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Résumé 

La croissance démographique mondiale accroît la demande alimentaire, nécessitant des 

systèmes agroalimentaires plus productifs et durables. L'utilisation de produits phytosanitaires, 

bien qu'essentielle pour maintenir les rendements, pose des risques pour l’environnement et 

particulièrement pour les écosystèmes du sol. Cette étude évalue les impacts de deux herbicides, 

FUEGO® et CARPATUS®, sur les communautés microbiennes du sol, dans le but de développer 

un outil de diagnostic environnemental accessible et efficace pour détecter la présence de 

pesticides et de leurs métabolites dans les sols et les eaux. L'expérience, réalisée en 

microcosmes contrôlés en laboratoire, a testé plusieurs doses d'herbicides (0,1x, 1x, 10x la dose 

agronomique de référence et un contrôle) à quatre temporalités (3 heures, 3 jours, 3 semaines 

et 3 mois). Les impacts ont été évalués par des mesures de l'activité enzymatique FDA, de la 

respiration microbienne par MicroRespTM, et de l'abondance et de la diversité microbienne via 

q-PCR et Metabarcoding 16S. Les résultats montrent que, dans les conditions testées, les 

herbicides étudiés n’ont pas d’impact négatif marquant sur les microorganismes du sol et sur 

les communautés bactériennes. Ils montrent même que l’ajout de ces herbicides pourrait servir 

de source de carbone ou d’énergie pour les microorganismes, augmentant ainsi leur nombre et 

leur activité dans le sol. Bien qu'aucun bioindicateur clair n’ait été identifié lors de ce travail, 

des perspectives concrètes sont proposées pour évaluer l’impact des herbicides dans le sol, non 

par un bioindicateur unique tel qu’une fonction, un gène ou une espèce bactérienne spécifique, 

mais plutôt avec un ensemble d’indicateurs comprenant entre autres des activités enzymatiques 

répondant à l’ajout d’herbicides dans le sol.  

Mots clés : herbicide, écotoxicologie, FUEGO®, CARPATUS®, communauté microbienne 

  



 

Abstract 

Global population growth is increasing demand for food, requiring more productive and 

sustainable agri-food systems. The use of phytosanitary products, while essential for 

maintaining yields, poses risks for the environment and in particular to soil ecosystems. This 

study aims to evaluate the impact of two herbicides, FUEGO® and CARPATUS®, on soil 

microbial communities, with the aim of developing an accessible and effective environmental 

diagnostic tool to detect the presence of pesticides and their metabolites in soils and waters. The 

experiment, conducted in controlled laboratory microcosms, tested several herbicide doses 

(0.1x, 1x, 10x the agronomic reference dose and a control) at four-time scales (3 hours, 3 days, 

3 weeks and 3 months). Impacts were assessed by measuring FDA enzyme activity, microbial 

respiration using MicroRespTM, microbial abundance via q-PCR and diversity by 

Metabarcoding 16S. The results show that, under the tested conditions, the herbicides studied 

do not have a significant negative impact on soil microorganisms or bacterial communities. In 

fact, they suggest that the addition of these herbicides could serve as a carbon or energy source 

for microorganisms, thereby increasing their number and activity in the soil. Although no clear 

bioindicator was identified in this study, concrete perspectives are proposed for assessing the 

impact of herbicides in soil. Rather than relying on a single bioindicator, such as a function, 

gene, or specific bacterial species, a more comprehensive approach involving a set of indicators, 

including specific enzymatic activities responsive to herbicide addition, is recommended. 

Keywords: herbicide, ecotoxicology, FUEGO®, CARPATUS®, microbial community 
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1 Introduction 

La population mondiale est en constante croissance et est estimée passer de 8 milliards de 

personnes aujourd’hui à une projection de 9,8 milliards d’ici 2050 (Gouel et al., 2017). Il 

devient impératif de répondre à l’augmentation de la demande alimentaire pour cette population 

future. Les systèmes agroalimentaires apparaissent comme un levier crucial pour répondre à 

cette nécessité, en fournissant non seulement des denrées alimentaires à la société actuelle, mais 

également en créant des emplois pour plus d’un milliard de personnes (FAO, 2023). Pour 

satisfaire la demande actuelle en alimentation et anticiper celle de demain, une transition vers 

des systèmes agricoles plus productifs, écologiques et durables s’impose (FAO, 2017). 

L’augmentation de la production agricole mondiale ne corrèle pas avec l’augmentation de la 

superficie agricole disponible. Alors que la production a plus que doublé, la superficie arable 

productive n’a augmenté que de 10% (Köhler et al., 2013). Dans ce contexte, l’utilisation de 

produits phytosanitaires (herbicides, insecticides et fongicides) est devenue essentielle pour 

contrôler les ravageurs tels que les adventices, les insectes et les agents pathogènes, assurant 

ainsi des rendements agricoles importants (Thiour-Mauprivez et al., 2019). 

Toutefois, l’utilisation excessive de pesticides contamine inévitablement les sols, constituant 

ainsi une menace majeure pour les organismes vivant dans ces écosystèmes (Thiour-Mauprivez 

et al., 2019). L’idéal serait que les pesticides appliqués soient hautement sélectifs, possédant un 

spectre d’action limité aux organismes cibles, qu’ils soient biodégradables et ne contaminent 

pas les eaux souterraines (Johnsen et al., 2001).  Cependant, il est rare que ces conditions soient 

réunies dans la pratique. Les évaluations approfondies effectuées par l’Autorité Européenne de 

Sécurité des Aliments (EFSA) avant la mise sur le marché des pesticides se concentrent 

exclusivement sur l’écotoxicité de ces produits pour les microorganismes du sol, en estimant 

l’impact de la substance active sur la minéralisation du carbone et de l’azote (Thiour-Mauprivez 

et al., 2019). Pourtant, selon Johnsen et al. (2001), l’application de pesticides peut 

considérablement modifier la structure des communautés microbiennes du sol, même si le 

métabolisme global de l’azote semble inchangé. Certains microorganismes peuvent être 

totalement supprimés tandis que d’autres prolifèrent, entraînant des modifications dans la 

communauté microbienne et ses activités ultérieures. Plus récemment, l’EFSA a mis en lumière 

la nécessité de redéfinir de nouveaux objectifs pour mieux préserver les services 

écosystémiques du sol. Cela implique d’identifier les organismes non-cibles comme des 
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éléments clés à protéger au sein des groupes fonctionnels (EFSA, 2010; Thiour-Mauprivez et 

al., 2019).  

Ce mémoire s'inscrit dans le cadre du projet MICROSENSE, une collaboration entre le 

CEBEDEAU et le CRA-W, respectivement un centre de recherche et d'expertise pour l'eau et 

le centre de recherche agronomique en Wallonie. Ces deux entités unissent leurs compétences 

pour concevoir un outil de diagnostic environnemental reposant sur des principes simples 

d'utilisation, sans nécessiter de structure de laboratoire ou d'équipement spécifique. Ce projet 

vise à développer un outil dynamique et fonctionnel permettant d’analyser la dynamique et le 

fonctionnement des communautés microbiennes dans les échantillons environnementaux, tout 

en étant rapide, économique, et accessible à tous (CRA-W. | Centre wallon de Recherches, May-

15-2024). Cet outil pourrait être utilisé par différents acteurs, tels que les agriculteurs 

envisageant une transition vers l’agriculture biologique, les organismes de contrôle 

environnemental (tels que Requasud, l'AFSCA, l'ISSeP, etc.), les particuliers souhaitant évaluer 

la qualité de leur sol, ainsi que toute autre personne ou organisation intéressée. La conception 

de ce système reste à définir, car il est nécessaire d'identifier et de valider les biomarqueurs au 

préalable.  

Ce mémoire contribue à l’avancement du projet à travers deux objectifs. Premièrement, il vise 

à évaluer les impacts de deux herbicides environnementalement problématiques, FUEGO® 

(métazachlore) et le CARPATUS® (flufénacet et diflufenican), sur les communautés 

microbiennes. Deuxièmement, il cherche à identifier des biomarqueurs attestant de la présence 

de ces herbicides. De manière plus large, ce mémoire peut contribuer à l'atteinte des objectifs 

de l'EFSA, qui cherche à intégrer de nouveaux outils microbiens pour l'évaluation des risques 

environnementaux, en tenant compte de l'aspect écotoxicologique du sol (Thiour-Mauprivez et 

al., 2019). 
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2 État de l’art 

2.1 Destin des pesticides dans l’environnement  

Le sol constitue une ressource agricole essentielle, offrant la capacité de produire, distribuer et 

stocker divers matériaux et produits chimiques. Cependant, il est fréquemment exposé à divers 

polluants, en particulier les pesticides, qui peuvent y pénétrer par de multiples façons. Ils 

peuvent être introduits dans le sol notamment par des applications directes, des déversements 

accidentels, le ruissellement de produits appliqués sur les plantes ou par l’incorporation de 

matières végétales contaminées (Szpyrka et al., 2020). 

Une fois dans le sol, ces pesticides peuvent se disperser dans l’écosystème terrestre ou être 

transportés vers des systèmes aquatiques par le biais de l’écoulement de surface et du lessivage, 

ainsi que par l’érosion causée par le vent et les mouvements des animaux (Chaudhari et al., 

2023). Ce déplacement vers des zones non ciblées entraîne non seulement des pertes 

économiques pour les agriculteurs et un contrôle inefficace des nuisibles, mais également une 

potentielle contamination environnementale (Tiryaki et al., 2010). 

D’après Szpyrka et al. (2020), plusieurs processus influencent le devenir des pesticides une fois 

dans le sol. Ceux-ci incluent l’adsorption, où les pesticides se fixent aux particules du 

sol (Chaplain et al., 2011) ; le lessivage, qui est le transfert de particules fines d’un horizon 

éluvial vers un horizon illuvial (Quénard et al., 2011) ; la dégradation, qui peut être déterminée 

par des facteurs biotiques et abiotiques (Aislabie et al., 1995) ; l’évaporation, où les pesticides 

volatils passent à l’état gazeux ; et enfin, diverses transformations chimiques et 

microbiologiques.  

2.1.1 Répartition initiale des pesticides 

Le destin des pesticides dans l’environnement est fortement influencé par leur répartition 

initiale. Ce concept décrit la proportion de pesticides retrouvée dans l’air, le sol, l’eau, les 

plantes et les animaux au moment de l’application. Cette quantité dépend de plusieurs facteurs 

dont la formulation, la méthode et le taux d’application, la topographie, la végétation et les 

conditions météorologiques (Tiryaki et al., 2010). Une fois appliqués, les pesticides peuvent 

pénétrer les plantes par les feuilles ou les racines. Si les pesticides sont systémiques, ils se 

répartissent ensuite à travers le système vasculaire de la plante, perturbant ainsi ses processus 
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vitaux. Le niveau de résidus de pesticides dans la plante dépend de la capacité de chaque espèce 

végétale à absorber et métaboliser la substance active (Szpyrka et al., 2020). 

2.1.2 Persistance et rétention dans le sol 

La persistance des pesticides dans le sol, souvent exprimée en termes de demi-vie, représente 

la durée nécessaire pour que la moitié de la dose initiale se dégrade. En fonction de leur demi-

vie, les pesticides peuvent être classés en trois catégories : non persistants (moins de 30 jours), 

modérément persistants (30 à 100 jours) et persistants (plus de 100 jours) (Tiryaki et al., 2010). 

La persistance des pesticides, qui peut exposer les microorganismes du sol à des niveaux 

soutenus de substances toxiques, est influencée par des facteurs tels que la stabilité, la volatilité, 

la solubilité, la formulation, ainsi que la méthode et le site d’application. Les conditions 

environnementales, comme la température, l’humidité et le vent, jouent également un rôle 

crucial, tout comme les propriétés du sol et des plantes. (Edwards, 1975). 

La rétention, quant à elle, fait référence à l’adsorption, un processus par lequel les pesticides se 

fixent aux particules du sol. C’est le passage d’un soluté d’une phase aqueuse à la surface d’un 

adsorbant solide. Ce phénomène dépend des différents constituants du sol et de leurs 

mécanismes d’interaction avec les pesticides (Chaplain et al., 2011). Pour évaluer la capacité 

de rétention d'un pesticide dans le sol, il est nécessaire de calculer le coefficient de partage du 

carbone organique du sol (Koc). Ce coefficient représente le rapport entre la concentration d'un 

produit chimique adsorbé par le sol et sa concentration dans l'eau du sol, normalisé en fonction 

du carbone organique du sol (Équation 1) (Reddy et al., 1994). En résumé, un Koc élevé indique 

une forte affinité pour le carbone organique, entraînant une rétention prolongée et une faible 

mobilité dans le sol, tandis qu'un Koc faible signifie une affinité moindre, favorisant une plus 

grande dispersion et mobilité des pesticides dans le sol. Le coefficient Koc est donc un 

paramètre crucial pour prédire le destin et le transport des produits chimiques dans 

l’environnement (Hodson et al., 1988). 

𝐾𝑜𝑐 =

𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑐ℎ𝑖𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑎𝑑𝑠𝑜𝑟𝑏é𝑒 (µ𝑔)
𝑐𝑎𝑟𝑏𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒 (𝑔)

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑎𝑞𝑢𝑒𝑢𝑠𝑒 (
µ𝑔
𝑚𝐿)

  

Équation 1: Coefficient de partage du carbone organique (Hodson et al., 1988). 
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2.1.3 Dégradation des pesticides dans le sol 

La dégradation des pesticides dans l'environnement est largement déterminée par une 

combinaison de facteurs biotiques et abiotiques (Baćmaga et al., 2014). C'est principalement 

grâce à l'action des microorganismes que ces substances sont transformées (Aislabie et al., 

1995). Cette transformation microbiologique joue un rôle critique dans le devenir et le 

comportement des pesticides dans le sol, les décomposant en produits plus simples sous 

l'influence des microorganismes et de leurs enzymes (Kaufman, 1974; Aislabie et al., 1995). 

Les conditions environnementales, telles que la température et l'humidité du sol, exercent une 

influence significative sur le taux de dégradation microbienne des pesticides. En général, des 

températures et une humidité plus élevée accélèrent ce processus, tandis que des périodes de 

sécheresse ou de basse température peuvent le ralentir (Szpyrka et al., 2020). De plus, les 

propriétés physico-chimiques du sol, telles que le pH, la teneur en matière organique, l'aération 

et la capacité d'échange cationique, influent sur les populations microbiennes du sol et sur les 

processus de dégradation (Kaufman, 1974). 

La dégradation des pesticides s'effectue également de manière plus rapide dans les couches 

superficielles du sol, où l'activité biologique est la plus intense. Ainsi, en cas de fortes 

précipitations juste après l'application des pesticides, la substance active peut migrer vers les 

couches plus profondes du sol, où les conditions sont moins propices à la dégradation 

microbienne (Szpyrka et al., 2020).  

En conclusion, les pesticides dans le sol subissent plusieurs processus, à savoir l’adsorption, le 

lessivage, l’évaporation et des transformation chimiques et microbiologiques (Figure 1). Ces 

processus complexes de dégradation des pesticides dans le sol sont cruciaux à comprendre pour 

évaluer et minimiser leur impact sur l'environnement (Koçak, 2023). 
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Figure 1: Destin des pesticides dans le sol (Koçak, 2023) 

 

2.2 Problématique des pesticides dans l’environnement et leurs impacts sur les 

microorganismes du sol 

Les pesticides sont couramment utilisés en agriculture pour lutter contre les adventices, les 

pathogènes et les ravageurs, garantissant ainsi des rendements élevés pour répondre à la 

demande croissante de la population (Hussain et al., 2009; Martin-Laurent et al., 2016). 

A l’échelle mondiale, environ trois millions de tonnes de pesticides sont appliquées chaque 

année (Hussain et al., 2009). Ces produits phytosanitaires, bien qu’essentiels à la production 

agricole puisqu’ils contribuent à réduire les pertes et augmenter le rendement, ont des effets 

néfastes sur l’environnement (Tiryaki et al., 2010). En effet, selon Martin-Laurent et al., (2016), 

seulement 0,1% des pesticides appliqués atteignent l’organisme cible, tandis que le reste 

contamine les sols environnants. Les affirmations précédentes sont appuyées et enrichies par 

les conclusions de Baćmaga et al. (2014), qui soulignent que la part résiduelle des pesticides 
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pollue non seulement les sols, mais peut également avoir un impact sur les êtres humains, les 

animaux et les végétaux.  

Comme précédemment mentionné, la commercialisation des pesticides est rigoureusement 

encadrée en Europe. Cependant, les données concernant l’impact écotoxicologique de ces 

produits sur les fonctions écosystémiques des sols demeurent lacunaires. Bien qu’il existe des 

tests pour évaluer l’impact sur les macroorganismes et les microalgues non-cibles, aucun 

n’existe encore pour évaluer le risque réel pour les microorganismes hétérotrophes, tels que les 

bactéries et les champignons (Martin-Laurent et al., 2016). Pourtant, plusieurs dizaines de 

milliers d’espèces différentes de microorganismes et des milliards de bactéries trouvent refuge 

dans un seul gramme de sol (Thiour-Mauprivez et al., 2019). 

Martin-Laurent et al., (2016) soulignent également que les tests actuels concernant les 

microorganismes sont bien trop globaux, se limitant à mesurer la minéralisation du carbone et 

de l’azote, sans considérer les éventuelles modifications de l’abondance, de la diversité et de 

l’activité de la communauté microbienne exposée aux pesticides. Or, ces modifications peuvent 

considérablement porter préjudice à de nombreux services écosystémiques (Thiour-Mauprivez 

et al., 2019). 

Bien que l’application de pesticides puisse parfois réduire la diversité microbienne, elle peut 

aussi augmenter la diversité fonctionnelle des communautés microbiennes (WANG et al., 

2006). De plus, certains groupes de microorganismes peuvent utiliser les pesticides appliqués 

comme source d’énergie et de nutriments, ce qui leur permet de se multiplier (Johnsen et al., 

2001). 

Outre les modifications des communautés microbiennes, les pesticides affectent également les 

processus biochimiques du sol en diminuant les activités enzymatiques, lesquelles sont des 

indicateurs biologiques de la fertilité du sol. Les impacts négatifs des pesticides sur les enzymes 

du sol, telles que les hydrolases, les oxydoréductases et les déshydrogénases, sont largement 

documentés dans la littérature (Hussain et al., 2009). Cependant, Megharaj et al. (1999) ont 

démontré que certains pesticides, tels que le DDT (1,1,1-trichloro-2,2-bis(p-

chlorophenyl)éthane), un insecticide, peuvent effectivement augmenter les activités 

enzymatiques du sol lorsqu'ils sont appliqués à faible concentration. Par exemple, certains de 

ses métabolites comme le DDD (1,1-dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)éthane) et le DDE (1,1-

dichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)éthylène) ont été observés pour augmenter l'activité de la 

déshydrogénase par rapport au contrôle, qui n’a pas été traité avec les pesticides ci-dessus. 
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Il est finalement difficile de se positionner quant au rôle des pesticides dans la perturbation de 

l’environnement du sol, puisque les résultats de recherche divergent dans la littérature, sont peu 

nombreux et sont propres à chaque groupe de microorganismes étudiés (Hussain et al., 2009). 

2.3 Herbicides problématiques dans l’environnement 

Les herbicides représentent 60 % du volume total des pesticides utilisés à l’échelle mondiale 

(Dayan, 2019) et environs 30% dans les États membres de l’Union Européenne (Thiour-

Mauprivez et al., 2023). Ces produits phytosanitaires sont constitués de petites molécules qui 

ciblent spécifiquement les processus vitaux des plantes, en en faisant ainsi des outils essentiels 

pour la gestion efficace des mauvaises herbes (Dayan, 2019; Rangani et al., 2021). 

Cette étude se concentre sur deux herbicides posant des problèmes environnementaux : le 

FUEGO®, qui contient du métazachlore comme substance active, et le CARPATUS®, composé 

de flufénacet et de diflufenican comme substances actives. Le choix de ces herbicides est 

motivé par plusieurs raisons. Premièrement, l’objectif était d’inclure un herbicide contenant des 

substances per- et polyfluoroalkylées (PFAS), des composés chimiques de plus en plus 

préoccupants à l’heure actuelle. Deuxièmement, pour le projet MICROSENSE, il était essentiel 

de sélectionner des substances actives ayant un impact significatif non seulement sur le sol mais 

aussi sur l’eau. 

2.3.1 FUEGO® (Métazachlore) 

Le métazachlore, également connu sous le nom de 2′,6′-diméthyl-N-(pyrazol-1-ylméthyl)-

chloroacétanilide, constitue la substance active principale de l'herbicide FUEGO® et est 

généralement appliqué à une concentration d’environs 1,5 l/ha, à raison de deux fois par an 

maximum. Appartenant à la famille chimique des chloroacétanilides, il est largement utilisé 

pour maîtriser les mauvaises herbes pendant les saisons hivernales et printanières, 

principalement sur les Brassicacées telles que le colza (Brassica napus L.) et les choux cultivés 

(Brassica oleracea L.). À des concentrations faibles, cet herbicide agit comme un inhibiteur 

d'enzymes végétales, pénétrant dans les racines et l'hypocotyle des plantes, perturbant ainsi le 

processus de division cellulaire en inhibant la biosynthèse des protéines, des acides gras à très 

longue chaîne (AGTLC) et de la lignine (Baćmaga et al., 2014; Karier et al., 2017). 

Une fois appliqué dans le sol, le métazachlore subit généralement une dégradation rapide, avec 

une demi-vie, c'est-à-dire le temps nécessaire pour que sa concentration diminue de moitié dans 

le sol, variant de 19 à 82 jours (Baćmaga et al., 2014). D’après Beulke et al. (2001), le 
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métazachlore déposé dans le sol affecte notablement l'activité des microorganismes du sol. Les 

effets secondaires du métazachlore sur ces microorganismes sont influencés par des conditions 

environnementales telles que le type de sol, sa température et son humidité, pouvant altérer sa 

stabilité, sa disponibilité et sa toxicité pour les microorganismes. Les auteurs suggèrent 

également que les sols riches en matière organique et soumis à des températures plus élevées 

favorisent une dégradation accélérée du métazachlore, ce qui pourrait réduire la sensibilité des 

microorganismes à ses effets néfastes. 

Actuellement autorisé jusqu'au 31 octobre 2027, le métazachlore demeure sujet à un manque 

d'informations concernant sa dissipation dans l'environnement et ses impacts écotoxicologiques 

sur les communautés microbiennes du sol, justifiant ainsi la nécessité d'approfondir les études 

à ce sujet (Szpyrka et al., 2020; “Recherche de produits phytopharmaceutiques | Phytoweb,” 

May-15-2024a). Par ailleurs, des recherches ont révélé que le métazachlore, lorsqu'appliqué en 

doses élevées, peut avoir un effet destructeur sur certaines propriétés du sol, tel que l’activité 

hydrolytique, le pH du sol, la capacité d’échange cationique et la saturation en bases. Cela 

souligne la nécessité d'une utilisation prudente de cet herbicide. Celui-ci affecte également la 

biodiversité et le dénombrement des microorganismes du sol. Finalement, une introduction non 

maîtrisée de métazachlore dans l'environnement du sol peut entraîner la destruction des habitats 

du sol et la propagation de cette substance chimique à d'autres composants de l'environnement 

naturel (Baćmaga et al., 2014). De plus, le métazachlore a été officiellement classé comme 

suspecté d’être cancérogène (Authority (EFSA) et al., 2017). 

2.3.2 CARPATUS®  

L’herbicide CARPATUS® est couramment utilisé sur les cultures d’escourgeon (Hordeum 

vulgare L.), bénéficiant d’une autorisation jusqu’au 15/06/2026. Ce produit comprend deux 

substances actives : le diflufenican et le flufénacet. Son application vise à prévenir la croissance 

des mauvaises herbes dans les cultures susmentionnées afin de maintenir leur rendement 

(“Recherche de produits phytopharmaceutiques | Phytoweb,” May-15-2024b). 

2.3.2.1 Flufénacet 

Le flufénacet, également connu sous le nom de 4'-fluoro-N-isopropyl-2'-(5-trifluorométhyl-

1,3,4-thiadiazol-2-yloxy) acétanilide, est une nouvelle substance active développée par 

l’entreprise Bayer. Il est recommandé pour contrôler diverses mauvaises herbes dans un large 

éventail de cultures telles que le maïs, les céréales ou encore le coton. Il s'est avéré efficace 

contre plusieurs types de mauvaises herbes annuelles et dicotylédones à petites graines. Le 
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flufénacet est souvent utilisé en combinaison avec d'autres herbicides comme le métosulam, le 

diflufenican et le métribuzine (Gupta et al., 2002). 

Ce composé est appliqué sur le terrain à une dose variant de 300 à 800 g/ha et sa demi-vie varie 

de 10 à 31 jours dans le sol (Gupta et al., 2002; Dücker et al., 2019). Le flufénacet présente un 

faible coefficient de sorption organique (kfoc) et une mobilité modérée, bien qu’il se dégrade 

plus rapidement que le diflufenican (Willkommen et al., 2019). 

2.3.2.2 Diflufenican 

Le diflufenican, également connu sous le nom de N-(2,4-difluorophenyl∼2-[3-

(trifluoromethyl)phenoxy]-3-pyridinecarboxamide), est la substance active des herbicides 

utilisée en pré- et postémergence pour le contrôle sélectif des mauvaises herbes à feuilles larges 

et des graminées dans les cultures de céréales d'hiver. Il présente une solubilité assez faible et 

une demi-vie variant de 15 à 30 semaines dans l’environnement (Ashton et al., 1994). 

Les études suggèrent que le diflufenican se dégrade lentement dans le sol, avec des effets 

toxiques significatifs sur la biomasse microbienne du sol et sur les activités enzymatiques, et 

possède un coefficient de sorption organique élevé (kfoc) (Tejada, 2009). De plus, l’association 

de sa demi-vie élevée, combinée à sa dégradation lente, contribue à sa persistance prolongée 

dans l'environnement (Willkommen et al., 2019). 

2.3.2.3 Combinaison de flufénacet et diflufenican 

La combinaison de flufénacet et de diflufenican est souvent utilisée comme solution alternative 

aux herbicides contre lesquels certaines populations de mauvaises herbes sont devenues 

résistantes dans les cultures de céréales d'hiver. Ces deux composés agissent de manière 

complémentaire : le flufénacet inhibe une enzyme nécessaire à la synthèse des AGTLC chez les 

plantes, tandis que le diflufenican inhibe une enzyme, le phytoène désaturase, conduisant à la 

dégradation de la chlorophylle (Gitsopoulos et al., 2024). 

Cependant, les informations sur les effets combinés de ces substances actives sur les divers 

groupes de microorganismes du sol restent limitées. Des études ont néanmoins observé une 

diminution significative de l'activité microbienne et des modifications structurales dans le sol 

traité avec ces substances actives (Carpio et al., 2020). 
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2.4 Rôle crucial de la qualité et de la santé des sols  

Le sol joue un rôle crucial en reliant les écosystèmes terrestres et aquatiques ainsi que 

l'atmosphère. Un sol de qualité agit comme un filtre naturel, épurant l'air et l'eau (Pathak et al., 

2005). De plus, sa qualité est un indicateur déterminant de l'état général de l'environnement, de 

la sécurité alimentaire et de la viabilité économique (Sharma et al., 2010). La dégradation de la 

qualité des sols se manifeste par des changements négatifs dans ses propriétés physiques, 

chimiques et biologiques (Pathak et al., 2005). Dans ce cadre, il semble crucial d’évaluer la 

qualité des sols pour mesurer la durabilité des systèmes agricoles et des pratiques de gestion de 

terres (Doran et al., 1994). 

2.4.1 Qualité et santé d’un sol 

La qualité des sols se réfère à l'aptitude d'un type de sol spécifique à remplir ses fonctions dans 

les écosystèmes naturels ou gérés. Cela inclut sa capacité à soutenir la productivité des plantes 

et des animaux, à maintenir ou améliorer la qualité de l'eau et de l'air, et à favoriser la santé et 

l'habitat humain (Karlen et al., 1997). 

Le concept de santé des sols, quant à lui, ajoute l'idée que le sol est une ressource vivante et 

limitée. Il est défini comme la capacité continue du sol à fonctionner comme un système vivant 

essentiel, en tenant compte des limites de l'écosystème et de l'utilisation des terres. Cela 

implique de maintenir la productivité biologique, de préserver ou d'améliorer la qualité de l'air 

et de l'eau, et de promouvoir la santé des plantes, des animaux et des humains (Doran et al., 

1994).  

2.4.2 Impact des populations microbiennes sur la qualité des sols 

Les microorganismes jouent un rôle essentiel dans les propriétés chimiques et biologiques du 

sol. En effet, ils contribuent au recyclage des nutriments, favorisant ainsi la biodisponibilité des 

éléments essentiels pour la production primaire. Par exemple, ils interviennent dans les 

processus du cycle de l'azote, à la fois en minéralisant l’humus et en participant à la fixation 

d’azote atmosphérique par symbiose avec les légumineuses. De plus, ils participent au maintien 

de la structure du sol et à la dégradation des polluants, ainsi qu'à la modification de la spéciation 

chimique des métaux (Christel et al., 2022). 

Dans ce contexte, il est évident que la présence des microorganismes est nécessaire pour 

garantir la qualité du sol. En effet, une qualité de sol médiocre peut se traduire, outre ses aspects 

physiques, par une population microbienne affaiblie, caractérisée par une faible diversité, une 
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abondance réduite et une activité diminuée. C'est la résilience et la résistance de cette population 

microbienne qui détermineront l'impact d'une perturbation, telle que l'application d'un produit 

phytosanitaire (Griffiths et al., 2013) (Figure 2). 

 

 

Figure 2: Réponse de l'écosystème du sol face aux perturbations, influencée par la résistance et la résilience de la communauté 
microbienne du sol (Griffiths et al., 2013). © 2013 Fédération des sociétés européennes de microbiologie 

2.5 Nécessité de disposer d’indicateurs pour évaluer la qualité des sols 

 Les indicateurs de qualité des sols sont des caractéristiques mesurables essentielles pour 

évaluer la capacité du sol à remplir ses fonctions de production et à maintenir son 

environnement. Ces indicateurs jouent un rôle crucial pour évaluer l'impact des interventions 

de gestion sur la qualité des sols agricoles. Cependant, il n'existe pas d'ensemble universel 

d'indicateurs applicables à toutes les situations ; ainsi, il est nécessaire de sélectionner des 

indicateurs pertinents en fonction des conditions spécifiques du sol et des objectifs de gestion 

(Pathak et al., 2005). Les indicateurs les plus couramment utilisés dans la littérature ont été 

recensés par Arshad et al., (2002) dans le tableau 1 et leurs seuils dépendent du lieu, du temps 

et de l’utilisation des sols.  
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Tableau 1: Indicateurs clés pour l'évaluation de la qualité des sols (d’après (Arshad et al., 2002)) 

 

2.5.1 Indicateurs chimiques 

La gamme des éléments potentiels servant d'indicateurs chimiques pour le sol est vaste, et le 

choix final dépendra de la fonction du sol et du processus pris en compte. Ces éléments incluent 

le pH, la salinité, le taux de matière organique, la capacité d'échange cationique (CEC), l'état 

nutritionnel des plantes, les concentrations d'éléments potentiellement toxiques, et peut-être le 

plus crucial, la capacité du sol à se protéger contre les changements de ses propriétés chimiques 

(Pathak et al., 2005). 

2.5.2 Indicateurs physiques 

Les indicateurs physiques se concentrent principalement sur la disposition physique des 

particules solides et des pores du sol. Ils englobent la texture du sol, sa capacité de rétention 

d'humidité, sa densité apparente, sa porosité, la résistance et la stabilité des agrégats, ainsi que 

la formation de croûtes. Ils prennent également en compte l'étanchéité de surface, le compactage 

et la profondeur (Pathak et al., 2005). 

2.5.3 Indicateurs microbiens 

Les indicateurs microbiens jouent un rôle crucial dans l'évaluation de la qualité du sol, offrant 

une perspective dynamique et sensible aux changements de gestion des sols et de climat. 

Contrairement aux paramètres physiques ou chimiques, les indicateurs microbiens peuvent être 

utilisés dès les premiers stades pour évaluer la qualité du sol. Ces indicateurs comprennent 

divers paramètres biologiques tels que les populations de microorganismes, de méso-
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organismes et de macro-organismes, les taux de respiration, les activités enzymatiques, les taux 

de minéralisation des nutriments, la biomasse microbienne et une caractérisation plus détaillée 

des fractions de matière organique du sol (Pathak et al., 2005) 

Ainsi, la diversité biologique, en particulier la diversité microbienne, offre un indicateur fiable 

de la durabilité de la fertilité biologique, de sa résilience et de la productivité végétale. En 

évaluant la proportion des populations bactériennes et fongiques du sol, elle fournit des 

informations essentielles sur son fonctionnement global (Thibault et al., 2018).  
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3 Matériel et méthodes 

3.1 Herbicides 

Deux herbicides ont été choisis pour l'élaboration de ce travail de fin d'études : 

• FUEGO® (9192/B) : contient 500g/L de métazachlore, notable pour son impact sur 

l’activité des microorganismes du sol déjà rapporté dans la littérature (Beulke et al., 

2001). 

• CARPATUS® (11084P/B) : contient 400g/L de diflufenican et 200 g/L de flufénacet, 

deux composés per et polyfluoroalkylées (PFAS) connus pour leur persistance dans le 

sol et leurs impacts environnementaux (Glüge et al., 2020). 

3.2 Dispositif expérimental 

L’expérience a été réalisée sous forme de microcosmes en laboratoire, permettant une régulation 

précise des paramètres, un suivi rigoureux et une meilleure reproductibilité. 

Le dispositif expérimental comprend deux facteurs : la temporalité et la dose agronomique 

d’herbicide appliquée, avec trois répétitions par dose. Les doses appliquées, couramment 

utilisées dans de nombreuses études écotoxicologiques (Terol et al., 2024), sont les suivantes : 

• La dose de référence agronomique (Dose 1x) ; pour un scénario d’exposition réaliste. 

• Une dose dix fois supérieure à la dose de référence (Dose 10x) ; pour un scénario 

d’exposition extrême (worst case scenario) permettant d’évaluer des effets 

potentiellement observables en cas d’expositions répétées, bien que parfois éloignées 

de la réalité agronomique. 

• Une dose dix fois inférieure à la dose de référence (Dose 0,1x) ; pour un scénario de 

moindre exposition. 

• Une dose contrôle (Dose ctrl) ; pour un scénario sans exposition, contenant uniquement 

de l’eau et servant alors de témoin. 

Afin de visualiser l’impact des herbicides au fil du temps, différentes temporalités ont été 

envisagées. Initialement, trois temporalités ont été choisies : 3 jours, 3 semaines et 3 mois après 

application des herbicides. À chaque intervalle de temps, quatre expérimentations ont été 

réalisées : une évaluation de l’impact du pesticide sur l’activité enzymatique microbienne, sur 

la respiration globale du microbiote du sol, une analyse des biomasses bactériennes et fongiques 
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par q-PCR ainsi qu’une analyse de la diversité bactérienne par Metabarcoding 16S. Par la suite, 

une quatrième temporalité précoce a été ajoutée, après seulement 3 heures d’incubation, se 

focalisant sur la mesure de l’activité enzymatique et de la respiration microbienne.  

Ainsi, quatre temporalités ont été étudiées pour évaluer l’impact de ces herbicides sur les 

communautés microbiennes du sol. Trois répétitions biologiques ont été considérées par 

modalité testée. Au total, 48 microcosmes ont donc été mis en place par herbicide étudié. La 

figure 3 présente un schéma expérimental des microcosmes utilisés lors de l’étude d’un 

herbicide. 

 

Figure 3: Plan expérimental des microcosmes pour un herbicide étudié. 

 

3.2.1 Prélèvement de sol 

Le prélèvement des échantillons du sol utilisé pour construire les microcosmes a été effectué 

dans une parcelle expérimentale d’essai en agriculture biologique du CRA-w. 

La parcelle étudiée est située rue du Zémont à Gembloux, aux coordonnées géographiques 

50°56'07.3"N, 4°72'02.6"E (Figure 4). Le type de sol de celle-ci est limoneux à drainage 

favorable à modéré. Elle constitue la cinquième parcelle d'un essai en agriculture biologique 

dirigé par Morgan Abras du CRA-W. Aucun produit phytosanitaire n'a été appliqué sur cette 

parcelle depuis de nombreuses années, garantissant ainsi un environnement exempt de ces 

substances. 
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Le sol de cette parcelle n’est pas labouré et subit uniquement un désherbage mécanique. La 

fertilisation est assurée par des légumineuses, qui enrichissent naturellement le sol, ainsi que 

par deux apports de fumier par rotation. La rotation des cultures inclut principalement des 

cultures associées, et cette année, la culture est le colza associé à du trèfle.  

 

Figure 4: Photo satellite de la localisation de la parcelle de prélèvement des échantillons (WalOnMap). 

Les premiers prélèvements de sol ont été effectués le 21 février 2024 à l’aide d’une tarière 

manuelle, dans la couche superficielle, à 25 cm de profondeur. L’échantillonnage, réalisé de 

manière aléatoire dans la parcelle, a permis de collecter environ 3,5 kg de terre. Le sol a ensuite 

été tamisé à 8 mm, les matières végétales et inorganiques restantes ont été éliminées, et le reste 

a été homogénéisé dans des barquettes en aluminium. Ces échantillons ont été acclimatés à 

l’obscurité dans une étuve à 22°C pendant 16 jours. 

Cette manipulation a été répétée le 18 avril 2024 pour le deuxième herbicide à tester. De plus, 

des prélèvements supplémentaires ont été effectués pour les temporalités précoces de chaque 

herbicide, le 11 avril 2024 et le 6 juin 2024, toujours sur la même parcelle. 

3.2.2 Mise en place des microcosmes 

Des microcosmes ont été mis en place en introduisant 80 g de terre dans des récipients 

cylindriques fermés de 120 ml. Les concentrations d’herbicide FUEGO® à appliquer dans 

chaque microcosme ont été déterminées en fonction de la concentration de métazachlore et des 

doses recommandées. Les doses testées incluaient des applications de 0,1x, 1x, et 10x la dose 

recommandée. Le calcul détaillé des dilutions se trouve en annexe 1 pour FUEGO® et annexe 

2 pour CARPATUS®. 
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4 ml d’eau ou de solution d’herbicide ont été appliqués dans chaque microcosme pour garantir 

une répartition homogène de l’herbicide. Ces derniers ont ensuite été homogénéisés et placés 

dans une étuve à 22°C dans l’obscurité. 

Des prélèvements par sacrifice ont ensuite été effectués sur les microcosmes à 3 heures, 3 jours, 

3 semaines et 3 mois après les traitements. Les microcosmes ont été aérés sous hotte à flux 

laminaire pendant 15 minutes chaque semaine. 

3.3 Étude de l’activité microbienne par analyse de l’activité enzymatique par 

fluorescence 

Le test évaluant l'activité enzymatique des populations microbiennes permet d'obtenir une 

estimation de l'activité microbienne globale dans un échantillon de sol (Szabó et al., 2022). Le 

principe de base repose sur l'ajout de substrats synthétiques liés à un colorant fluorescent aux 

échantillons de sol. L'activité enzymatique est mesurée lorsque le colorant fluorescent est libéré 

du substrat par une réaction catalysée par une estérase, lipase ou protéase. Une fluorescence 

élevée indique une dégradation plus importante du substrat, traduisant ainsi une activité 

microbienne globale plus forte (Steinweg & McMahon, 2012). 

Des solutions d'échantillons de sol ont été préparées en suspendant une masse constante de sol 

frais (1,250 g) dans un tampon phosphate à pH 7,6 (50 mM K2HPO4 + 9,55 mM KH2PO4). 

Après homogénéisation et sonication, une plaque à 96 puits a été utilisée pour les mesures de 

fluorescence, à raison de 7 puits par échantillon, ainsi que 12 puits contrôles. Chaque puits 

contenait une solution standardisée composée des solutions de sol préalablement préparées 

(sauf pour le contrôle), de tampon phosphate et du substrat diacétate de fluorescéine. La 

fluorescence a été mesurée sur un spectrophotomètre, le TECAN Spark® en mode cinétique sur 

25 cycles de 5 minutes chacun, avec des longueurs d'onde d'excitation de 465 nm et d'émission 

de 535 nm. 

Une droite de calibration a été établie pour quantifier la fluorescence mesurée en termes de 

concentration de fluorescéine libérée, afin d’interpréter les résultats du test FDA. La calibration 

a utilisé une solution de sol témoin avec de la fluorescéine. Le protocole détaillé, adapté de 

Thierry Beguiristain, est disponible en annexe 3. 
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3.4 Étude de la respiration microbienne par MicrorespTM 

Le kit MicroResp™ est un outil précieux pour évaluer l'activité microbienne. Il présente des 

avantages significatifs en termes de réduction de temps, de coûts et d'espace en laboratoire. Ce 

test repose sur une méthode colorimétrique détectant les changements de pH d'une solution de 

bicarbonate en quasi-équilibre avec l'espace de tête du puits (Figure 5). En absorbant le CO₂ 

produit par les microorganismes, un gel contenant un indicateur de pH, le rouge de crésol, 

change de couleur. L'acidification résultante, due à la réaction du CO₂ avec le bicarbonate pour 

former des ions carbonates et H⁺, entraîne une diminution du pH et un éclaircissement de 

l'indicateur coloré (Campbell et al., 2003; The James Hutton Institute, 2019). 

En résumé, le gel indicateur a été préparé en utilisant une solution composée de rouge de crésol, 

de chlorure de potassium et de bicarbonate, ainsi que d'une solution d'agar à 3%. Les puits 

profonds ont ensuite été remplis avec les échantillons de sol. Les puits ont été scellés avec un 

tapis de fermeture en caoutchouc percé, permettant le passage du CO₂ et une microplaque. La 

spectrophotométrie a été utilisée pour mesurer l'absorbance du gel indicateur après 6 heures à 

température ambiante. La mesure a été effectuée à 570 nm et à 20°C à l'aide du 

spectrophotomètre Tecan Spark®, ce qui a permis de quantifier le taux d'émission de CO₂ (µg 

CO₂-C/g/h) lors de la respiration microbienne (Rowell, 1995). Le protocole utilisé, ainsi que 

les formules employées, ont suivi les instructions du kit MicroResp™ (The James Hutton 

Institute, 2019) et se trouve en annexe 4. 

 

Figure 5: Schéma d'un puits profond relié à un puits de détection, montrant la position et la composition du système de détection 

de colorants (Campbell et al., 2003). 
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3.5 Étude de la biomasse microbienne et de la structure des communautés 

bactériennes 

3.5.1 Extraction d’ADN 

L’extraction d’ADN des échantillons de sol a été réalisée selon les recommandations du 

protocole du kit NucleoSpin® Soil (“NucleoSpin Soil, Mini kit for DNA from soil,” March-18-

2024). Le protocole détaillé se trouve annexe 5. Il est à noter que cette manipulation a été 

réalisée seulement sur les échantillons des temporalités 2, 3, et 4. 

Des échantillons d'environ 500 mg de sol ont été ajoutés à un tube contenant des billes de 

céramique. Un tampon d'extraction (ici le tampon SL2, celui-ci ayant montré une lyse optimale 

du type de sol analysé) a été ajouté au tube pour lyser les cellules et libérer l'ADN. De plus, un 

« enhancer » a été utilisé pour optimiser les conditions de lyse et maximiser le rendement en 

ADN. 

Après la lyse, le lysat a été filtré pour éliminer les débris et les particules solides. Un autre 

tampon a été ajouté pour ajuster les conditions de liaison, permettant à l'ADN de se lier à la 

membrane de silice dans une colonne de spin. L'ADN lié a ensuite subi plusieurs étapes de 

lavage pour éliminer les contaminants. 

Enfin, l'ADN purifié a été élué dans un microtube de centrifugation. La qualité et la quantité de 

l'ADN extrait ont été vérifiées à l'aide d'un spectrophotomètre NanoDrop, permettant de 

s'assurer que les échantillons étaient de bonne qualité et contenaient suffisamment d'ADN pour 

les analyses ultérieures. Les grandes étapes de l’extraction d’ADN sont résumées dans la figure 

6. 

 

Figure 6: Extraction d'ADN (1= homogénéisation par billes de céramique ; 2 = Filtration du lysat ; 3 = Liaison de l'ADN sur 
la membrane de silice ; 4 = Lavage de la membrane de silice ; 5 = Elution de l'ADN) (Adapté de (“NucleoSpin Soil, Mini kit 
for DNA from soil,” March-18-2024) ). 
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3.5.2 Étude de la biomasse microbienne par quantification des bactéries et des 

champignons par q-PCR 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative en temps réel (qPCR) est une méthode 

utilisée pour la détection et la quantification des microorganismes dans divers types 

d'échantillons. Ce procédé repose sur l'amplification quantitative de séquences spécifiques par 

PCR, permettant de mesurer rapidement les populations de différents microorganismes, tels que 

les bactéries et les champignons. En évaluant le nombre de copies de gènes spécifiques, la qPCR 

fournit une estimation précise des populations microbiennes présentes dans les échantillons de 

sol (Postollec et al., 2011). Cette technique repose sur l’émission d’un signal fluorescent pour 

détecter et quantifier en temps réel l’amplification de ces fragments d’ADN cibles, ici les 

régions 16S et 18S pour les bactéries et les champignons, respectivement (Postollec et al., 

2011). L’amplification spécifique de ces deux régions génomiques repose sur les deux couples 

d’amorces suivants : 

• Pour le gène 16S :  

o 5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’ 

o 5’-ATT ACC GCT GCT GGC A-3’ 

• Pour le gène 18S :  

o 5’-AIC CAT TCA ATC GGT AIT-3’ 

o 5’CGA TAA CGA ACG AGA CCT-3’ 

L'ADN extrait (3.5.1) a été quantifié avec le spectrophotomètre Nanodrop ND-1000, puis la 

concentration a été normalisée à 10 ng/µL. La PCR en temps réel a été réalisée avec le 

thermocycleur BIO-RAD CFX96TM sur des plaques à 96 puits, chaque réaction contenant 

GoTaq® qPCR Master Mix, des amorces, de l'eau sans nucléase et l'ADN extrait.  

Les conditions de réaction pour l’amplification de l’ADN sont de 95°C pendant 2 minutes, 40 

cycles de 95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute. Pour chaque paire d’amorces, 

des dilutions en série (108, 107, 106, 105, 104, 103 copies du gène intégré dans un plasmide) sont 

effectuées et utilisées pour construire une droite d’étalonnage. 

Le protocole détaillé de cette manipulation se trouve en annexe 6. 
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3.5.3 Séquençage et traitement des données de séquençage Nanopore 

metabarcoding 

Pour cette étude, le séquençage d’ADN a été réalisé en utilisant la technologie développée par 

Oxford Nanopore Technologies (ONT), qui détecte des brins d’ADN simples brins en les faisant 

passer électrophorétiquement à travers un pore à l'échelle nanométrique (Branton et al., 2008). 

Le séquençage des échantillons de sol a été effectué au CEBEDEAU par Gilles Quabron, à 

l'aide du dispositif MinION (Figure 7), un séquenceur de troisième génération (TGS) 

commercialisée par ONT en 2014. Ce dispositif est particulièrement intéressant en raison de sa 

petite taille, de son coût réduit, de sa rapidité de séquençage et surtout pour sa capacité à générer 

des long reads (Lu et al., 2016). 

En amont du séquençage à proprement dit, les librairies ont été préparées selon le protocole mis 

au point par la firme ONT, en utilisant le kit 16S Barcoding 1-24 (SQK-16S024, ONT) (Annexe 

7). La préparation des librairies incluait l’extraction de l’ADN (3.5.1) et l'amplification de la 

totalité du gène ARNr 16S avec ajout de codes-barres spécifiques pour chaque condition. Pour 

l'amplification du gène, les amorces universelles 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 

et 1492R (5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3′) ont été utilisées (Heuer et al., 1997). 

Brièvement, l'étape d'amplification du gène ARNr 16S, réalisée par PCR, a été conduite selon 

les conditions cycliques suivantes : une dénaturation initiale de 1 minute à 95°C pour un cycle 

unique, suivie de 25 cycles comprenant une dénaturation à 95°C pendant 20 secondes, une 

hybridation à 55°C pendant 30 secondes, et une extension à 65°C pendant 2 minutes. Ensuite, 

une extension finale a été effectuée à 65°C pendant 5 minutes. Les produits de réactions ont été 

conservées à 4°C après la dernière étape. 

Après l'amplification, les échantillons ont été purifiés en utilisant des billes AMPure XP, 

incluant plusieurs lavages à l'éthanol pour éliminer les impuretés. Les échantillons purifiés ont 

été quantifiés à l'aide d'un fluorimètre Qubit, et multiplexés en quantités équimolaires. 

Cette librairie de séquençage a été chargée avec précaution sur une Flow Cell (version R9.4.1) 

et séquencée sur un appareil de type MinION. Il est important de noter que les échantillons 

FUEGO® et CARPATUS® ont été séquencés séparément, sur des Flow Cells différentes et à des 

moments distincts. Chaque Flow Cell a permis de séquencer un total de maximum 23 

échantillons, ainsi qu'un contrôle MOC. Après le séquençage, la Flow Cell a été nettoyée 

conformément aux instructions, afin de pouvoir être réutilisée ultérieurement.  
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Figure 7: Le dispositif de séquençage MinION. Reprinted from «MinION Sequencer Internal Structure », by BioRender.com 
(2024). Retrieved from https://app.biorender.com/biorender-templates 

 

Le traitement des données de séquençage Nanopore metabarcoding a été réalisé sous la 

supervision du Dr Benjamin Dubois, bioinformaticien au CRA-W, en utilisant la pipeline 

PRONAME, qui fait l'objet d'un article en cours de soumission dans la revue BMC 

Bioinformatics (Dubois et al., 2024). Ce traitement a été effectué uniquement pour les 

échantillons des temporalités 2 et 3, correspondant respectivement à 3 jours et 3 semaines 

d'incubation des microcosmes. Les échantillons de la temporalité 4, correspondant à 3 mois 

d'incubation, n'ayant pas encore été séquencés au moment de la rédaction de ce travail de fin 

d’études, n'ont pas été inclus dans cette analyse. 

La pipeline PRONAME est composée de quatre scripts :  

1) proname_import : Importation et traitement initial des données de metabarcoding 

Nanopore, incluant le retrait des adaptateurs de séquençage et des amorces, le comptage 

des reads simplex et duplex, et la génération de graphiques de dispersion pour évaluer 

la qualité des données. 

2) proname_filter : Filtrage des reads en fonction de leur longueur et de leur qualité. Il 

permet de travailler avec des reads duplex, simplex ou les deux. Dans cette étude, seules 

les reads simplex ont été utilisées en raison de la chimie ancienne employée. 

3) proname_refine : Création de séquences consensus par regroupement (clustering) des 

reads de haute qualité, suppression des singletons, et enregistrement de leur distribution 

https://app.biorender.com/biorender-templates
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par échantillon. Le script extrait et polit ensuite les séquences centroïdes de chaque 

cluster pour corriger les erreurs et filtre les séquences chimériques. 

4) proname_taxonomy : Réalisation de l’analyse taxonomique en utilisant trois bases de 

données prédéfinies ou personnalisées : deux pour les séquences du gène 16S (Silva 

v138 et Greengenes2), et une troisième pour l'opéron ribosomal complet, créée en 

téléchargeant tous les génomes bactériens publiés sur le NCBI (The National Center for 

Biotechnology Information). Un script maison extrait les copies de l'opéron ribosomal 

(région 16S-ITS-23S) de chaque génome, et les séquences sont nettoyées à l'aide de la 

pipeline DB4Q2 (Dubois et al., 2022) pour construire la base de données finale. Les 

résultats de blastn sont ensuite filtrés et peuvent être réimportés dans QIIME2 pour des 

analyses supplémentaires. 

Après l'analyse bioinformatique, les résultats ont été importés dans QIIME2 (version 2024.2). 

Les différentes doses d’herbicide appliquées (10x, 1x, 0,1x) ont été comparées au témoin aux 

deux temporalités. 

Dans un premier temps, la qualité de séquençage a été analysée grâce à un graphique indiquant 

les scores Phreds des échantillons. Ensuite, un barplot des OTU’s (unités taxonomiques 

opérationnelles) a été généré pour chaque herbicide aux deux temporalités en utilisant la 

commande qiime taxa barplot. Ces graphiques ont illustré la diversité et l’abondance relative 

des taxons dans chaque échantillon, avec une résolution taxonomique jusqu'au niveau du genre. 

3.6 Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l'aide du logiciel R v4.3.1 pour les tests 

enzymatiques, de respiration et de biomasse microbienne, et via QIIME2 (version 2024.2) pour 

l'analyse de la structure des communautés bactériennes. 

3.6.1 RStudio® 

Les données collectées ont été analysées statistiquement à l'aide du logiciel R v4.3.1 via 

RStudio® (version 2023.06.2 + 561). Les packages Agricolae et ggplot2 ont été utilisés pour 

effectuer les différents tests statistiques et générer les graphiques. 

Les facteurs considérés étaient la dose et la temporalité. Cette dernière, définie par des moments 

spécifiques, a été traitée comme un facteur catégorique plutôt que comme une variable continue. 
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Pour évaluer les différences entre les groupes, une ANOVA à deux facteurs (alpha = 0,05) a été 

réalisée initialement. Les hypothèses de l'ANOVA ont été validées par plusieurs tests. La 

normalité des résidus a été vérifiée à l'aide du diagramme quantile-quantile (QQ-plot) et de la 

superposition de la ligne de référence normale (H0 : distribution normale des résidus), avec les 

fonctions qqnorm() et qqline(). L'égalité des variances a été examinée visuellement en traçant 

les résidus par rapport aux valeurs ajustées (fitted values), confirmant que les dispersions étaient 

comparables entre les niveaux des facteurs. 

Lorsque les conditions d'application de l'ANOVA ont été respectées, les résultats de l'ANOVA 

ont été interprétés. Ensuite, un test post-hoc de Tukey (alpha = 0,05) utilisant la fonction 

HSD.test a été effectué pour identifier les différences significatives entre les moyennes de 

chaque modalité. En revanche, si les conditions de l'ANOVA n'ont pas été respectées, un test 

de Kruskal-Wallis a été utilisé à la place. Dans ce cas, le test post-hoc a été basé sur le critère 

de la plus petite différence significative de Fisher, avec une correction de Bonferroni pour 

ajuster les résultats. 

Les données ont été présentées sous forme de boxplots, où la moyenne a été indiquée par un 

point noir. Les différences significatives (p-valeur < 0,05) entre les modalités ont été 

représentées par des lettres distinctes et mises en évidence par des couleurs différentes 

lorsqu'une modalité s'est distinguée statistiquement des autres. Les lettres (par exemple, "a", 

"b", "c", etc.) représentent ces différences. Si deux groupes partagent la même lettre (par 

exemple, "a" et "a", ou "a" et "ab"), cela signifie qu'ils ne présentent pas de différence 

significative entre eux. En revanche, des lettres différentes (comme "a" et "b") indiquent une 

différence significative. Des couleurs différentes dans les boxplots ont été utilisées pour 

visualiser ces distinctions plus clairement. 

3.6.2 QUIIME2 

Des analyses statistiques de la diversité alpha ont été effectuées grâce à des tests de Kruskal-

Wallis, avec les indices de diversité Observed features, Faith PD et Shannon. La diversité bêta 

a également été analysée grâce à des tests de PERMANOVA avec les indices de diversité de 

Bray-Curtis, Jaccard, Weight et Unweight UniFrac. En cas de différence significative, une 

analyse d'abondance différentielle avec ANCOM-BC a été réalisée pour extraire les tableaux 

des genres bactériens enrichis ou appauvris dans les échantillons avec les doses d’herbicides 

par rapport à la dose contrôle.  
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4 Résultats 

4.1 Effet des herbicides FUEGO® et CARPATUS® sur l’activité, la respiration 

et la biomasse microbienne 

4.1.1 Activité microbienne 

4.1.1.1 FUEGO® 

L’analyse statistique des résultats d’activité enzymatique de la FDA, en fonction de la 

temporalité et de la dose d’herbicide appliquée, a révélé des différences significatives pour le 

facteur temporalité ainsi que pour l’interaction entre les facteurs temporalité et dose. Les tests 

post hoc de Tukey ont mis en évidence les différences significatives entre les différentes 

temporalités pour chaque dose (Figure 8). 

Pour la dose contrôle, la temporalité 1 (3 heures post-traitement) présente une activité 

enzymatique significativement plus élevée par rapport à la temporalité 2 (3 jours post-

traitement). Les temporalités 3 et 4 (3 semaines et 3 mois post-traitement respectivement) sont 

statistiquement similaires entre elles et ne diffèrent pas significativement des temporalités 1 et 

2. 

Pour la dose 0,1x, la temporalité 2 montre une activité enzymatique significativement plus 

faible que les temporalités 1, 3 et 4. Ces dernières ne diffèrent pas significativement entre elles. 

En ce qui concerne la dose 1x, la temporalité 4 présente une activité enzymatique 

significativement plus élevée que la temporalité 2. Les temporalités 1 et 3 n'ont pas de 

différence significative par rapport aux temporalités 2 et 4. 

Pour la dose 10x, la temporalité 4 présente une activité enzymatique significativement plus 

élevée que les temporalités 1, 2 et 3, qui sont statistiquement similaires entre elles. 
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Figure 8: Effet de la temporalité à chaque dose de FUEGO® appliquée sur l'activité enzymatique de la FDA. Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes d’activité enzymatique pour les 
différentes temporalités, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points 
noirs représentent les moyennes. 
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Les analyses supplémentaires visant à évaluer un éventuel effet de la dose d’herbicide sur 

l’activité enzymatique dans chaque temporalité n’ont montré aucune différence significative 

pour toutes les temporalités (Figure 9). 

 

Figure 9: Effet de la dose de FUEGO® appliquée à chaque temporalité sur l'activité enzymatique de la FDA. Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes d’activité enzymatique pour les 
différentes doses, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs 
représentent les moyennes. 
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4.1.1.2 CARPATUS® 

L’analyse statistique des résultats d’activité enzymatique de la FDA, en fonction de la 

temporalité et de la dose d’herbicide appliquée, a révélé une différence significative pour le 

facteur temporalité uniquement. Le test post hoc, utilisant le critère de la plus petite différence 

significative de Fisher avec correction de Bonferroni, a mis en évidence les différences 

significatives entre les temporalités, indépendamment des doses (Figure 10).  

Les résultats montrent que la temporalité 4 présente une activité enzymatique significativement 

plus élevée que la temporalité 1. Les temporalités 3 et 2 se situent entre les deux et sont 

statistiquement similaires entre elles.  

 

Figure 10: Effet de la temporalité, toutes doses de CARPATUS® appliquée confondues, sur l'activité enzymatique de la FDA. 
Des lettres différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes d’activité enzymatique pour 
les différentes temporalités, selon un test de post hoc utilisant le critère de la plus petite différence significative de Fisher avec 
comme méthode d’ajustement la correction de Bonferroni. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et 
les points noirs représentent les moyennes. 
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4.1.2 Respiration microbienne 

4.1.2.1 FUEGO® 

L’analyse statistique du taux d’émission de CO2 en fonction de la temporalité et de la dose 

d’herbicide appliquée, a révélé des différences significatives pour le facteur temporalité ainsi 

que pour l’interaction entre les facteurs temporalité et dose. Les tests post hoc de Tukey ont mis 

en évidence les différences significatives entre les différentes doses pour chaque temporalité 

(Figure 11). 

Pour la temporalité 1, la dose contrôle montre un taux d’émission de CO2 significativement plus 

élevé par rapport aux doses 0,1x, 1x et 10x, qui ne diffèrent pas significativement entre elles. 

Pour la temporalité 2, les quatre doses présentent des niveaux de taux d’émission de CO2 

statistiquement similaires. 

Pour la temporalité 3, la dose 0,1x présente un taux d’émission de CO2 significativement plus 

élevé que la dose 10x. Les doses contrôle et 1x se situent entre les deux autres et sont 

statistiquement similaires entre elles. 

Pour la temporalité 4, les quatre doses présentent des niveaux de taux d’émission de CO2 

statistiquement similaires. 

 

Figure 11: Effet de la dose de FUEGO® appliquée à chaque temporalité sur le taux d'émission de CO2. Des lettres différentes 
indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des taux de CO2 émis pour les différentes doses, 
selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs représentent les 
moyennes. 
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Les analyses supplémentaires visant à évaluer un éventuel effet de la temporalité sur chaque 

dose montrent un schéma similaire à travers toutes les doses. Il n'y a aucune différence 

significative du taux d’émission de CO2 entre la temporalité 1 et 2, suivie d’une baisse 

significative en temporalité 3, et d’une augmentation significative en temporalité 4, bien que 

ce taux reste plus faible que celui observé aux temporalités 1 et 2 (Figure 12). 

 

Figure 12: Effet de la temporalité à chaque dose de FUEGO® appliquée sur le taux d'émission de CO2. Des lettres différentes 
indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des taux de CO2 émis pour les différentes 

temporalités, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs 
représentent les moyennes. 
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4.1.2.2 CARPATUS® 

L’analyse statistique du taux d’émission de CO2 en fonction de la temporalité et de la dose 

d’herbicide appliquée, a révélé des différences significatives pour le facteur temporalité ainsi 

que pour l’interaction entre les facteurs temporalité et dose. Les tests post de Tukey ont mis en 

évidence les différences significatives entre les différentes doses pour chaque temporalité 

(Figure 13). 

Pour la temporalité 1, la dose contrôle montre un taux d’émission de CO2 significativement plus 

élevé que les doses 0,1x et 1x, qui sont statistiquement similaires entre elles. La dose 10x se 

situe entre les deux autres et leur est statistiquement similaire. 

Pour les temporalités 2, 3 et 4, les quatre doses présentent des niveaux de taux d’émission de 

CO2 statistiquement similaires. 

 

Figure 13: Effet de la dose de CARPATUS® appliquée à chaque temporalité sur le taux d'émission de CO2. Des lettres différentes 
indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des taux de CO2 émis pour les différentes doses, 
selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs représentent les 
moyennes. 
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Les analyses supplémentaires visant à évaluer un éventuel effet de la temporalité sur chaque 

dose ont montré des différences significatives à travers toutes les doses (Figure 14). 

Pour la dose contrôle, la temporalité 1 présente un taux d’émission de CO2 significativement 

plus élevé que la temporalité 3. Les temporalités 2 et 4 ne diffèrent pas significativement entre 

elles mais montrent des taux d’émission de CO2 plus faibles que les temporalité 1 et 3. 

Pour les doses 0,1x et 1x, les temporalités 1 et 3 présentent des taux d’émission de CO2 

significativement plus élevés que les temporalités 2 et 4. De plus, il n'y a pas de différence 

significative entre les temporalités 1 et 3, ni entre les temporalités 2 et 4. 

Pour la dose 10x, les temporalités 1 et 3 présentent des taux d’émission de CO2 statistiquement 

similaires et significativement plus élevés que la temporalité 4. La temporalité 2 montre un taux 

d’émission de CO2 significativement plus bas que les autres temporalités. 

 

Figure 14: Effet de la temporalité à chaque dose de CARPATUS® appliquée sur le taux d'émission de CO2. Des lettres différentes 
indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des taux de CO2 émis pour les différentes 
temporalités, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs 
représentent les moyennes. 
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4.1.3 Biomasse microbienne 

Les courbes des résultats de la q-PCR, ajoutées en annexe 8, montrent la qualité de celles-ci.  

4.1.3.1 FUEGO® 

L’analyse statistique du nombre de gènes fongiques (18S) en fonction de la temporalité et de la 

dose d’herbicide appliquée, a révélé des différences significatives pour le facteur temporalité 

ainsi que pour l’interaction entre les facteurs temporalité et dose. Les tests post de Tukey ont 

mis en évidence les différences significatives entre les différentes doses pour chaque 

temporalité (Figure 15). 

Pour les temporalités 2 et 4, les quatre doses présentent un nombre de gènes statistiquement 

similaires. 

Pour la temporalité 3, la dose 0,1x ne diffère significativement pas de la dose contrôle. La dose 

1x est quant à elle significativement enrichie par rapport au contrôle tandis que la dose 10x en 

est diminuée. 

 

Figure 15: Effet de la dose de FUEGO® appliquée à chaque temporalité sur le nombre de gènes fongiques (18S). Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des nombres de gènes fongiques pour 

les différentes doses, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs 
représentent les moyennes 
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Les analyses supplémentaires visant à évaluer un éventuel effet de la temporalité sur chaque 

dose montrent des différences significatives pour les doses 0,1x et 1x (Figure 16). 

Pour la dose 0,1x, la temporalité 4 montre un nombre de gènes significativement plus faible 

que les temporalités 1 et 2, qui sont statistiquement similaires entre elles. 

Pour la dose 1x, la temporalité 3 montre un nombre de gènes significativement plus élevé que 

la temporalité 4, la temporalité 2 se situant entre les deux. 

Pour les doses 10x et contrôle, il n’y a pas de différences significatives entre les différentes 

temporalités concernant le nombre de gènes. 

 

Figure 16:. Effet de la temporalité à chaque dose de FUEGO® appliquée sur le nombre de gènes fongiques (18S). Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des nombres de gènes fongiques pour 
les différentes temporalités, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points 
noirs représentent les moyennes. 

L’analyse statistique du nombre de gènes bactériens (16S) en fonction de la temporalité et de la 

dose d’herbicide appliquée n’a révélé aucune différence significative (alpha > 0,05).  
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4.1.3.2 CARPATUS® 

L’analyse statistique du nombre de gènes fongiques (18S) en fonction de la temporalité et de la 

dose d’herbicide appliquée, a révélé une différence significative uniquement pour l’interaction 

entre les facteurs temporalité et dose. Les tests post de Tukey ont permis de mettre en évidence 

les différences significatives entre les différentes doses pour chaque temporalité (Figure 17). 

Pour la temporalité 2, les doses 0,1x, 1x et 10x diffèrent significativement du contrôle mais sont 

statistiquement similaires entre elles. 

Pour les temporalités 3 et 4, les quatre doses présentent un nombre de gènes statistiquement 

similaire. 

 

Figure 17: Effet de la dose de CARPATUS® appliquée à chaque temporalité sur le nombre de gènes fongiques (18S). Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des nombres de gènes fongiques pour 
les différentes doses, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points noirs 
représentent les moyennes 
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Les analyses supplémentaires visant à évaluer un éventuel effet de la temporalité sur chaque 

dose montrent une différence significative uniquement pour la dose contrôle (Figure 18). 

Pour la dose contrôle, la temporalité 1 montre un nombre de gènes significativement plus élevé 

que les temporalités 3 et 4, qui sont statistiquement similaires entre elles. 

Pour les doses 0,1x, 1x, et 10x, il n’y a pas de différences significatives entre les différentes 

temporalités concernant le nombre de gènes. 

 

Figure 18: Effet de la temporalité à chaque dose de CARPATUS® appliquée sur le nombre de gènes fongiques (18S). Des lettres 
différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des nombres de gènes fongiques pour 
les différentes temporalités, selon le test de Tukey. Les points de couleur représentent la dispersion des échantillons et les points 

noirs représentent les moyennes. 
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L'analyse statistique du nombre de gènes bactériens (16S) en fonction de la temporalité et de la 

dose d'herbicide appliquée a révélé une différence significative pour le facteur dose. Les tests 

post hoc de Tukey, qui comparent des groupes de moyennes, ne révèlent pas de différences 

significatives entre les groupes, mais la figure 19 montre une tendance à la hausse pour les 

échantillons traités par rapport au contrôle. 

En effet, les résultats montrent que les nombre de gènes bactériens (16S) pour les doses 0,1x, 

1x et 10x sont significativement enrichis par rapport au contrôle. 

 

 

Figure 19: Effet de la dose de CARPATUS® appliquée, toutes temporalités confondues, sur le nombre de gènes bactériens 
(16S). Des lettres différentes indiquent une différence significative (p-valeur < 0,05) entre les moyennes des nombres de gènes 
bactériens pour les différentes doses, selon un test de post hoc utilisant le critère de la plus petite différence significative de 
Fisher avec comme méthode d’ajustement la correction de Bonferroni. Les points de couleur représentent la dispersion des 
échantillons et les points noirs représentent les moyennes 
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4.2 Effet des herbicides FUEGO® et CARPATUS® sur les communautés 

bactériennes 

L'analyse des données de séquençage à haut débit avec la pipeline PRONAME a commencé par 

l’évaluation de la qualité des séquences, qui a été réalisée en examinant le graphique 

représentant la qualité moyenne des reads en fonction de leur longueur. La figure 20 révèle que 

la longueur des reads atteint environ 1500 paires de bases, ce qui correspond bien à la longueur 

moyenne du gène 16S. Cependant, la qualité moyenne des séquences se situe entre 10 et 15, ce 

qui est considéré comme faible. En effet, ces valeurs de qualité sont des scores Phred, où un 

score Q10 correspond à une précision de 90% (soit 1 erreur sur 10 bases) et un score Q15 

correspond à une précision de 96.8% (soit environ 1 erreur sur 32 bases). En comparaison, une 

qualité maximale est généralement autour de Q30, ce qui correspond à une précision de 99.9% 

(soit 1 erreur sur 1000 bases). 

 

Figure 20: Interprétation de la qualité des séquences d'ADN pour les herbicides FUEGO® et CARPATUS®, montrant la relation 
entre la longueur des reads et leur qualité moyenne. 
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4.2.1 FUEGO® 

4.2.1.1 Fréquence relative des OTUs 

La figure 21, présentée sous forme d’histogramme cumulé (bar plot), illustre la fréquence 

relative des OTUs au niveau du genre pour les échantillons FUEGO®, chacun d’eux étant 

présenté individuellement avec ses répétitions. Ce graphique permet de comparer visuellement 

la composition taxonomique de chaque échantillon et de visualiser la fréquence d’apparition de 

ces OTUs parmi les échantillons aux deux temporalités. Il est à noter que l’échantillon 2 de la 

dose 1x à la temporalité 3 n’a pas été correctement séquencé (nombre de reads faible) et sera 

dès lors exclu lors des analyses ultérieures. Les légendes des bar plots en figure 22 illustrent les 

34 OTUs les plus fréquents. 

Ces figures permettent d’affirmer que, de manière générale, les échantillons possèdent un 

microbiote bactérien similaire entre les deux temporalités. 
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Figure 21: Bar plot des fréquences relatives des genres bactériens de chaque échantillon de l'herbicide FUEGO® aux temporalités 2 et 3. 
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Figure 22: Légende des bar plot des fréquences relatives des genres bactériens de chaque échantillon de l'herbicide FUEGO® aux temporalités 2 et 3. 
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4.2.1.2 Analyse de la diversité alpha et beta 

Les tests statistiques de la diversité alpha et beta n'ont montré aucune différence significative 

pour les doses 10x, 1x et 0,1x par rapport au contrôle, que ce soit à la temporalité 2 ou à la 

temporalité 3 (Tableau 2). Par conséquent, aucune analyse d’abondance différentielle n’a été 

réalisée. 

Tableau 2: p-valeur de l'analyse de la diversité alpha et bêta, pour l’herbicide FUEGO® à chaque dose de chaque temporalité, 

comparée à la dose contrôle. Une p-valeur < 0,05 indique une différence significative. 

Indice de diversité  

p-valeur 

Temporalité 2 Temporalité 3 

Dose 10x Dose 1x Dose 0,1x Dose 10x Dose 1x Dose 0,1x 

Observed features 0,827 0,658 0,827 0,513 1,0 0,513 

Faith PD 0,827 0,827 0,513 0,513 1,0 0,827 

Shannon 0,827 0,275 0,827 0,827 0,564 0,513 

Bray-Curtis 0,272 0,186 0,592 0,106 0,108 0,107 

Jaccard 0,216 0,694 0,694 0,095 0,303 0,106 

Weighet UniFrac 0,705 0,173 1,0 0,200 0,213 0,181 

Unweighed UniFrac 0,190 0,897 0,596 0,092 0,293 0,206 

 

4.2.2 CARPATUS® 

4.2.2.1 Fréquence relative des OTUs 

La figure 23, présentée sous forme d’histogramme cumulé (bar plot), illustre la fréquence 

relative des OTUs au niveau du genre pour les échantillons CARPATUS®, chacun d’eux étant 

présenté individuellement avec ses répétitions. Les légendes des bar plots en figure 24 illustrent 

les 34 OTUs les plus fréquents. 

Cette figure permet d’affirmer que, de manière générale, les échantillons possèdent un 

microbiote bactérien assez similaire. Toutefois, un enrichissement notable du genre bactérien 

Anaeromyxobacter est observé dans les échantillons traités avec des doses élevées d'herbicides. 

Cette espèce représente le deuxième genre bactérien le plus fréquent à la temporalité 3.
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Figure 23: Bar plot des fréquences relatives des genres bactériens de chaque échantillon de l'herbicide CARPATUS® aux temporalités 2 et 3. 
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Figure 24: Légende des bar plot des fréquences relatives des genres bactériens de chaque échantillon de l'herbicide CARPATUS® aux temporalités 2 et 3. 
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4.2.2.2 Analyse de la diversité alpha et beta 

Les tests statistiques de la diversité alpha montrent des différences significatives dans la 

temporalité 3 entre les échantillons à la dose 10x et la dose contrôle, selon les indices Observed 

Features, Faith PD et Shannon. Dans la temporalité 2, une différence significative est observée 

entre la dose 1x et la dose contrôle avec l’indice Faith PD. En revanche, aucune différence 

significative n’est observée pour la dose 10x à la temporalité 2, pour la dose 1x à la temporalité 

3, ainsi que pour la dose 0,1x aux deux temporalités (Tableau 3). 

Tableau 3: p-valeur de l'analyse de la diversité alpha et bêta, pour l’herbicide CARPATUS® à chaque dose de chaque 
temporalité, comparée à la dose contrôle. Une p-valeur < 0,5 indique une différence significative. 

Indice de diversité  

p-valeur 

Temporalité 2 Temporalité 3 

Dose 10x Dose 1x Dose 0,1x Dose 10x Dose 1x Dose 0,1x 

Observed features 0,127 0,275 0,513 0,0495 0,275 0,827 

Faith PD 0,127 0,0495 0,513 0,0495 0,513 0,827 

Shannon 0,513 0,827 0,275 0,0495 0,513 0,513 

Bray-Curtis 0,211 0,105 0,513 0,405 0,602 0,481 

Jaccard 0,197 0,102 0,403 0,515 0,314 0,271 

Weighted UniFrac 0,201 0,215 0,305 0,512 0,602 0,699 

Unweighted UniFrac 0,183 0,102 0,202 0,194 0,089 0,111 

 

La figure 25 présente les box plots des indices de diversité alpha bactérienne à la temporalité 3, 

comparant la dose 10x à la dose témoin. Les échantillons témoins montrent une richesse, une 

diversité et une abondance bactériennes plus élevées par rapport à ceux traités avec la dose 10x. 
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Figure 25: Box plot des indices de diversité alpha bactérienne pour l'herbicide CARPATUS® à la temporalité 3, comparant la 
dose 10x à la dose témoin. Les indices de diversité sont : 1 = Shannon, 2 = Observed Features, 3 = Faith PD (Carpatus10 = 
dose 10x, Control_carp = dose contrôle). 

 

La figure 26 présente le box plot de l’indice de diversité alpha bactérienne à la temporalité 2, 

comparant la dose 1x à la dose témoin. Les échantillons traités à la dose 1x montre une diversité 

bactérienne plus élevée par rapport à ceux de la dose contrôle pour la métrique Faith PD. 

 

Figure 26: Box plot de l’indice de diversité alpha Faith PD bactérienne pour l'herbicide CARPATUS® à la temporalité 2, 
comparant la dose 1x à la dose témoin (Carpatus1 = dose 1x, Control_carp = dose contrôle). 
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4.2.2.3 Analyse d’abondance différentielle 

Des différences significatives ayant été observées, une analyse plus approfondie a été réalisée 

pour identifier les genres bactériens enrichis ou appauvris dans les échantillons traités avec la 

dose 10x et 1x par rapport à ceux de la dose contrôle.  

L’analyse a révélé cinq genres enrichis et trois genres appauvris à la dose 10x par rapport à la 

dose contrôle (alpha = 0,01) (Figure 27). 

 

Figure 27: Genres bactériens enrichis ou appauvris dans les échantillons traités avec la dose 10x par rapport à ceux de la 
dose contrôle. 
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L’analyse a révélé deux genres enrichis et 31 genres appauvris à la dose 1x par rapport à la dose 

contrôle (alpha = 0,01) (Figure 28). 

 

Figure 28: Genres bactériens enrichis ou appauvris dans les échantillons traités avec la dose 1x par rapport à ceux de la dose 
contrôle. 

Une analyse bibliographique complémentaire a été réalisée sur les genres bactériens enrichis et 

appauvris aux doses 10x et 1x par rapport à la dose de contrôle, afin d'examiner leurs fonctions 

dans le sol et dans l'eau. Bien qu'aucune fonction similaire ne se démarque de manière uniforme, 

un large éventail de fonctions biologiques est tout de même affecté. Par exemple, l’oxydation 

de composés chimiques est effectuée par le genre Sideroxydans, capable d’oxyder le Fer (III), 

tandis que des genres comme Desulfobacterium et Comamonas jouent un rôle clé dans la 

bioremédiation. Les résultats détaillés de cette analyse se trouvent en annexe 9  
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5 Discussion 

5.1 Effet de l’application de l’herbicide FUEGO® sur l’activité, la respiration et 

la biomasse microbienne ainsi que sur les communautés bactériennes 

L’activité et la respiration microbienne, bien que constituant des paramètres globaux ne 

fournissant pas de bioindicateurs spécifiques, sont cruciales pour évaluer la qualité des sols et 

comprendre leur fonctionnement global (Pathak et al., 2005; Thibault et al., 2018).  

L'activité enzymatique FDA augmente au fil du temps, avec une hausse plus marquée pour 

l’application des doses 1x et 10x comparé à la dose contrôle et à la dose 0,1x (Figure 8). Ces 

résultats contrastent avec ceux de Hussain et al., (2009), qui ont observé que divers pesticides, 

dont le Carbendazim, le Carbofuran et le Glyphosate, réduisaient significativement les activités 

enzymatiques du sol, telles que celles de la nitrogénase, de la déshydrogénase, de l'uréase et de 

la phosphatase. De même, Darine et al., (2015) ont constaté une diminution significative des 

activités de la fluorescéine-diacétate hydrolase lors de l’application de fortes doses de Fusilade 

Forte™, contenant du Fluazifop-P-butyl comme substance active. L'augmentation de l'activité 

enzymatique observée avec l'herbicide FUEGO® dans cette étude pourrait alors valider les 

hypothèses Johnsen et al., (2001) et de Cycoń et al., (2013) selon lesquelles certains organismes 

peuvent utiliser les pesticides comme source d'énergie et de nutriments, favorisant ainsi leur 

croissance et leur activité. Cycoń et al., (2013) ont effectivement observé une stimulation de 

l'activité de l'uréase dans les sols traités avec la substance active napropamide à la dose 

agronomique et à la dose 10 fois supérieure. 

La respiration microbienne, quant à elle, a été impactée immédiatement après l’application de 

l’herbicide. En effet, dans les trois heures suivant l’application, les microcosmes traités ont 

présenté un taux d’émission de CO₂ inférieur à celui des contrôles (Figure 11). Un même 

phénomène a été observé dans plusieurs études, notamment celle de Cycoń et al., (2013), qui 

ont noté une réduction significative de la biomasse bactérienne et fongique le premier jour 

d’application de la substance active napropamide par rapport au témoin. Cependant, dans cette 

étude, après trois semaines, l’échantillon traité à la dose 0,1x émet plus de CO₂ qu’aux doses 

contrôle et 1x, ces derniers présentant toutefois un taux d’émission plus élevé qu’à la dose 10x. 

Cela suggère qu’une faible dose d’herbicide pourrait stimuler l’activité des microorganismes, 

tandis qu’une dose élevée reste trop inhibitrice. De fait, dans la littérature, Megharaj et al., 

(1999) montrent que l’augmentation des activités enzymatiques de la déshydrogénase à de 
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faibles concentrations de pesticides pourrait être due à l’utilisation de certains pesticides, tels 

que le DDT ou de leurs métabolites comme source de carbone ou d'énergie pour des 

microorganismes spécifiques, stimulant ainsi leur croissance et leur activité enzymatique. Cette 

dynamique influence directement la minéralisation du carbone et le taux de CO₂ émis. Garcia 

et al., (1997) ont montré que l'augmentation de l’activité de la déshydrogénase est bien corrélée 

avec la respiration basale, qui est le taux de CO2 produit par les microorganismes. Cependant, 

après trois mois, aucune différence significative n’est observée, mais le taux d’émission est 

nettement plus élevé qu’après 3 semaines. Cela pourrait être dû à la dégradation de l’herbicide, 

puisque l'augmentation est également observée dans les échantillons contrôles. En effet, la 

demi-vie de FUEGO® est de 19 à 82 jours (Baćmaga et al., 2014), suggérant que l'herbicide 

pourrait être dégradé avec le temps, rendant les microorganismes moins impactés et donc plus 

actifs. 

L’effet de l’herbicide ne montre donc pas exactement les mêmes tendances sur l’activité et la 

respiration microbienne. Bien qu'ils soient complémentaires, ces tests n’impactent pas les 

mêmes fonctions. Le test Microresp™ quantifie la respiration microbienne en mesurant la 

minéralisation du carbone à travers l’émission de CO₂ (µg CO₂-C/g/h) (Rowell, 1995), tandis 

que les enzymes responsables de l’hydrolyse de la FDA, telles que les estérases, protéases et 

lipases, mesurent l’activité globale dans le sol (Adam et al., 2001). Il est donc possible que 

certaines activités impliquées dans la minéralisation du carbone soient masquées dans le test 

enzymatique FDA, expliquant ainsi les divergences de résultats.  

Concernant la biomasse fongique, aucune différence n’est observée après trois jours. 

Cependant, après trois semaines, la biomasse fongique est enrichie à la dose 1x et réduite à la 

dose 10x comparativement au témoin. Après trois mois, les différences entre les doses 

s’estompent, bien que la figure 15 montre que tous les échantillons traités présentent une 

biomasse fongique inférieure à celle du contrôle, indiquant un impact de l'herbicide. Baćmaga 

et al., (2014) ont également observé une diminution de la diversité et du développement des 

champignons en présence de métazachlore, la substance active du FUEGO®. Cependant, leur 

étude révèle une diminution plus marquée avec la dose la plus élevée, tandis que cette étude 

indique un impact similaire pour toutes les doses. Finalement, aucun impact significatif n’a été 

relevé sur la biomasse bactérienne. Cela pourrait être dû au mode d’action du métazachlore, qui 

agit principalement comme un inhibiteur des enzymes végétales en perturbant le processus de 

division cellulaire (Baćmaga et al., 2014; Karier et al., 2017). Les champignons, étant des 



52 

 

eucaryotes, pourraient être plus sensibles à cette perturbation, ce qui expliquerait l'impact 

observé sur leur biomasse. 

Le séquençage nanopore a été utilisé pour évaluer l'impact des herbicides FUEGO® et 

CARPATUS® sur la structure des communautés bactériennes, dans le but d’identifier des 

indicateurs microbiens indiquant la présence de ces herbicides. Ce type de séquençage est 

avantageux en raison de son coût réduit pour la préparation des échantillons et des partenariats 

avec le CEBEDEAU. Contrairement aux méthodes de séquençage traditionnelles, il permet de 

séquencer l’ensemble du 16S et simplifie l'assemblage du génome entier grâce à de longs reads. 

La qualité du séquençage nanopore s'améliore constamment en offrant des résultats supérieurs 

grâce aux avancées dans la chimie utilisée, le modèle de basecalling et, dans cette étude, 

l'utilisation de la pipeline PRONAME (Branton et al., 2008; Dubois et al., 2024). Cependant, 

la figure 20 montre que la qualité du séquençage dans la présente étude est faible, avec des 

scores de qualité Phred compris entre Q10 et Q15, indiquant un taux d'erreur relativement élevé. 

Cette faible qualité est probablement due à l'utilisation d'une chimie ancienne ou d'une flow cell 

dépassée. Actuellement, Oxford Nanopore Technologies propose la version R10.4.1 de la flow 

cell (“Flow Cell (R10.4.1),” August-2-2024), qui offre une précision améliorée par rapport à la 

version R9.4.1 utilisée dans cette étude. Une amélioration possible aurait été d'utiliser une flow 

cell plus récente et une chimie plus avancée, afin de travailler avec des reads duplex et 

d'augmenter la précision du séquençage. 

Les résultats montrent que l'herbicide FUEGO® n'a pas d'effet significatif sur la structure des 

communautés bactériennes, que ce soit trois jours ou trois semaines après application, et ce, 

quelle que soit la dose. Cette absence d'effet pourrait s'expliquer par une faible persistance de 

l'herbicide dans le sol. Baćmaga et al., (2014) ont constaté que cet herbicide se dégrade 

généralement rapidement, avec une demi-vie considérée comme rapide à modérée (Baćmaga et 

al., 2014). Cette hypothèse rejoint alors les observations de Terol et al., (2024), qui n’ont pas 

observé d’impact significatif de l’herbicide triketone-β dans les communautés bactériennes en 

raison de sa faible persistance dans le sol. De plus, Beulke et al. (2001) ont montré que les 

conditions environnementales, telles que le type de sol, la température et l’humidité, jouent un 

rôle crucial dans la dégradation des pesticides, réduisant ainsi la sensibilité des 

microorganismes aux effets néfastes de la substance active. Il est aussi pertinent de considérer 

qu'après trois jours d’incubation, l’ADN de bactéries mortes pourrait encore être présent dans 

les échantillons. Cette présence pourrait expliquer l'absence de différence significative dans les 

communautés bactériennes à ce stade. En effet, les débris cellulaires des bactéries mortes 
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pourraient limiter la détection des changements réels dans la structure des communautés 

bactériennes à ce moment- là. 

5.2 Effet de l’application de l’herbicide CARPATUS® sur l’activité, la 

respiration et la biomasse microbienne ainsi que sur les communautés 

bactériennes 

Pour l'herbicide CARPATUS®, bien que l'activité enzymatique augmente, cette augmentation 

est également observée dans les doses contrôles (Figure 10), ce qui suggère que l'herbicide n'a 

pas d'impact significatif sur l'activité enzymatique FDA. Cette observation contraste avec les 

résultats de l’étude menée par Carpio et al., (2020), où l’application du HEROLD®, qui est un 

herbicide contenant les mêmes substances actives que le CARPATUS® (flufénacet, 

diflufenican), a montré une diminution significative de l'activité microbienne pour des doses 

cinq fois supérieures à la dose recommandée. Une explication possible de ces résultats 

divergents réside dans les conditions spécifiques à leur étude. En effet, ceux-ci ont travaillé en 

champs plutôt qu’en microcosmes. Effectivement, comme le souligne la littérature, les facteurs 

environnementaux peuvent fortement influencer la persistance de l’herbicide dans le sol 

(Edwards, 1975). De plus, Carpio et al., (2020) ont effectué leurs observations jusqu’à 339 jours 

après l'application des herbicides. Le diflufenican étant très persistant dans le sol (Tiryaki et al., 

2010), ses effets peuvent se manifester plus tard, alors que la présente étude s'est arrêtée à trois 

mois. Une autre explication possible de la différence observée pourrait être liée à l’influence 

des coformulants. Dans certains cas, ce sont les coformulants qui peuvent être plus toxiques 

que la substance active elle-même. Par exemple, une étude sur les herbicides à base de 

glyphosate a révélé que le RangerPro®, un herbicide contenant le glyphosate et le coformulant 

POE-15 tallow amine, était beaucoup plus toxique que le glyphosate seul (Mesnage et al., 2022) 

En ce qui concerne la respiration microbienne, un impact direct de l’herbicide est observé : les 

microcosmes traités présentent un taux d’émission de CO₂ inférieur à celui des contrôles dans 

les trois heures suivant l’application (Figure 13). Cependant, cet effet s’estompe par la suite, et 

aucune différence significative n'est observée entre les échantillons contrôles et traités à partir 

de trois jours et jusqu’à trois mois. Cela suggère que, dans ces conditions expérimentales, 

l’application de CARPATUS® n’a pas d’impact significatif sur la respiration microbienne. Dans 

ce cas-ci, l’activité et la respiration microbienne suivent une tendance similaire après 

l’application de l’herbicide, en ne réagissant pas ou peu à celle-ci.  
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Concernant la biomasse fongique, un impact négatif est observé dès trois jours après 

l’application de l’herbicide (figure 17). Cet effet s’estompe cependant avec le temps, et après 

trois mois, les échantillons traitées affichent une biomasse fongique légèrement supérieure à 

celle du contrôle, bien que le test de Tukey n’ait pas révélé de différences significatives. Ces 

résultats s’alignent sur ceux de Cycoń et al., (2013) concernant le napropamide, où ils ont 

observé que la biomasse totale, bactérienne et fongique, est significativement réduite dans les 

sols traités, surtout le premier jour après l’application, mais qu’elle augmente à la fin de 

l'expérience, suggérant une possible utilisation des nutriments libérés par les cellules 

microbiennes mortes. Ces observations concordent également avec celles de Crouzet et al., 

(2010) et Zabaloy et al., (2010), qui ont noté une augmentation de la quantité de champignons 

après l'application de désherbants. De plus, Baćmaga et al., (2015) ont également observé une 

augmentation du développement des champignons après l’ajout d’un herbicide contenant du 

diflufenican. 

Concernant la biomasse bactérienne, l’ANOVA montre un impact de la dose d’herbicide 

appliquée, et la figure 19 montre une augmentation de la biomasse bactérienne pour les 

échantillons traités par rapport au contrôle, même si le test de Tukey n’a pas révélé de 

différences significatives. Ces résultats rejoignent ceux de Baćmaga et al., (2015), qui ont 

observé que l’herbicide contenant du diflufenican stimule la croissance de divers groupes de 

bactéries, y compris les bactéries organotrophes et les actinomycètes. 

Visuellement, la figure 23 révèle un enrichissement notable du genre bactérien 

Anaeromyxobacter aux doses 1x et 10x, tandis qu’il semble s’appauvrir ou disparaître aux doses 

0,1x et dans les échantillons contrôles. Le genre Anaeromyxobacter joue un rôle crucial dans la 

réduction du Fe(III) (Iftikhar et al., 2021). Bien que sa fonction métabolique soit encore peu 

documentée en raison du nombre limité d'isolats, il pourrait également contribuer à la 

bioremédiation des métaux lourds, des métaux radioactifs et de la pollution par les halogénures 

organiques (Wang et al., 2020). Les résultats pour la temporalité 4, correspondant à trois mois 

d’incubation, n’étant pas encore disponibles, il est difficile de déterminer si ce genre bactérien 

pourrait servir de biomarqueur potentiel. L’analyse des données de cette temporalité pourrait 

éventuellement indiquer si l’enrichissement persiste ou si cet effet diminue avec le temps. 

Les tests statistiques d'alpha diversité révèlent des effets significatifs de l'herbicide appliqué à 

la dose 1x sur la diversité phylogénétique des communautés bactériennes du sol, observés après 

trois jours d’application. En revanche, après trois semaines, les différences entre les 

échantillons traités et les contrôles ne sont plus significatives, ce qui pourrait indiquer une 
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stabilisation des communautés bactériennes. Parallèlement, l'application de l'herbicide à une 

dose 10x montre également un effet significatif sur la diversité phylogénétique, la richesse et 

l'abondance bactérienne, qui sont toutes réduites dans les échantillons traités par rapport aux 

témoins après trois semaines d'application. Il sera important de considérer les résultats obtenus 

après trois mois pour déterminer si ces différences significatives se maintiennent ou s’atténuent 

avec le temps. L’étude de Terol et al., (2024) montre que la richesse bactérienne totale et la 

diversité phylogénétique fluctuent au fil du temps. D'un côté, ils observent que la dose 10x de 

tembotrione, substance active du PESTANAL®, augmente la richesse et la diversité globale des 

communautés bactériennes, probablement en raison de l'émergence de populations bactériennes 

dégradantes capables d'utiliser cet herbicide comme source d'énergie. Cependant, en se 

focalisant sur le 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), une enzyme clé impliquée 

dans le métabolisme de la tyrosine, ils notent une diminution de la richesse et de la diversité 

phylogénétique, indiquant un possible effet toxique direct sur les organismes sensibles. 

Cela souligne l'importance d'examiner des groupes fonctionnels bactériens spécifiques, en plus 

de la diversité taxonomique, car les conclusions sur l'effet d'un polluant sur les populations 

bactériennes peuvent varier en fonction des groupes étudiés. Cela est confirmé par l’étude de 

Darine et al., (2015) sur l’herbicide Fusilade Forte™, qui a observé une stimulation de bactéries 

réductrices de sulfate, telles que Desulfomicrobium thermophilum et Desulfocella halophila, 

ainsi que des oxydants de soufre, tels que Thiobacillus et Halothiobacillus. Dans le cadre de 

cette étude, cette piste a été explorée en annexe 9, où les fonctions des différents genres 

bactériens enrichis et appauvris aux doses 1x et 10x par rapport à la dose contrôle ont été 

analysées. L'objectif était de déterminer si le CARPATUS® exerçait un impact systématique sur 

des genres bactériens ayant des fonctions similaires dans le sol. Parmi les genres identifiés, 

certains sont impliqués dans des processus tels que la réduction du sulfate (Desulfobacterium), 

l'oxydation du fer (Sideroxydans), ou encore la réduction du nitrate (Nitratireductor). 

Cependant, aucune fonction spécifique récurrente n'a été observée, écartant ainsi l'hypothèse 

d'un biomarqueur lié à une fonction systématiquement affectée par l'herbicide.  
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5.3 Mise au point d’un outil de diagnostic 

Il est crucial de noter que l’échantillonnage du sol pour les deux herbicides, bien que réalisé sur 

la même parcelle, n’a pas été effectué simultanément. Comme le souligne Edwards, (1975), la 

persistance des pesticides est influencée par divers facteurs tels que la température, l’humidité, 

et les propriétés spécifiques du sol. Pour établir des comparaisons rigoureuses entre différents 

traitements, il aurait été préférable de réaliser les prélèvements en même temps. Cependant, 

bien qu'une analyse rapide des figure 21 et figure 23 montre que les communautés bactériennes 

des témoins de FUEGO® et CARPATUS® sont assez similaires, il a été décidé d’étudier leurs 

impacts séparément. 

L’objectif principal de ce mémoire était de développer des indicateurs microbiens pour évaluer 

l’impact des herbicides FUEGO® (metazachlore) et CARPATUS® (diflufenican, flufenacet) sur 

les communautés microbiennes du sol. Dans ce contexte, plusieurs pistes ont été explorées, 

notamment l’identification de genres bactériens ou de fonctions spécifiques affectés par ces 

herbicides. Cependant, ces investigations n’ont pas permis de définir de bioindicateur précis. 

La littérature montre que les indicateurs utilisés pour évaluer l’impact des herbicides sur les 

sols sont variés et ne reposent pas nécessairement sur des biomarqueurs spécifiques dans un 

organisme défini, qu'il soit vertébré ou invertébré (Domingues et al., 2010). Par exemple, 

Thiour-Mauprivez et al., (2019) ont étudié la dioxygénase 4-hydroxyphénylpyruvate (4-HPPD), 

l'enzyme ciblée par les herbicides β-tricétones, présente dans tous les règnes vivants. Ils 

suggèrent que cette enzyme pourrait être un bon biomarqueur d'exposition à ces herbicides. 

Leur étude propose d'utiliser des enzymes microbiennes spécifiquement ciblées par les 

herbicides pour développer des biomarqueurs moléculaires, en mesurant par exemple les 

activités enzymatiques. Ces dernières sont largement reconnues comme des indicateurs fiables 

de la qualité des sols en raison de leur sensibilité au stress environnemental et de leur réactivité 

rapide (Gil-Sotres et al., 2005; Moscatelli et al., 2012; Schloter et al., 2018).  

Au vu des résultats de ce travail, il semble pertinent de développer un bioindicateur basé non 

pas sur un unique paramètre, mais en combinant divers paramètres pour évaluer la qualité des 

sols. Il serait alors nécessaire d’étudier des enzymes impliquées dans des fonctions spécifiques 

qui réagissent à l’ajout des herbicides étudiés. La littérature mentionne des enzymes telles que 

les déshydrogénases, l'uréase, l'arylsulfatase, la β-glucosidase et les phosphatases comme étant 

affectées par ces herbicides (Baćmaga et al., 2014, 2015). Des chercheurs tels que Megharaj et 

al., (1999) et Yang Gao et al., (2009)  ont observé que l’activité de ces enzymes est un indicateur 

utile de l’activité microbienne globale. En pratique, des tests existent déjà pour analyser par 
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exemple le glyphosate dans les eaux, utilisant une méthode d'immuno-essai sur membrane 

(ELISA) qui cible un épitope de la molécule de glyphosate (Nahar et al., 2013). 

Dans le cadre du projet MICROSENSE, visant à créer un outil dynamique et fonctionnel pour 

analyser quantitativement et qualitativement la dynamique et le fonctionnement des 

communautés microbiennes, il pourrait être intéressant de développer un système inspiré du 

Biolog®, mais adapté pour étudier les activités enzymatiques affectées par les herbicides. Le 

système de type Biolog® est une méthode utilisée pour évaluer l'activité métabolique des 

microorganismes à l’aide de plaques contenant divers substrats carbonés. Les microorganismes 

métabolisent ces substrats, ce qui entraîne la réduction d'un colorant, le faisant passer d’ incolore 

à violet, permettant ainsi de mesurer la diversité et l'activité microbienne (Stefanowicz, 2006). 

La première étape serait d'identifier les enzymes systématiquement impactées par les herbicides 

étudiés. Pour cela, des analyses transcriptomiques pourraient être pertinentes afin de détecter 

les changements dans l'expression génique après l'application des herbicides (Pant, 2024). Une 

fois les enzymes critiques identifiées, un système de type Biolog® spécifique pourrait être 

développé, avec des substrats correspondant aux activités enzymatiques affectées par les 

herbicides. Ce système permettrait de détecter directement si le sol est contaminé par ces 

herbicides ou non. 

Enfin, une autre piste à explorer dans le cadre du projet MICROSENSE pourrait être 

l’utilisation de bioindicateurs fongiques plutôt que bactériens. En effet, les champignons sont 

souvent considérés comme d'excellents bioindicateurs environnementaux en raison de leur 

large distribution, de leurs rôles écologiques variés, de leur grande diversité biologique, et de 

leur sensibilité accrue aux variations de l'environnement (Warnasuriya et al., 2023). Dans cette 

étude, les champignons ont montré une sensibilité marquée à l’ajout des herbicides, suggérant 

qu'ils pourraient constituer une piste de recherche intéressante à explorer. 
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6 Contribution personnelle 

Ce travail s'inscrit dans le cadre du projet MICROSENSE, qui vise à développer un outil 

dynamique pour analyser en quantité et en qualité la dynamique des communautés 

microbiennes dans les échantillons environnementaux, afin de trouver des bioindicateurs 

attestant la présence de pesticides dans l’environnement. 

Dans le cadre de ce projet, j’ai réalisé de nombreuses manipulations, à la fois dans les 

laboratoires de la Quintinie au CRA-W et dans ceux de la faculté, en biologie végétale. J’ai 

conçu le dispositif expérimental de ce travail, en concertation avec mes promoteurs, en 

choisissant les herbicides à étudier, les différentes doses et temporalités à appliquer, ainsi que 

les concentrations par dose. 

Dans un premier temps, j’ai collecté les échantillons de sol utilisés pour les analyses d’activité, 

de respiration et de biomasse microbienne. J’ai également utilisé ces échantillons pour les 

analyses de la diversité microbienne. J’ai réalisé l’ensemble des manipulations, à l'exception du 

séquençage, auquel je n’ai assisté qu’une fois. 

J’ai effectué les analyses statistiques des activités, de la respiration et de la biomasse 

microbienne sur RStudio®. Les données de séquençage ont d’abord été analysées à l’aide de la 

pipeline PRONAME, puis j’ai réalisé des analyses statistiques sur QIIME2 pour étudier la 

diversité microbienne. Cela m'a permis d’identifier des genres bactériens émergeant ou 

disparaissant en présence de ces herbicides. L’interprétation des résultats et la rédaction de ce 

rapport ont été réalisés par mes soins. 
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7 Conclusions et perspectives 

L’objectif de cette étude était d’examiner l’impact des herbicides FUEGO® et CARPATUS® sur 

les communautés microbiennes du sol, et de développer des indicateurs microbiens attestant la 

présence de ces herbicides dans le sol. 

Dans un premier temps, cette étude a évalué les effets écotoxicologiques de ces herbicides sur 

l'activité, la respiration et la biomasse microbienne globale. Les résultats montrent que, dans 

les conditions expérimentales testées, ces herbicides n'ont pas d'impact négatif significatif sur 

l'activité et la respiration microbienne. Au contraire, l'ajout de ces herbicides, à faible dose, a 

pu servir de source de carbone ou d'énergie, augmentant ainsi l'activité microbienne. Cependant, 

les effets sur la biomasse fongique et bactérienne varient entre les deux herbicides. L’application 

de FUEGO®, toutes doses confondues, tend à diminuer la biomasse fongique sans affecter la 

biomasse bactérienne, tandis que l’application de CARPATUS®, toutes doses confondues, tend 

à augmenter à la fois la biomasse fongique et la biomasse bactérienne. 

Dans un deuxième temps, et de manière innovante, cette étude a utilisé le séquençage nanopore 

pour analyser la diversité, la richesse et l'abondance bactériennes. À ce jour, c'est la première 

fois que cette technologie avancée est employée pour évaluer les effets d’herbicides sur les 

communautés microbiennes du sol. Les résultats ont montré que l’herbicide FUEGO® n’a pas 

d’impact significatif sur les communautés bactériennes, tandis que l’herbicide CARPATUS® a 

légèrement modifié la composition des communautés bactériennes. 

Enfin, bien que l’identification de bioindicateurs microbiens spécifiques n’ait pas été possible, 

Cette étude a ouvert des pistes prometteuses pour le développement d’un outil de diagnostic 

innovant dans le cadre du projet MICROSENSE. Il pourrait s'agir d'un système inspiré du 

Biolog®, mais adapté pour détecter la présence des herbicides en identifiant un ensemble 

d’activités enzymatiques affectées par ces produits, ou d'une approche ciblant les bioindicateurs 

fongiques, connus pour leur sensibilité accrue aux variations environnementales 

Dans la perspective de renforcer ces premiers résultats, il serait bénéfique de mener des études 

complémentaires. Par exemple, des dosages précis des herbicides avant et après leur application 

dans les microcosmes permettrait de mieux comprendre leur dynamique dans le sol. De plus, 

garantir des conditions expérimentales homogènes est essentiel pour minimiser les variations 

qui pourraient influencer les activités microbiennes observées. Par ailleurs, bien que 

l'expérimentation ait été réalisée sur un seul type de sol, il est possible que l'effet 
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écotoxicologique de ces herbicides soit plus prononcé sur d'autres communautés microbiennes, 

absentes ou minoritaires dans le type de sol utilisé pour cette étude, mais potentiellement 

majoritaires dans d'autres contextes environnementaux. Il serait donc intéressant de reproduire 

cette étude sur divers types de sols, notamment ceux ayant déjà été exposés à des pesticides, 

pour évaluer la variabilité des réponses microbiennes en fonction des caractéristiques 

spécifiques des sols. 
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9 Annexes 

Annexe 1: Protocole de mise en place des microcosmes pour l’herbicide FUEGO® 
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Annexe 2: Protocole de mise en place des microcosmes pour l’herbicide CARPATUS® 
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Annexe 3: Protocole du test d’activité enzymatique avec FDA et droite de calibration 
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Annexe 4: Protocole MicroRespTM 
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Annexe 5: Protocole d’extraction d’ADN (“NucleoSpin Soil, Mini kit for DNA from soil”, 

March-18-2024). 
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Annexe 6 : Protocole de quantification des populations bactériennes et fongiques par qPCR 
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Annexe 7 : Protocole de séquençage nanopore développé par Oxford Nanopore Technologies. 
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Annexe 8: Résultats de la q-PCR 
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Annexe 9: Fonction dans le sol et l'eau des genres bactériens enrichis et appauvris à la dose 10x et 1x par rapport à la dose contrôle. 

 

 

 

 

 

  Dose 10x/Contrôle 

  Genre bactérien Fonctions dans le sol/ l’eau 

Enrichis 

OM60(NOR5) clade (f: 

Halieaceae) 
Joue un rôle important dans la réponse aux efflorescences phytoplanctoniques (Li et al., 2023). 

Desulfobacterium 

Capable de réaliser la réduction dissimilatoire du sulfate. Il joue des rôles positifs en participant à la 

bioremédiation des hydrocarbures et des métaux toxiques, ainsi qu'à la récupération des métaux précieux. 

Cependant, il a aussi des effets négatifs, notamment la biocorrosion des infrastructures pétrolières et une 

possible association avec des maladies humaines telles que l'autisme et les maladies inflammatoires de 

l'intestin (Lobo et al., 2012). 

SWB02 (f: Hyphomonadaceae) Certaines espèces sont capable de dénitrification (Abraham et al., 2014). 

Sideroxydans Capable d’oxyder le Fer (II) (Zhou et al., 2022). 

env.OPS_17  

(o: Sphingobacteriales) 

Deux familles dominantes dans cet ordre : les Sphingobacteriaceae, qui sont des indicateurs potentiels des 

stades avancés de décomposition ; les Chitinophagaceae, qui ont des capacités fermentatives limitées des 

hydrates de carbone et la possession de ménaquinones MK-7, ce qui suggère leur rôle dans la décomposition 

de matières organiques complexes (Olakanye et al., 2018). 

Appauvris 

Blastocatella / 

Kaistia / 

Uncultured (f: Roseiflexaceae) / 
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  Dose 1x/Contrôle 

  Genre bactérien/famille Fonctions dans le sol/ l’eau  

Enrichis 

Candidatus_Udaeobacter  

(f: Chthoniobacteraceae) 
Contribue au cycle global de l'hydrogène en utilisant H₂ (Willms et al., 2020). 

Uncultured (f : Beggiatoaceae) 
Capacité à oxyder le sulfure en soufre élémentaire, stocké sous forme de globules de soufre 

intracellulaires (Teske et al., 2014). 

Appauvris 

37-13 (f: Chitinophagales) / 

IMCC26134 (f: Opitutaceae) / 

Comamonas Principalement associés à la bioremédiation environnementale (Ryan et al., 2022). 

Haliangium / 

Blastocatellaceae / 

Armatimonadales / 

WS2 / 

Lineage_Iia / 

Luteitalea / 

Promicromonospora / 

Nitratireductor Joue un rôle dans la réduction du nitrate (Labbé et al., 2004). 

Cytophaga 
Capacité à utiliser et décomposer la matière organique dissoute de haute masse moléculaire dans les 

environnements aquatiques (Kirchman, 2002). 

Variovorax 
Capable de stocker de l’acide poly(3-hydroxybutyrique) comme source de carbone intracellulaire 

(Satola et al., 2013). 

NS11 / 

Uncultured (f : 

Rhodanobacteraceae) 
/ 

Uncultured (f: Saprospiraceae) 

Capacité d'hydrolyse et d'utilisation de sources de carbone complexe et joue probablement un rôle 

important dans la décomposition de composés organiques complexes dans l'environnement (McIlroy 

et al., 2014). 

Ferruginibacter / 

Saccharimonadales Améliore l’activité de la phosphatase alcaline dans la rhizosphère (Wang et al., 2022). 

Dinghuibacter / 

Aminobacter 
Possèdent des gènes impliqués dans la dégradation des phosphonates via la voie de la C-P lyase 

(Artuso et al., 2021). 

FCPU426 / 
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Légende :  

/ = pas de fonctions spécifiques dans le sol ou dans l’eau, ou pas d’informations 

Stenotrophobacter / 

Puia / 

Actinoplanes Pourrait avoir des capacités de dégradation de tout type de matière biologique (Vobis et al., 2015). 

AKIW781 / 

Limnobacter / 

Fluviicola / 

Bacteroidetes_VC2.1_Bac22 Associés à la minéralisation du carbone organique complexe (Aires et al., 2024) 

LiUU-11-161 / 

Caenimonas / 

Aurantisolimonas / 
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