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RESUME. — La Food and Agriculture Organization of the United Nations es-
time que pour répondre aux besoins alimentaires de 'humanité, il faudra 70 %
de productions agricoles (végétales et animales) supplémentaires 4 ce qui est
produit actuellement. Toutefois, il s'agit d'un secteur qui pese lourd en termes
démissions de gaz & effet de serre, qui participent au réchauffement climatique.
Le protoxyde c% azote (N,O), produit au champ et en étable a partir des efflu-
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ents délevage, est particuli¢rement problématique du fait de son pouvoir de
réchauffement global plus important que celui du dioxyde de carbone. Il est
donc indispensable d’avoir une bonne compréhension des successions microbi-
ennes et des métabolismes des microorganismes du sol participant au cycle de
Pazote, dont est issu le N O, pour pouvoir en limiter les effets. Les outils de la
biologie moléculaire et laZbioinformatiquc y joueront un rdle clé.

ABSTRACT. — The Food and Agriculture Organization of the United Nations
has estimated that, in order to meet humankind’s nutritional requirements, cur-
rent agricultural production (plant and animal) would need to be increased by
as much as 70 %. This sector, however, exacts a heavy toll on the environment
in terms of greenhouse gas emissions, which contribute to global warming.
Nitrous oxide (N,O), produced by livestock in fields and barns, is particularly
problematic due to the fact that its global warming potential (GWP) is higher
than that of carbon dioxide. It is thus essential to have a solid grasp of the soil’s
microbial successions and the metabolism of microorganisms that form an in-
tegral part of the nitrogen cycle, which leads to the release of N O, in order to
reduce its negative effects. Certain molecular biology and bioinformatics tools
are to play a key role in this endeavour.

Morts-cLES. — Agriculture — Bioinformatique — Elevage — Gaz 4 effet de
serre — Métatranscriptomique
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1. Introduction

Dans un rapport de 2009, la Food and Agriculture Organization of the
United Nations (FAO) estimait que pour satisfaire les besoins alimentaires
d’une population humaine de 9,1 milliards de personnes en 2050 (contre 7,9
milliards en 2021), il faudrait accroitre les productions alimentaires de 70 %
(FAQ, 2009 ; Worldometer, 2021).

Au-dela des nombreux problemes auxquels cette nécessité d’augmenter la
production pourrait se heurter — manque de moyens financiers dans les pays
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en développement, diminution des terres arables au profit de I'espace urbain,
pour ne mentionner que ceux-la (FAO, 2009) —, l'agriculture et I’élevage
constituent des sources importantes d’émissions de gaz a effet de serre. En ef-
fet, un rapport publié en 2020 par le Groupe d’experts intergouvernemental
sur I'évolution du climat (GIEC) estime que 23 % des émissions totales de gaz
a effet de serre (GES) d’origine anthropogene sont générées par les secteurs
de I'agriculture, la foresterie et autres utilisations des terres (Intergovernmental
Panel on Climate Change [IPCC],2019). En particulier, le secteur de I'élevage
représente a lui seul 14,5 % des émissions de GES (FAO, 2019).

ATheure actuelle, nul ne peut ignorer 'urgence dans laquelle se trouve I”hu-
manité pour développer des solutions de production pérennes si 'on souhaite
éviter le désastre qu'une augmentation de la température mondiale & plus de
1,5°C par rapport a I'époque préindustrielle entrainerait (IPCC, 2014). Dans
ce contexte, la compréhension des mécanismes microbiens qui participent a
la production de GES tels que le protoxyde d’azote (N,O) a partir des dé¢jec-
tions animales déposées au champ par le bétail devient indispensable pour pou-
voir concevoir des solutions de mitigation. En effet, 30 2 50% des émissions
mondiales de N, O liées a 'agriculture sont imputables aux effluents d’¢levage
(Oenema ez al., 2005), dégradés au champ par les communautés microbiennes
intervenant dans le cycle de I'azote. L’évolution constante des techniques
« -omiques » de la biologie moléculaire, ainsi que I’avenement de la bioinfor-
matique, constituent des outils inestimables pour définir les successions micro-
biennes de ces communautés et développer des solutions qui permettront de
limiter les émissions de N O liées aux effluents d’¢levage.

1z

2. La problématique des gaz a effet de serre liés a I'élevage

La production annuelle d’¢quivalent dioxyde de carbone' (¢équivalent CO,)
résultant des activités d’élevage d’animaux atteint 7,1 gigatonnes (Gt), dont la
répartition en fonction du type d’élevage peut étre visualisée dans le graphique
n°l qui permet de se rendre compte de I'impact de Iélevage bovin en particu-
lier. En effet, pour obtenir 1 kg de protéines de beeuf, 342 kg d’équivalent CO,
sont nécessaires (FAQ, 2016), faisant de ce type d’élevage le plus cofiteux en
termes environnementaux (de Vries et de Boer, 2010).

1. L¢quivalent CO, permet de « comparer les émissions de divers gaz 4 effet de serre sur la
base de leur potentiel de réchauffement global (PRG), en convertissant les quantités des
divers gaz émis en la quantité équivalente de dioxyde de carbone ayant le méme potentiel
de réchauffement planétaire » (Eurostat, non daté).
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Graphique n°1.

Ce graphique représente la contribution (en %) du secteur mondial de |'élevage

aux 7,1 gigatonnes (Gt) d’émissions de gaz a effet de serre (GES) liées au secteur

I'agriculture, par type d'élevage. Ces 7,1 Gt correspondent, quant a elles, a 14,5%
des émissions de GES d'origine anthropique.

Source : mis en graphique d'aprés Gerber et al., 2013.

2.1. Définition de l'effet de serre

L’effet de serre est un phénomene naturel qui permet de maintenir la tem-
pérature de notre planéte & un niveau compatible avec la vie. En effet, les rayons
du soleil sont absorbés par les surfaces terrestres telles que les sols et les océans,
ce qui entraine leur réchauffement. Les surfaces ainsi réchauffées émettent des
rayons infrarouges en direction de 'espace. Ils rencontrent alors une couche de
GES naturellement présents dans I’atmosphére, qui va réémettre une partie de
ces rayons vers la surface de la Terre, y conservant ainsi une partie de la chaleur.
Toutefois, les activités anthropiques ont considérablement accentué effet de
serre, en relarguant d’énormes quantités de GES dans I’atmosphere, épaissis-
sant ainsi la couche de GES et retenant plus de rayons infrarouges au niveau
terrestre (Department of Agriculture, Water and the Environment, non daté ;

IPCC, 1990; NASA, non daté).

2.2. Principaux gaz a effet de serre en agriculture et élevage

On compte dix principaux GES : la vapeur d’eau (H,0), le CO,, le mé-
thane (CH,), et le N O sont tous les quatre naturellement présents dans
I'atmosphere, tandis que les perfluorocarbures (CF,, C,F,), les hydrofluoro-
carbures (CHF, CF,CH,E, CH,CHF,) et I'hexafluorure de soufre (SF,) ré-

sultent exclusivement d’activités industrielles. Chacun de ces gaz est caractérisé
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par une durée de vie atmosphérique et un pouvoir de réchauffement global
(PRG). Ainsi, le N,O mettra 121 ans avant d’étre décomposé par des phéno-
menes chimiques naturels, et son PRG est de 265, soit 265 fois plus élevé que le
PRG du CO,, qui sert de référence (Center for Sustainable Systems, University
of Michigan, 2020).

L’enjeu est important pour les secteurs agricoles et de I'élevage. En effet,

1. la rumination et les déjections du bétail, et la culture du riz contribuent
respectivement a 21% et 10% des émissions de CH,_;

2. les effluents d’élevage au champ et a 'étable représentent 23% des émis-
sions de N, O, tandis que 'utilisation de fertilisants azotés (minéraux et
organiques, cultures intermédiaires pi¢ges & nitrates) et la gestion des ef-
fluents participent & hauteur de 33% & ces mémes émissions (Olivier &
Peters, 2020).

2.3. Focus sur le cas du protoxyde d’azote

2.3.1. Le protoxyde d’azote comme gaz a effet de serre

Sile N, O fait partie des GES naturellement présents dans I'atmosphere, sa
concentration ne cesse d’augmenter de 0,2-0,3 % chaque année (Badr & Pro-
bert, 1993). Ces auteurs expliquent que cette augmentation est problématique
pour trois raisons :

1. Lorsquon compare le N O au méthane, il apparait rapidement que le
premier est beaucoup plus nocif que le second. En effet, le N O a une
durée de vie atmosphérique de 121 ans, contre 12 ans pour le méthane,
et un PRG de 265, contre 28 pour le méthane. Autrement dit, le N,O
persiste plus longtemps dans ’atmosphere et a un plus grand potentiel de
réchauffement global que le méthane.

2. LeN,Ojoueun r6le important dans la déplétion de la couche d’ozone;
en effet, sa décomposition photochimique dans la stratosphére entraine
la formation de monoxyde d’azote (NO), qui catalyse les réactions de
destruction de 'ozone.

3. L'oxydation de N,O dans la stratosphére entraine la formation d’acide
nitrique (HNO,), provoquant ainsi des pluies acides qui peuvent endom-
mager la végétation et les batiments historiques, et perturber les écosys-
temes d’eau douce.
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Comme mentionné précédemment, la part de N,O résultant des efluents
d’élevage représente presque un quart des émissions totales de ce GES. En
2019, on comptait sur Terre plus de 1,5 milliard de bovins, pres de 1,1 milliard
de chevres et plus de 1,2 milliard de moutons (FAOSTAT, 2019), soit un to-
tal de pres de 3,8 milliards d’animaux® pour ces seuls types d’élevage. Certains
pays, comme la Nouvelle-Zélande, comptent pratiquement autant de bovins
(4,946 millions [DairyNZ, 2019]) que de population humaine (5,122 mil-
lions [StatsNZ, 2021]). En considérant que 'urine de bovin présente en
moyenne une teneur en azote (N) de 700 kg par hectare (Haynes & Williams,
1993) et crée des patches d’urine de 0,34 4 40 m* (Oenema et 4/., 1997 ; Moir
et al.,2011), on se rend vite compte que la quantité de N entrant dans le cycle
de 'azote dans le sol est conséquente et, de ce fait, que le potentiel d’émission
de N, O par les bactéries du sol est également important.

2.3.2. Cycle de I'azote dans le sol

Ces derniéres décennies, de nombreuses recherches ont mis [’accent sur
I'importance de la compréhension du cycle de Iazote. En effet, si 'azote
constitue un élément essentiel de agriculture (il entre dans la composition
des protéines, nucléotides, et de la chlorophylle) en jouant un réle crucial dans
'augmentation des rendements des cultures et dans 'amélioration de la qualité
des productions, 'exces d’azote (sous forme de nitrates NO ') aux champs peut
entrainer des problémes d’eutrophisation des milieux aquatiques et de pollu-
tion des nappes phréatiques.

Il existe plusieurs voies d’entrée dans le cycle de I'azote du sol, dont les ef-
fluents d’élevage font partie puisqu’ils apportent I'azote sous forme d’urée.
Cette urée est rapidement hydrolysée en ammonium (NH,*), forme sous
laquelle elle entre dans le cycle de 'azote. Classiquement, ce cycle est décrit
comme un processus complexe qui transforme le diazote gazeux (N,) en
formes biologiquement valorisables (i.e. NH,*, NO,) par les microorganismes
et les végétaux, et qui retourne dans I'atmosphére sous forme gazeuse. Il existe
différentes voies de transformation, toutes dépendantes des conditions physi-
co-chimiques du sol (e.g. concentration en oxygene, pH, température), et pou-
vant étre séparées en deux catégories :

1. les voies biotiques, qui font intervenir des communautés microbiennes
spécifiques, présentant des jeux d’enzymes qui leur sont propres;

2. La recherche a été effectuée sur la région « World + (Total) », Uélément « Stocks >,
litem « Live Animals > (List) » et 'année « 2019 ».
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2. lesvoies abiotiques, qui sont purement chimiques.

Dans cette description traditionnelle du cycle de I'azote, le N, O est présenté
comme le dernier intermédiaire avant la production de N, par nitrification au-
totrophe de Nitrosomonas sp. ou dénitrification hétérotrophe de Psendomonas
sp. Toutefois, Spott, Russow et Stange (2011) mentionnent plusieurs études
mettant en évidence |’existence de nombreuses autres voies de formation de ces
gaz, faisant intervenir d’autres communautés microbiennes et d’autres inter-
médiaires azotés que les traditionnels ammoniums, nitrates et nitrites (NOZ‘),
ainsi que des voies abiotiques.

2.3.3. Voies de formation du protoxyde d’azote dans le sol

En ce qui concerne les voies abiotiques, elles peuvent dépendre de la pré-
sence d’éléments métalliques — dénitrification chimique, décomposition
chimique de I’hydroxylamine NH,OH (Zhu-Barker et 4/., 2015) —, du pH
— nitrosation abiotique (Spott, Russow & Stange, 201 1) — oudela présence
de lumiere et de 'humidité relative — décomposition en surface du nitrate
d’ammonium NH,NO, (Rubasinghege ez 4/.,2011).

Pour ce qui est des voies biotiques de formation de N, O, les principales
sont la nitrification et la dénitrification. Chacune dépend de propriétés phy-
sico-chimiques particulieres du sol (qui peuvent en faire varier la température,
la concentration en oxygene, ’humidité...) et fait intervenir des especes mi-
crobiennes spécifiques. Ainsi, la nitrification, qui permet I'oxydation de I'am-
moniaque (NH,) en nitrates, est réalisée en aérobiose, soit par des microor-
ganismes chimiolithotrophes & partir d’ammoniaque et de nitrites, soit par
des bactéries et champignons hétérotrophes a partir de composés organiques
(Butterbach-Bahl ez 4/, 2013 ; Highton, 2019). Quant a la dénitrification, il
s’agit d’un procédé réducteur qui transforme les nitrates en N, en passant né-
cessairement par la production de N, O, dont la réduction en diazote est condi-
tionnée par I’humidité et la température du sol, ainsi que la présence du gene
dela réductase de N, O (geéne NosZ) chez le microorganisme (Butterbach-Bahl
etal.,2013; Clough et al., 2017). Contrairement a la nitrification, la dénitrifi-
cation se produit en anaérobiose : ce sont les nitrates qui y jouent le role d’ac-
cepteurs d’électrons (Zumft, 1997). Toutefois, Hayatsu, Tago et Saito (2008)
mentionnent des études du début des années 2000 ayant mis en évidence que
certaines bactéries sont capables de dénitrifier en présence d’oxygene, bou-
leversant ainsi I’hypothese dominante selon laquelle la dénitrification est un
phénomene anaérobie.
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Il existe d’autres voies biotiques que nous ne développerons pas ici, mais qui
sont discutées dans de nombreuses études, car elles participent de fagon signi-
ficative aux émissions de N,O a partir des sols (Butterbach-Bahl ez /., 2013;
Highton, 2019 ; Kool ¢z 4l.,2010; Laughlin & Stevens, 2002 ; Sanchez-Martin
etal.,2008; Rex et al., 2018 ; Rex et al., 2019 ; Streminska ez al., 2011 ; Utting
etal., 2011; Webster & Hopkins, 1996; Wrage ez al., 2004). Mentionnons
simplement en exemple la codénitrification, qui produit des hybrides de N,O
et N, a partir de composés azotés nucléophiles tels que I’hydrazine (entre
autres) et non & partir de nitrites libres (Clough ez al., 2017), et dans laquelle
les champignons jouent un role prédominant.

3.2. Les communautés microbiennes du sol

Chagque sol est le fruit d’un long et complexe processus de formation fai-
sant intervenir de nombreux paramétres, tels que les caractéristiques de la
roche-mére, le climat, le relief, entre autres (Duchaufour, 1997; Jenny, 1941).
Par conséquent, chaque sol est unique, et présente des caractéristiques physi-
co-chimiques (pH, teneur en matiere organique, salinité, texture, disponibilité
en azote) qui lui sont propres et pouvant fortement varier, méme 4 quelques
centimétres de distance (Fierer, 2017; O’Brien et 4l., 2016). Ces caractéris-
tiques vont participer a la sélection des especes microbiennes les plus adaptées a
I'environnement du sol, en fonction de leurs exigences écologiques. Le tableau
n°l liste les microorganismes présents dans le sol, ainsi qu’une estimation de
leur nombre et de leur biomasse dans le sol.

Microorganismes Nombre/gramme (g) de sol Biomasse (g/m?)

Bactéries 108-10° 40-500

Actinomycetes 107 -108 40 - 500

Champignons 10°-10° 100 - 1500

Algues 10*-10° 1-50

Protozoaires 10°-10* Variable

Archées 102-10° 4-50

Tableau n°1.

Nombre et biomasse relatifs des espéces microbiennes a une profondeur de
0-15 cm de sol.

Source : adapté de Hoorman & Islam, 2010 ; les valeurs relatives aux archées proviennent de
Timonen & Bomberg, 2009, ainsi que de Bar-On, Philips & Milo, 2018.
Chaque catégorie d’organisme joue un role dans le sol. Ainsi, I'action des
bactéries et champignons en tant que fournisseurs de substrats aux plantes et
les services écosystémiques qu’ils rendent aux sols sont bien connus (Millard &
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Singh, 2009), parmi lesquels compte la participation au cycle de I'azote. Nous
nous concentrerons donc & présent sur les microorganismes qui y sont impli-
qués, a savoir les archées, les bactéries et les champignons.

Ce n’est qu’a la fin des années 1980 que les archées se sont vu attribuer
leur propre domaine, aux cotés des domaines Bacteria et Eukaryota (Koonin,
2010). Ces procaryotes, réputés pour leur aptitude a résister 2 des environne-
ments extrémes, sont également présents dans les sols, comme I’a montré une
étude de Morales, Jha et Saggar de 2015. Toutefois, la contribution des archées
a la nitrification est moins marquée dans les sols que dans les écosystemes ma-
rins (Hayatsu, Tago & Saito, 2008), et leurs propriétés dénitrifiantes n’ont pas
encore été démontrées iz situ (Cabello, Roldan & Moreno-Vivian, 2004).

En ce qui concerne les bactéries, elles occupent tous les habitats de notre
planéte, des sols terrestres aux planchers océaniques, et remplissent une mul-
titude de fonctions, tant dans la nature — services écosystémiques (Tanner,
1985; Sahu ez 4/.,2017) — que dans les industries — production de molécules
d’intérét (Najafpour, 2007) — ou nos intestins — microbiote (Thursby &
Juge, 2017). Dans les sols, les bactéries peuvent représenter jusqu’a 10% de
la masse de mati¢re organique (Sahu ezal., 2017) et interviennent, selon les
genres, a différentes étapes du cycle de I'azote. Ainsi :

1.  La fixation du diazote gazeux se fait grice aux organismes libres du sol
(e.g. Azorobacter), aux bactéries symbiotiques (e.g. Rbizobium, Brady-
rhizobium), ou des bactéries formant des relations associatives avec les
plantes (e.g. Azospirillum), qui convertissent N, en NH, grace a 'enzyme
nitrogénase (Wagner, 2011).

2. Interviennent ensuite les bactéries chimiolithotrophes nitrifiantes, avec
les genres Nitrosomonas, Nitrosospira et Nitrosococcus (bactéries qui
oxydent 'ammoniaque ou ammonia-oxidizing bacteria), et les genres
Nitrobacter, Nitrospina, Nitrosospira et Nitrococcus (bactéries qui oxydent
les nitrites ou nitrite-oxidizing bacteria), aboutissant 2 la formation de
NO, (Hayatsu, Tago & Saito, 2008). Quant aux bactéries hétérotrophes
nitrifiantes, leur culture 7 vitro est trés difhicile (Ward, 2008), et seules
quelques especes ont été étudiées in vitro, telles que Paracoccus denitrifi-
cans (Moir et al., 1996), Alcaligenes faecalis (Joo, Hirai & Shoda, 2005) et
Pseudomonas putida (Daum ez al., 1998).

3. Les bactéries de la dénitrification présentent une certaine variabilité,
puisque comme le décrivent Hayatsu, Tago et Saito (2008), certaines
(e.g. Paracoccus denitrificans) sont capables de dénitrifier en présence
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d’oxygene, alors que la dénitrification est généralement présentée comme
étant une étape anaérobie; cette méme bactérie est capable de consom-
mer ou de produire N, O, tandis que d’autres (e.g. Agrobacterium tume-
Jaciens) ne peuvent que former N O; enfin, les bactéries réductrices de
N,O non-dénitrifiantes constituent des puits a N, O.

Quant aux champignons, il sagit d’organismes eucaryotes unicellulaires
(levures) ou pluricellulaires (moisissures) hétérotrophes, dont la contribu-
tion au cycle de I'azote s’évalue 77 vitro grice a I'utilisation d’un inhibiteur
fongique, le cycloheximide. Cette méthode a permis & Rex ez 4/. (2017), entre
autres, de montrer la part importante de N, O liée a 'activité des champignons
dans la codénitrification et la dénitrification, dont les flux en N,O ont dimi-
nué de plus de 42 % et 66 % respectivement en présence de I'inhibiteur. Les
champignons présentent un fort potentiel pour la production de N,O : en ef-
fet, ils dominent souvent la biomasse microbienne des sols tempérés (Laughlin
& Stevens, 2002), pouvant représenter de 12 4 95% de cette biomasse (Ruzicka
etal., 2000). De plus, ils ne possedent pas I'enzyme permettant la réduction
de N,O en N, gazeux dans la dénitrification, et ils sont responsables de la pro-
duction de N,O par codénitrification dans les sols imbibés d’urée (Rex ez 4L,
2017), tels que les fameux patches d’urine laissés au champ par les animaux
d’élevage.

Comme mentionné précédemment, la composition microbienne d’un
sol varie fortement en fonction des caractéristiques physico-chimiques de ce-
lui-ci, du climat, du relief..., mais également d’autres facteurs comme les ac-
tivités humaines. Il est par conséquent tres compliqué de prédire la commu-
nauté microbienne d’un sol en particulier. Dans le cas des sols occupés pour
Iélevage d’animaux s’ajoute une série de difficultés supplémentaires, causées
notamment par les déjections urinaires des animaux. En effet, au-dela des ef-
fets sur les émissions de N,O — I'urine entraine une élévation localisée de pH
favorisant la codénitrification & un pH proche de 7 (Clough ez al., 2017) et
une zone localisée d’anoxie augmente la dénitrification (Liu ez al., 2019) —,
les déjections urinaires entrainent des modifications persistantes dans la com-
position et la diversité de la communauté microbienne (Samad ez 4/.,,2017). La
compréhension des successions microbiennes dans le cycle de I'azote est donc
indispensable pour pouvoir espérer un jour gérer les émissions de N, O liées aux
effluents d’élevage au champ.
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4. Importance de la biologie moléculaire et de la bioinforma-
tique

La présentation succincte des principaux acteurs du cycle de I’azote a per-
mis de souligner I'énorme variabilité des especes dans chacune des catégories
discutées. L’identification d’un grand nombre de ces espéces par mise en
culture 77 vitro sur des milieux plus ou moins spécifiques en fonction des ca-
ractéristiques recherchées est trés difficile (voire impossible), car les conditions
environnementales nécessaires a leur culture ne sont pas toujours réalisables en
laboratoire. Or, si I'on souhaite pouvoir définir les successions microbiennes
des différents intervenants & chaque étape du cycle de I'azote, il est indispen-
sable de disposer de méthodes permettant une analyse non seulement des es-
peces présentes (métagénomique), mais plus précisément des especes actives
dans le sol A différents instants (métatranscriptomique, métabolomique). Le
traitement des données issues de ces analyses -omiques nécessite un traitement
bioinformatique pour pouvoir les interpréter. Ces deux secteurs (biologie mo-
léculaire et bioinformatique) ont donc de beaux jours devant eux.

4.1. Définition des techniques -omiques et limitations

Par « techniques -omiques », I'article de Beale, Karpe et Ahmed (2016)
entend :

1. la génomique, qui étudie le génome (acide désoxyribonucléique ou

ADN) d’un organisme;

2. la transcriptomique, qui se penche sur expression de ce génome via
lacide ribonucléique messager (ARNm). Notons que les expressions
« génomique » et « transcriptomique » peuvent étre précédées d’un
préfixe « méta- », auquel cas cela signifie que c’est 'ensemble des ADN
et ARNm de tous les organismes présents dans un environnement qui
seront étudiés;

3. la protéomique, qui analyse 'ensemble des protéines d’une cellule, tissu
ou organe;

4. enfin, la métabolomique s’intéresse a I'ensemble des métabolites retrou-
vés au sein d’une cellule, tissu ou organe.

Chacune de ces techniques est caractérisée par un protocole et des exigences
qui lui sont propres.



212 REVUE DES QUESTIONS SCIENTIFIQUES

Dans le cadre d’¢tudes environnementales (par exemple, I’étude des com-
munautés microbiennes du sol), le recours 4 la métagénomique et a la méta-
transcriptomique semble tout indiqué afin de visualiser, dans le premier cas,
quels organismes sont présents et quel est leur potentiel inscrit dans leur gé-
nome, et dans le second cas, activité microbienne en cours au moment du pré-
levement. En effet, ce n’est pas parce qu’un organisme est présent et est poten-
tiellement capable d’exprimer un geéne intervenant dans le cycle de I'azote qu’il
est véritablement actif dans ce cycle au moment ot I'échantillon est prélevé.

Malgré les avancées incroyables que les techniques -omiques ont permises,
Fierer (2017) explique que de nombreux défis doivent encore étre relevés. Tout
d’abord, ces techniques ne permettent pas de distinguer a quelles voies méta-
boliques les ADN et/ou ARNm identifiés participent, ce qui est probléma-
tique puisque dans le cas des émissions de N, O, plusieurs voies de production
existent. Elles ne permettent pas non plus d’identifier origine des acides nu-
cléiques, qui peuvent étre potentiellement issus d’organismes morts ou dor-
mants. De plus, notre compréhension des relations entre la cinétique enzyma-
tique, les conditions environnementales et les microorganismes est insuffisante
pour pouvoir réaliser des prédictions, par exemple  propos des taux de dénitri-
fication des sols. Enfin, des efforts restent a pourvoir pour assurer la fiabilité des
résultats, en améliorant notamment la résolution taxonomique et les méthodes
d’annotation de genes en bioinformatique, et prédire ’'abondance absolue des
taxa grice & la Polymerase Chain Reaction quantitative (q-PCR), 1a ot les mé-
thodes actuelles ne donnent qu’une idée de I'abondance relative en ciblant le

géne 16S de ’ARN ribosomal (ARNT).

Signalons également qu’une partie de la communauté scientifique dispute
la légitimité des especes découvertes grace  la métagénomique (Bisgaard ez al.,
2019; Konstantidinis Rossell6-Méra & Amann, 2020), puisque selon le code
international de nomenclature des procaryotes de Parker, Tindall et Garrity
(2019), seuls les organismes vivant en culture peuvent servir a I'identification
de nouvelles especes.

4.2, Bioinformatique

L’avenement des techniques moléculaires a requis le développement de la
bioinformatique afin de pouvoir traiter les énormes quantités de données gé-
nérées. A titre d’exemple, la banque de données de séquences génétiques Gen-
Bank du National Center for Biotechnology Information (NCBI) comptait, en
aolit 2021, 940.513.260.726 bases et 231.982.592 séquences (NCBI 2021).
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Figure n°1.
Schématisation simplifiée des étapes d'un pipeline de bioinformatique
en métagénomique.

Chaque étape nécessite I'utilisation d'un programme spécifique. Apres collection
de I'échantillon, on en extrait 'ADN qui est ensuite séquencé soit en shotgun (@am-
plification et séquencage de I'ensemble des organismes présents, peu importe leur
régne taxonomique), soit en ciblant un regne spécifique (par exemple, en utilisant
un géne ubiquitaire tel que le 16S ARNr des bactéries et archées). Le controle
qualité sert a éliminer les séquences des adaptateurs, les séquences incompleétes...
Ensuite, les séquences d’un individu sont assemblées entre elles pour former des
séquences plus longues, jusqu’a former le génome total de cet individu apres bin-
ning. Cela permet d'assigner un taxon a l'individu, avant d'identifier, sur le génome,
les génes codant pour différentes protéines (annotation) ou de faire du traitement
de données a l'aide de logiciels de biostatistiques (plotting).
Source : adapté par Gelhay (2020), d'aprés Zhang et al., 2017, et créé avec BioRender.com.

La bioinformatique allie la connaissance des structures ou du séquencage

des molécules biologiques telles que TADN, PARN, les protéines et les mé-
tabolites, au pouvoir des outils informatiques (Gelhay, 2020). Son objectif
principal est de comprendre ces données biologiques, évaluer comment elles
peuvent s’ imbriquer dans les résultats d’autres expériences, et construire des
arbres phylogénétiques (Luscombe, Greenbaum & Gerstein, 2001). Concre-
tement, la bioinformatique traite les données brutes (e.g. séquences ADN),
en en éliminant les séquences des adaptateurs?, les séquences incomplétes, les

Les adaptateurs sont de courts oligonucléotides placés a I'extrémité des séquences d’inté-
rét pour permettre la fixation des amorces et ainsi I'amplification par PCR (Jiang ez 4/.,

2014).
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contaminants®... & I'aide de différents programmes informatiques, pour pou-
voir identifier les individus et détecter certains patterns (regroupements de
données, par exemple). Une schématisation du procédé se trouve en figure n°1.

Si la bioinformatique est devenue incontournable pour le traitement de
données d’analyses moléculaires, un point faible potentiel est le grand nombre
de programmes disponibles pour chacune des étapes de reconstitution des gé-
nomes, dont la qualité¢ influence 'efhicacité des algorithmes permettant I’as-
semblage des fragments (voir par exemple larticle de Forouzan ez 4l., 2018,
pour une analyse de onze assembleurs de 7zovo). Ces outils nécessitent donc
d’étre constamment évalués et améliorés pour garantir un résultat le plus précis
et le plus proche de la réalité possible.

5.3. Conclusions et perspectives

Erant donné la croissance continue de la population humaine, les secteurs
de Pagriculture et de I'élevage 4 des fins alimentaires n’auront d’autres choix
que de continuer 4 produire davantage. Or, comme nous I’avons démontré,
ces activités participent de maniére conséquente aux émissions de GES contri-
buant au réchauffement climatique. En particulier, les effluents d’¢levage au
champ et en étable sont responsables de prés d’un quart des émissions de N,O
lides aux activités anthropiques. Ce gaz a effet de serre ayant un pouvoir de
réchauffement global et une durée de vie atmosphérique plus importants que
ceux du méthane, il est crucial d’en limiter les émissions. Ainsi, |’ Union euro-
péenne (UE) s’est fixé pour objectif, 3 I’horizon 2030, de réduire de 55 % ses
¢missions de GES (tous confondus) par rapport au niveau de 1990 (Commis-
sion européenne, 2020).

Dans ce contexte, la compréhension des mécanismes microbiens et des
conditions physico-chimiques du sol régissant les émissions de N,O dans
les prairies ot paissent des animaux d’élevage constituera un outil potentiel
puissant de régulation de ce GES. Les techniques de biologie moléculaire et
la bioinformatique constitueront les meilleurs alliés des chercheurs en écolo-
gie moléculaire afin d’identifier chacun des acteurs impliqués dans le cycle de
Iazote, ainsi que les étapes auxquelles ils participent, afin de révéler les points

4. Une séquence contaminante est définie par le National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) comme étant « une séquence qui ne représente pas fidélement I’information
génétique de la source biologique [...] car elle contient un ou plusicurs segments d’origine
étrangere » (NCBI, 2012. Traduction de I'auteure). Par exemple, si le géne d’intérét est
un géne bactérien, une séquence contaminante serait une séquence d’un géne humain.
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d’attention du procédé. En particulier, il parait intéressant de maitriser la der-
niere étape de la dénitrification, qui permet la réduction de N,Oen N,, en sti-
mulant par exemple le développement des microorganismes qui y participent,
voire en recourant a des champignons génétiquement modifiés pour exprimer

la réductase de N, O qui leur fait défaut.
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