilise le formate ou le H; combiné au CO; pour former le méthane.
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Enfin, le groupe Ar 2 a été affilié au genre Methanosarcina qui représente les
méthanogeénes acétotrophes prédominants dans plusieurs écosystémes anaérobies ou la
matiére organique est complétement dégradée en CO; et en CHy (Garcia, Patel et Olivier,
2000). Ce genre est retrouvé dans I’eau fraiche, la boue, des sols anoxiques, des lagunes
et des réacteurs anaérobies. Il a également été isolé dans le rumen de la vache (Whitford,
Teather et Forster, 2001). Il peut utiliser I’acétate, la combinaison H, et CO; ainsi que
des composés méthylés pour produire le méthane (Garcia, Patel et Olivier, 2000). Les
Methanosarcina sont reconnus pour croitre lorsque la concentration en acétate est €élevée,
soit environ 2 000 mg/L (Zheng et Raskin, 2000). Or I’échantillon utilisé pour la
construction de la génothéque de clones a été prélevé lorsque la concentration en acétate
était basse, soit 277 mg/L, ce qui peut expliquer la faible abondance de ce genre. De plus,
ce clone est relativement éloigné des espéces de Methanosarcina isolées jusqu’a présent
rendant I’affiliation plus difficile, le pourcentage d’identité avec les séquences connues
étant de seulement 95 %. Cependant, la croissance de Methanosarcina a une température
de 27 °C est possible, puisqu’un M. siciliae C2J est considérée comme mésophile et peut

croitre & des températures se situant entre 20 et 40 °C (Elberson et Sowers, 1997).
4.3.2.3. Analyse des profils

Au niveau des profils des réacteurs aux échelles de 42 L et de 12 m’ en période de
démarrage, deux populations communes apparaissent tardivement (Figures 24 et 25). 11
est logique de penser que le nombre de méthanogénes va augmenter tardivement dans la
biomasse de ces réacteurs, puisqu’ils effectuent la derniére étape de dégradation soit la
production du méthane qui se fait suite a la fermentation de la matiére organique et a la
dégradation des acides gras volatils. Donc, aprés un certain temps dans la période de
démarrage, ces méthanogénes sont dans des conditions de croissance favorables, leur
nombre devient plus important et ils deviennent détectables avec la méthode du PCR-
DGGE. L’augmentation en intensité d’une des populations dans le réacteur a I’échelle
laboratoire (Figure 24) est peut-étre due au fait que son rdle est plus important que 1’autre
population, donc en nombre plus élevé. Ces bactéries étaient nécessairement dans la

biomasse ayant servie au démarrage du réacteur, car il n’y a eu aucun ajout d’une autre

103



biomasse pendant cette période. Au départ, leur nombre était insuffisant ce qui empéchait
leur détection par la méthode. Par contre, dans le réacteur a ’échelle commerciale, une
des deux bandes communes était détectable aprés seulement 20 jours d’incubation de la

période de démarrage (Figure 26).

Dans un réacteur en conditions normales de traitement, ces deux popul?tions
communes sont toujours présentes (Figure 27). Nous nous attendions a une variation des
populations puisqu’il y a une variation des activités de dégradation pendant le cycle. En
effet, au début du cycle les activités d’hydrolyse, de fermentation et d’acétogenése sont
favorisées. La méthanogenése démarre dés qu’il y a présence d’acétate, de CO; et
d’hydrogéne, mais la production de méthane est habituellement plus forte dans la
deuxiéme moitié du cycle. C’est & ce moment que nous pensions que les méthanogénes
seraient détectables par la méthode du PCR-DGGE. Or, ils sont présents des le debut.
Ceci s’explique probablement par le fort volume de boues (21 L) déja présent dans le

réacteur et provenant du cycle précédent.

Malgré le fait que les températures de fonctionnement des réacteurs en période de
démarrage et ceux en conditions normales de traitement n’étaient pas les mémes, nous
retrouvons deux bandes communes pour tous les réacteurs (Figures 24, 25, 26 et 27). Par
contre, certaines différences ont été observées au niveau des profils entre les réacteurs en
période de démarrage ou les températures étaient les mémes. Ces différences au niveau
des populations s’expliqueraient peut-étre par la différence dans le volume des boues qui

affecte la représentativité des échantillons.
4.3.2.4. Analyse des acides gras volatils

L’apparition de populations pourrait concorder avec la consommation des acides
gras volatils totaux. En effet, pour le réacteur a I’échelle commercial il y a eu apparition
d’une population entre le jour 20 et 91 (représentée par la lettre B, Figure 26), alors qu’il
y a une baisse des acides gras volatils & partir du jour 60 (Figure 3C). Cette population

pourrait étre le genre Methanosarcina puisqu’il utilise I’acétate pour former le méthane.
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Malheureusement, cette population n’a pas pu étre identifiée formellement puisque les
clones isolés n’ont pas pu étre reliés a des bandes précises de I’échantillon de départ, donc
4 des genres de méthanogenes. Ce raisonnement ne peut pas étre appliqué aux réacteurs a
I’échelle laboratoire (Figure 24) et semi-commerciale (Figure 25). L’apparition des

populations se fait plus tardivement que la baisse des acides gras volatils totaux.

La variation de la concentration des acides gras volatils dans les réacteurs en
conditions normales de traitement (Figure 4) n’est pas reflétée par la stabilité des
populations (Figure 27). Ceci s’explique probablement par le fait qu’il y a toujours un

certain niveau d’acétate dans les réacteurs et que les méthanogénes sont toujours actifs.

4.3.3. Deuxiéme stratégie d’amplification

La deuxiéme stratégie d’amplification utilisait la paire d’amorces Arch 69f et
Arch 958r qui amplifiait une partie de I’ADNr 168, suivi d’une deuxiéme amplification
avec les amorces Arch 344f et 534r (PCR interne).

4.3.3.1. Criblage de la génothéque de clones

Cette génothéque de clones n’est pas compléte. En effet, selon I’analyse de
raréfaction (Figure 38) aucun plateau n’a été atteint. Donc, ce n’est pas tous les individus
qui ont été isolés, mais encore une fois le critére de sélection fait en sorte que tous les
organismes, jusqu’a la sous-espéce, sont pris en considération. Donc, selon I’algorithme
de Chaol, 23 groupes auraient dii étre isolés. Nous avons probablement identifi¢ les
genres dominants, mais il faudrait cependant continuer I’isolement pour identifier toutes

les souches et les espéces présentes.

Le criblage des clones a été fait en utilisant deux méthodes, le RFLP et le DGGE.
Le criblage en RFLP a permis de former 17 groupes, alors que sept groupes ont été
obtenus a ’aide du DGGE (Figure 37). Cependant, en DGGE, seulement une partie de

I’ADNr 16S est analysée. Des groupes formés en DGGE, certains n’avaient pas de
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corrélation avec une bande dans I’échantillon de départ. De plus, certains clones n’ont
pas pu étre regroupés puisqu’ils présentaient deux bandes. En analysant les résultats,
nous en sommes venus 4 la méme conclusion que précédemment, ¢’est-a-dire que seul le

criblage en RFLP devait étre considéré pour distinguer les clones.
4.3.3.2. Analyse de l’arbre phylogénique

Suite a ’analyse des séquences, les groupes Ar 17, Ar 18, Ar 19, Ar 26, Ar 30 et
Ar 31 ont été affiliés au genre Methanobrevibacter (Figure 39). Ce genre utilise
principalement le formate pour produire le méthane. Methanobrevibacter est isolé en
abondance dans les excréments de chevaux, porcs, vaches, rats, oies, moutons, dans les
intestins et dans le rumen de la vache (Lin, et Miller, 1998; Whitford, Teather et Forster,
2001). De plus une des espéces connues, M. smithii, a été isolée dans des boues d’une
usine d’épuration et dans des intestins d’animaux (Garcia, Patel et Olivier, 2000). Dans
deux études distinctes, la similarité entre la séquence de I’ADNr 16S provenant d’un
clone isolé d’excréments de porc (Lin et Miller, 1998) et d’une fosse a lisier (Whitehead
et Cotta, 1999), était de 97-98 % et de 95 % respectivement avec M. smithii. Le groupe
Ar 24 pourrait faire partie du genre Methanobrevibacter, mais |’affiliation avec ce genre
est éloignée. En fait, il se rapproche plus d’un micro-organisme jusqu’a présent non

identifié.

Les séquences provenant des groupes Ar 22, Ar 23 et Ar 33 sont apparentées au
genre Methanosphaera (Figure 39). Ce genre est un Gram-positif avec un bas
pourcentage en G + C, soit entre 23 et 26 % (Garrity, Boone et Castenholz, 2001; Miller
et Wollin, 1985). Les bactéries appartenant & ce genre utilisent le méthanol, produit par
d’autres bactéries a partir de la pectine, et le Hy pour la méthanogenese (Garcia, Patel et
Olivier, 2000). Elles sont incapables d’utiliser le H; en combinaison avec le CO, pour
former le méthane et encore moins le formate. L’inhabilité a réduire le CO, est due au
manque d’activité ou a I’inactivité d’un systtme de réductase du CO, et de la
coenzyme M meéthyltransférase (Garcia, Patel et Olivier, 2000). L’espéce type de ce

genre, soit M. stadtmanae, est un résident du large intestin chez I’humain (Miller et
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Wolin, 1985) et des clones affiliés a cette espéce ont été isolés du rumen de la vache

(Whitford, Teather et Forster, 2001).

Les séquences des groupes Ar 20, Ar 28 et Ar 32 s’apparentent au genre
Methanobacterium (Figure 39), plus précisément aux espéces M. congolense, M. bryantii,
M. formicium et M. palustre. Une étude de Cuzin ef al. (2001), dont le but était d’isoler
des méthanogénes dans un digesteur traitant la pelure du manioc brute, a permis de
caractériser M. congolense. 11 utilise la combinaison H,-CO; pour la production du
méthane, c’est un Gram-positif, sa température de croissance se situe entre 37 et 42 °C et
son pourcentage en G + C est de 39,5 %. Quant 4 I’étude de Joulian ef al. (1998) portant
sur les micro-organismes dans des riziéres, des clones ont été affiliés a M. byantii et
M. formicium. Ces deux espéces utilisent le H, et le CO,, mais pas ’acétate pour la
formation du méthane. Par contre, seul M. formicium utilise le formate. Leur
température optimale de croissance se situe entre 37 et 45 °C, mais peut se faire a partir
de 30 °C (Garrity, Boone et Castenholz, 2001). Les Methanobacterium isolées dans cette
étude représentent peut-étre une nouvelle espéce de ce genre puisqu’ils constituent un
groupe distinct dans [’arbre phylogénique. Les genres Methanobrevibacter,
Methanosphaera et Methanobacterium sont tous regroupés sous le méme ordre de

méthanogénes soit Methanobacteriales.

Les séquences des groupes Ar 21, Ar 25, Ar 27 et Ar 29 semblent avoir une
affiliation avec le genre Methanosaeta (Figure 39). Par contre, les distances sont telles
que les séquences semblent étre nouvelles ou du moins affiliées avec des séquences non
identifiées. Le genre Methanosaeta est un méthanogéne acétotrophe avec un pourcentage
en G + C entre 50 et 61 %. L’optimum de croissance se situe entre 35 et 40 °C, mais la
croissance peut se faire entre 10 et 45 °C (Garrity, Boone et Castenholz, 2001). II utilise
seulement I’acétate pour produire le méthane (Garcia, Patel et Olivier, 2000). De plus, il
a une croissance lente, soit un temps de doublement entre quatre & sept jours. Donc,
avant que la population soit assez nombreuse pour étre détectée avec une méthode telle

que le PCR-DGGE, ¢a peut étre trés long. Cependant, ce genre croit lorsque la
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concentration en acétate est basse et ¢’était le cas dans le réacteur lorsque I’échantillon a

été prélevé puisqu’elle était a 277 mg/L.

Dans cette génothéque de clones, nous remarquons que ce sont les méthanogenes
hydrogénotrophes qui sont les plus dominants, représentant 70,4 %. Une étude de Joulian
et al. (1998) portant sur les méthanogénes cultivables dans les rizieres rapporte la méme
constatation. Cependant la méthode utilisée dans cette étude (méthode du nombre le plus
probable) peut préférentiellement sélectionner des Methanobacterium par rapport a
d’autres espéces, ce qui entrainerait une conclusion erronée. Cependant, une autre étude
portant sur des sols de riziéres rapporte que ce sont les genres Methanosaeta et
Methanobacterium qui sont dominants (Hengstmann et al. 1999), et ce autant lorsqu’ils

sont cultivés que lorsque seulement I’ADNr 168 est étudié.
4.3.3.3. Analyse des profils

Les profils sont caractérisés par le fait qu’il n’y a pas de changement majeur et
cela pour les deux séries de réacteurs (Figures 32, 33, 34 et 35). En effet, a part deux
populations apparaissant dans le réacteur a I’échelle laboratoire lors de la période de
démarrage (Figure 32), qui pourrait étre reliée au genre Methanosaeta dii a leur apparition
tardive, les populations sont stables a en juger par I’intensité relative des bandes. Ce sont
probablement ces populations qui produisent le méthane lorsque le lisier est entreposé

dans les caniveaux.

Malgré le fait que les températures de fonctionnement des réacteurs en période de
démarrage et ceux en conditions normales de traitement n’étaient pas les mémes, cela ne
semble pas affecter les populations présentes sauf pour les populations représentées par

les lettres A et B dans la Figure 32.

4.3.3.4. Analyse des acides gras volatils

L’apparition de la population, représentée par la lettre A dans le réacteur a

’échelle laboratoire (Figure 32) pourrait concorder a la consommation de I’acétate, car
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dans la Figure 3A il y a une baisse des acides gras volatils totaux. Cette population
pourrait étre le genre Methanosaeta puisqu’il utilise seulement I’acétate pour former le
méthane. Malheureusement, cette population n’a pas pu étre identifiée formellement
puisque les clones isolés n’ont pas pu étre reliés a des bandes précises de I’échantillon de
départ, donc a des genres de méthanogénes. Ce raisonnement ne s’applique pas aux
réacteurs a I’échelle semi-industrielle (Figure 33) et commerciale (Figure 34), cariln’y a
pas d’apparition de populations. Nous pouvons supposer que les méthanogénes sont

toujours actifs dans la biomasse.

Quant au suivi des acides gras volatils dans les réacteurs en conditions normales
de traitement (Figure 4), leur variation n’est pas reflétée par le profil des populations

(Figure 35). Les méthanogénes sont toujours présents et actifs dans la biomasse.
4.4. Perspectives de recherche

L’identification de la microflore présente dans des bioprocédés anaérobies opéres
a basse température tel que les bioréacteurs a opération séquentielle étudiés ici est a son
début. IIs ne sont pas encore complets, car ce ne sont pas toutes les populations présentes
dans la biomasse qui ont été isolées et identifiées. Pour compléter ’acquisition des
connaissances fondamentales, il serait important d’identifier tous les organismes présents
dans la biomasse, de faire une correspondance entre les clones isolés et les bandes
présentes dans les profils pour le domaine Archaea, de déterminer la proportion de
chaque domaine bactérien, d’étudier le dynamisme et le niveau d’activité des populations.
Pour réussir a corréler les clones avec des bandes de 1’échantillon, il serait possible de
découper la bande de I’échantillon dans le gel de polyacrylamide, de réamplifier le
fragment et de procéder au séquengage. Le fragment ne risque pas d’étre contaminé par
une autre séquence puisque la diversité des populations de I’échantillon est relativement
faible. De cette fagon le genre bactérien de la population serait connu et une corrélation
avec un clone possible. Pour déterminer la proportion de chaque domaine bactérien, des
sondes phylogéniques pourraient étre utilisées. Ces sondes permettent de quantifier une

population puisqu’elles sont spécifiques & un genre ou une espéce. Quant & I’étude du
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dynamisme et du niveau d’activité des populations, des analyses faites a partir de I’ARN
permettraient de connaitre les populations qui sont actives. [En effet, seules les
populations métaboliquement actives produisent des ARN ribosomaux en grande quantité
contrairement aux populations qui ne sont pas actives ou le niveau des ARN ribosomaux

est plus bas.

La plus grosse contrainte dans 1’utilisation des traitements anaérobies est la lenteur
de la période de démarrage. Les connaissances acquises jusqu’a maintenant pourraient
étre utilisées comme outils de diagnostiques pour ainsi diminuer la longueur des temps de
démarrage. En utilisant les connaissances acquises chez les Archaea, surtout ceux
apparaissant tardivement, le suivi de ces populations de fagon plus précise permettra peut-
étre de réduire de fagon substantielle la durée de la période des démarrages. Pour bien
suivre les populations, des sondes phylogéniques pourront étre formées pour détecter de
fagon plus rapide si telle population est présente et en nombre suffisant dans la biomasse.
Par exemple, si aprés une centaine de jours de démarrage les populations ne sont pas
apparues, probablement que la biomasse ne supporte pas la charge organique. Dans ce
cas, une nouvelle stratégie pourra étre utilisée pour continuer la période de démarrage des
réacteurs. Ces outils de diagnostiques seront utilisés conjointement avec les tests

physico-chimiques déja existants.
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CONCLUSION

L’épandage du lisier de porc sur les terres agricoles engendre des problémes
environnementaux importants. Son pouvoir polluant est tel qu’un systeme de traitement
est souhaitable. A Agriculture et Agro-alimentaire Canada, un traitement biologique du
lisier de porc a été mis au point. Le processus de dégradation se fait en anacrobie selon
des conditions d’opérations séquentielles standards & une température de 20 °C. La
nouveauté de ce traitement est la température relativement basse a laquelle la dégradation
de la matiére organique se fait. La stabilité ainsi que la performance du traitement ont ét¢
documentées. Cependant, la microflore permettant la dégradation de la maticre

organique, n’a jamais été étudiée.

Les objectifs de ce projet de maitrise étaient donc d’analyser 1’évolution de la
microflore présente dans les réacteurs lors du traitement du lisier et d’identifier les micro-
organismes dominants présents dans la biomasse. L’évolution de la microflore a ét¢
étudiée par PCR-DGGE dans deux séries de réacteurs soit lorsqu’ils sont en période de
démarrage et lorsqu’ils sont en conditions normales de traitement. Quant a
I’identification des micro-organismes dominants, elle a été faite pour les deux domaines
bactériens présents, soit les Eubacteria et les Archaea, par amplification, clonage et

séquencgage de fragments d’ADNr 16S.

Pour ce qui est du domaine des Eubacteria, 1a microflore était trés diversifiée et en
changement lorsque les réacteurs étaient en période de démarrage, surtout pendant les
premiers jours de la période. Cependant, elle était stable c’est-a-dire sans changement
apparent lorsque les réacteurs fonctionnaient en conditions normales de traitement.
L’identification des micro-organismes dominants lors du traitement a démontré une
grande diversité. Les genres dominants sont Bacteroides, Spirochete/Treponema,
Acholeplasma, Caloramator et certains regroupés dans le super groupe des Clostridium.
Malheureusement, ce n’est pas toutes les espéces potentiellement présentes dans la
biomasse qui ont été clonées. La majeure partie des séquences obtenues montrait peu

d'homologie (moins de 93 %) avec les séquences disponibles dans les banques de
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données. Ceci indique qu'un bon nombre des bactéries détectées appartient a des especes
qui n'ont pas encore été décrites. Nous pouvons croire que les micro-organismes détectés
dans cette étude ne sont pas encore répertoriés et que nous sommes les premiers a les

avoir entrevus.

Pour ce qui est du domaine des Archaea, deux stratégies d’études ont di étre
employées, chacune utilisant des amorces différentes pour amplifier I’ADNr 16S. Avec
la premiére stratégie, la microflore prenait beaucoup de temps pour s’implanter dans les
réacteurs en période de démarrage, & I’exception des réacteurs a I’échelle commerciale.
De plus, la diversité de cette microflore était faible. Cependant, cette méme microflore
était bien implantée dans les réacteurs en conditions normales de traitement.
I’identification de la microflore dans les réacteurs en période de démarrage démontre
quatre groupes de méthanogenes soit Methanoculleus, Methanocorpusculum,
Methanogenium et Methanosarcina. Avec la deuxiéme stratégie, la microflore semble
plus diversifiée que la premiére, mais quand méme moins que celle du domaine des
Eubacteria. Les populations sont toutefois trés stables autant dans les réacteurs en
période de démarrage que dans les réacteurs en conditions normales de traitement.
Encore 14 I’identification de la microflore dans les réacteurs en phase de démarrage
démontre quatre groupes principaux soit Methanobrevibacter, Methanosphaera,
Methanobacterium et Methanosaeta. Tous ces groupes de méthanogénes sont connus et
documentés.

Ces nouvelles connaissances a propos de la biomasse vont nous permettre
d’approfondir 1’étude des réacteurs traitant le lisier de porc dans des conditions
anaérobies 4 20 °C. Cependant, cette étude est incompléte, car ce ne sont pas toutes les
populations présentes dans la biomasse qui ont été isolées. Pour compléter cette étude, il
serait important d’identifier tous les organismes présents dans la biomasse, de faire une
correspondance entre les clones isolés et les bandes présentes dans les profils pour le
domaine Archaea, de déterminer la proportion de chaque domaine bactérien, d’étudier le
dynamisme et le niveau d’activité des populations. Les connaissances acquises jusqu’a

maintenant pourraient étre utilisées comme outils de diagnostiques au niveau de la
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période de démarrage. L’établissement de sondes phylogéniques correspondantes aux
populations présentes dans la biomasse permettraient de suivre de fagon plus concise la
dégradation de la matiére organique lors de cette période et ainsi peut-étre diminuer le

temps de démarrage des réacteurs.
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APPENDICE A

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Eubacteria des réacteurs

pendant la période de démarrage.
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Figure A-1: Profil des Eubacteria du réacteur # 22, a I’échelle de 42 L, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) lisier brut.

M L 13 19 27 33 41 69 83 90 97 103 111 jours

Figure A-2 : Profil des Eubacteria du réacteur # 17, a ’échelle de 8 m’, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) lisier brut.
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Figure A-3 : Profil des Eubacteria du réacteur # 18, a I’échelle de 2,5 m’, pendant la
période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) lisier brut.

M L 20 34 42 70 91 98 104 112 119 133 139 146 153 160 167 jours

Figure A-4 : Profil des Eubacteria du réacteur # 25, a I’échelle de 160 m’, pendant
la période de démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) lisier brut.
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APPENDICE B

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Eubacteria des réacteurs en

conditions normales de traitement.
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Figure B-1 : Profil des Eubacteria du réacteur # 4, a échelle de 42 L, pendant un
cycle en conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se
situait entre 20 et 70 %. Légende : M) Marqueur de référence. L) lisier

brut.

M L 0 3 7 10 17 21 24 28 31 38 45 50 jours

Figure B-2 : Profil des Eubacteria du réacteur # 5, a I’échelle de 42 L, pendant un
cycle en conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se
situait entre 20 et 70 %. Légende: M) Marqueur de référence. L) lisier

brut.
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M L 0 3 7 10 17 21 24 28 31 38 45 50 jours

Figure B-3 : Profil des Eubacteria du réacteur # 6, a I’échelle de 42 L, pendant un
cycle en conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se
situait entre 20 et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence. L) lisier
brut.
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APPENDICE C

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Archaea
Lorsque amplifiées selon la premiére stratégie d’amplification pendant la période de

démarrage des réacteurs.



M 13 83 164 jours

Figure C-1: Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 22, a échelle de 42 L, pendant la période de démarrage.
Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende:

M ) Marqueur de référence.

M 1369 111 jours

Figure C-2 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 17, a échelle de 8 m’, pendant la période de démarrage.
Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %. Légende:

M ) Marqueur de référence.
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13 69 111 jours

Figure C-3 : Profil des Archaea, ADN amplifi¢ avec les amorces Arch D et Arch G,

du réacteur # 18, a D’échelle de 2,5 m3, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.

M 20 91 140 jours

Figure C-4 : Profil des Archaea, ADN amplifié¢ avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 25, a I’échelle de 160 m>, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.
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APPENDICE D

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Archaea lorsque amplifiées
selon la premiére stratégie d’amplification a partir des réacteurs en conditions normales

de traitement.



M 0 24 50 jours

Figure D-1: Profil des Archaea, ADN amplifi€ avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 4, a I’échelle de 42 L, pendant un cycle en conditions
normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.

M 0 24 50 jours

Figure D-2 : Profil des Archaea, ADN amplifié¢ avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 5, a I’échelle de 42 L, pendant un cycle en conditions
normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.
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M 0 24 50 jours

Figure D-3 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch D et Arch G,
du réacteur # 6, a I’échelle de 42 L, pendant un cycle en conditions
normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.
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APPENDICE E

Groupes de clones pour la génothéque de clones Arch D-Arch G formés a la suite des

combinaisons des patrons de digestions en RFLP.



Tableau E-1: Groupes de clones formés pour la génothéque de clones Arch D-Arch

G suite aux combinaisons des profils de digestion.

# des clones # des profils de # des profils de Groupes de clones
digestion avec Rsal | digestion avec Hhal

1 1 1 Arl
2 1 1 Arl
3 1 1 Arl
10 1 1 Ar 1
13 1 1 Arl
15 1 1 Arl
16 1 1 Arl
22 1 1 Arl
27 1 1 Arl
30 1 1 Ar 1
35 1 1 Arl
39 1 1 Arl
41 1 1 Arl
28 1 1 Arl
33 1 1 Arl
37 1 1 Arl
4 1 2 Ar?2
32 1 2 Ar2
5 3 3 Ar3
6 5 1 Ar4
11 5 1 Ar4
23 5 1 Ar4
29 5 1 Ar4
40 5 1 Ar4
43 5 1 Ar4d
7 6 1 ArS
12 6 1 ArS
14 6 1 Ar5
20 6 1 ArS
36 6 1 Ar5
42 6 1 ArS
8 8 6 Ar6
9 4 1 Ar7
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17
18
31
19
21
24
25
26
34
38

— 0 O QNN —= U &N OV

R S N NG S N S RS

Ar8
Ar9
Ar9
Ar 10
Arll
Ar12
Ar 13
Ar 14
Ar 15
Ar 16
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APPENDICE F

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Archaea
lorsque amplifiées selon la deuxiéme stratégie d’amplification pendant la période de

démarrage des réacteurs.



Figure F-1 :

Figure F-2 :

M 13 83 164 jours

Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 22, a I’échelle de 42 L, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.

M 13 69 111 jours

Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 17, a ’échelle de 8 m’, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.
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M 13 69 111 jours

Figure F-3 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 18, a Péchelle de 2,5 m3, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.

M 20 91 140 jours

Figure F-4 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 25, a I’échelle de 160 m’, pendant la période de
démarrage. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et 70 %.

Légende : M ) Marqueur de référence.
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APPENDICE G

Profils sur DGGE des populations appartenant au domaine Archaea lorsque amplifiées
selon la deuxiéme stratégie d’amplification a partir des réacteurs en conditions normales

de traitement.



M 0 24 50 jours

Figure G-1: Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 4, a D’échelle de 42 L, pendant un cycle en
conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait

entre 20 et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.

M 0 24 50 jours

Figure G-2 :Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 5, a I’échelle de 42 L, pendant un cycle en conditions
normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait entre 20 et

70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.
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M 0 24 50 jours

Figure G-3 : Profil des Archaea, ADN amplifié avec les amorces Arch 69f et Arch
958r, du réacteur # 6, a I’échelle de 42 L, pendant un cycle en
conditions normales de traitement. Le gradient de dénaturant se situait

entre 20 et 70 %. Légende : M ) Marqueur de référence.
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APPENDICE H

Groupes de clones pour la génothéque de clones Arch 69f-Arch 958r formés a la suite des

combinaisons des patrons de digestions en RFLP.



Tableau H-1 : Groupes de clones formés pour la génothéque de clones Arch 691-

Arch 958r suite aux combinaisons des profils de digestion.

# des clones # des profils de # des profils de Groupes de clones
digestion avec Rsal | digestion avec Hhal
100 1 1 Ar17
108 1 1 Ar 17
101 2 5 Ar 18
102 2 2 Ar19
134 2 2 Ar19
110 2 2 Ar 19
113 2 2 Ar 19
117 2 2 Ar19
135 2 2 Ar 19
103 3 1 Ar 20
104 1 3 Ar21
105 1 3 Ar21
106 1 3 Ar 21
116 1 3 Ar21
120 1 3 Ar21
122 1 3 Ar21
137 1 3 Ar21
107 3 2 Ar22
115 3 2 Ar 22
121 3 2 Ar22
144 3 2 Ar 22
109 5 2 Ar23
111 5 2 Ar 23
138 5 2 Ar23
142 5 2 Ar23
147 5 2 Ar23
133 5 2 Ar23
112 8 6 Ar24
114 12 3 Ar25
119 6 2 Ar 26
129 6 2 Ar 26
123 7 3 Ar27

136



139
124
126
132
149
127
136
143
130
140
145
148

N = W A NN W W W —=W

Ar 27
Ar 28
Ar 29
Ar 29
Ar 29
Ar 30
Ar 30
Ar 30
Ar 31
Ar 31
Ar 32
Ar 33
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