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Ecologie microbienne des sols

Introduction: Le sol, un milieu vivant

Chapitre 1. Microorganismes et réles dans les cycles de Vazote et du
carbone

. Décompasition des matiéres organiques des sols
. Ammonification et nitrification
il Dénitrification

IV. Fixation biologique de 'azote
Chapitre 2: Microorganismes et fonctionnement des écosystémes

Chapitre 3: Appréhender le fonctionnement microbien des sols

1% ssaraiyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2071 1




Ecologie microbienne des sols
o introduction: Le sol, un milieu vivant

o Les constituants d’un sol:
Maneregémmﬁfnémw exemple d’un sol sous prairie
» Saties

+Limons Matiéres Organiques Totales

chmlies 5o,

ey

W

- ] Champngnons Alguas%“/&

\!
dont 5%

d'e vivom

Bébﬁm Ammmym 44 %
Vers dne%un'n 13%
Maerofauns 5%
Micro et maso faune 3%
é‘ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 2
Zcologie microbienne des sols
Infroduction: Le sol, un milisu vivant
Le sol, milieu vivant ...
Dans le scl évolue une granda guantiis
d'organismes
» Faune : 1-5 T/ha
» Champignons : 3,5 T/ha -
# Bactéries : 1,5 Ttha §
Philippe Lemanceau, 2008
3
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Ecologie microbiznne des sols
Introduction: Le sol, un milieu vivant
Quelques ordres de grandeur
organisme Nombre / g sol : /;j
protozoaires 104 - 108 )
algues 102 — 102 e
bactéries 108 —10° & 50 a 250 métres d’hyphes T e
& Uwe Ot
champignons 104 — 108 fongiques par g de sol do Fesce
A Péchelle de 'hectare
Biomasse bactérienne
> 3.108 hactéries > Biomasse des autres
> 150 millions de km d’hyphes fongiques étres vivants
= ' biomasse terrestre
w de 100 a3 1000 kg de C/ ha Bisson ef al,, 2007
# de 5 3 plus de 50 t/ha de matiére vivante !
4% isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 4
hyfiw,s (-’,I aments MydUJLM
Ecologie microbienne das sols
introduction: Le sof, un milieu vivant
Le sol consiitue un réseivoir exceptionnel s Avad:, °~”<‘\1:1*ELL"‘1’”’
% T, Sl =

de bicdiversité
Wi e oy
e fﬁ—(a-

— New, S

¥ Jusqu’a un passé récent : accés
uniguement aux microorganismes
cultivables

» Progrés méthodologiques
= maintenant acceés a ’ADN microbien du sol

104 génotypes bactériens / g sol

5 P Ff»v’j
miji& @ e

Philippe Lemanceau, 2008
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Eeologie microbienne des sols

introduction: Le sol, un milieu vivant

Les microorganismes du sol contribuent a la qualiié

du scl, de Pair et de 'eau

Intrants de synthéss
& arganiques

Phiippa Lemanoss:, 2064

4 k-lannﬁ'nenlde«s
yiies CiN

0 isaralyon
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Ecologie microbienne des sols

introduction: Le sol, un milleu vivant

Des fonctions clés dans les cycles
biogéochimicques: effets positifs

» Transformation des matiéres organiques (végétaux et

animaux) et de la roche mere

+ Controle des cycles des bioéléments (C, N, S, Fe...)
= mutrition végdlale

> Protection des plantes contre certains pathogénes ou

parasites

+ Symbioses

+ Dépollution des eaux, du sol

;“ isaralyon

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 7
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Ecologis microbienne des sols

introduction: Le sol, un milieu vivant

Des fonctions clés dans les cycies
biogéochimiques: effets négatifs

* Maladies
* Pollution des eaux par les nitrates
* Emission de gaz a effet de sefre (N,0, CH,...)

wForte influence sur la nutrition et la productivité
végétale d'un agro/écosystéme

eFleXs -

___,w\a.[o.aldeb
“.u‘nw
B

az ae
do s&5(*

-’.i_ﬁ isaralyon

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011

zcologie microbienne des sols

Introduction: Le sol, un milieu vivant

Le sol un milieu vivant et dynamique
caractéristique d’un écotone

Interface entre le monde minéral et organique le
sol est un véritable écotone ———

#Diversité énorme, immense réservoir de génes et
donc de fonctions a l'origine de tdches aussi
importantes que méconnues

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Ecologis microbianne des sols

Chapitre 1: Microorganismes et roles dans les cycles de Pazote el du carbone

. Décomposition des matiéres organiques des sols
1. Cycle du carbone
2. Roble des microorganismes du sol

3. Conditions environnementales

v.
1'.@} isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 10
Ecologie microblenne des sols: chapitre 1
L Décomposition des matiéres organigues des sels: eycle du carbene
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Ecologia microbienne des sols-: chapitre 1
L Décompesition des matisres erganiques des sols: réle das microorganismes

fMatisre oiganmue Eurout vegetala)

Sources Miore asnenne a1 souterraine
hrosphers

Hydrolyse Zyma hqug -
exacaiulae (i:lh /_’ g’j

v

Aspects fonctionnels de il

ta microflore du sol Mesabotome .
{Gobat et af., 2003) iy i )

Ay .nn’la!:’un = Lo otion Mu;';érallsyal o)

ar’ + T
Bromasan Mulleres nUrigues \302 1CH
microhienne plus stabies £eis mine auy
vivante (pulysacchartous, O
'i \‘-\ k] l

Participabon

Degradation s
Integraton Cyeles des,
de3s roche s ot fonctionname:t pe l‘h?nmma biaglaments
dos minsraux de la
hine enose
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écoiogie microbienne des sols: chapiire 1
L Décemposition des matiéres organigues des sols: réle des microorganisimes

Evolution respective des différents compartiments impliqués lors de la
décomposition des résidus de culture

Hege—— b I = e
| 3
8 . . . ig
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

. Décomposition des matidres organigues des sols: rle des microorganismes

S 1 W s

s 2 1 )

Vitesse de dégradation des principaux produits constituifs de de ta
titidre (d’aprés Minderman, in Eilis & Mellor, 1995)

Masse

u\ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 15

Ecologie microbienne des sols: chaplire 1

. Décomposition des matiéres organigues des sols: rdle des microorganismes

Minaralisation du carbone de 47 différents résidus de culture mesurée par
incubation de sol en conditions contrélées

B e s s — e o o s -

I' {

[ B
| =
2ol 5
f @
~§ ! < F
z | e
¥ :
240 y g
g a
£ | PO -
= i B
¥ b3
i, 5
Ay B
3
A = lpuilles-d coig, & = rocines & fonas de poss, N
€ = poills da ble, 0= oreis de siliques de colza i

D ] T

a v} ® 10 FioA
Sunron VRS B durés d'mcubahon fouwrs)
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EZoologis microblenne des sols: chaplire 4

i Décomposition des maiiéres organigues des sols: rdle des microorganismes

Rapport C/N de différentes matiéres organiques

Uil D

Ecologie microbienne des sols - L.F. VIAN - 2011
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Ecelogie microblenne des sols: chapitre 14

. Décomposition des matidres organiques des seois: conditions envirennementales

Les conditions environnementales modifient les
vitesses de mmerahsatlon des matiéres organiques
des sols : L

- teneur en eau du_sol
~» aération (Forosﬂ'é)
~» température '_ \r
~>» teneurs en N minéral dans le sol do l'azole (Qen

—3 protection physique des MOS
S 5[- vand elles Sond conncas

dor_agigel bs T

dansy

’iﬂr‘\ﬂs L‘A M\Q’{v G:
Gt doans e wl)

18
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

I. Decomposition des matiéres organiques des sois: conditions environnementales

Microbial Biomass Decreasas With Depth

-5

SOYN-YASN 10 AssUnoo shietl|

Dupth (feet boloww soil surface)
L .
v

Increasing total micrablal biomass

-t-?}" isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 19

Ecologle microblenne des sols: chapiire 1

. Décomposition des matiéres organigues des sols: conditions environnementales

Seasonal Microbiail Activity

early
sumner

A \,\ late
/ sumTer
N

first

/frost

f/ bl Y

3 e
!

¥ T o T T T T T Y 1

iast

Bacterial and Fungal Activi
1 & temperate grassiand or cropland

Image courtesy of USDA-NRCS

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 20
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Ecologie microbienne dos sols: chapiire 1

. Décomposition des maiiéres organigues des sols: conditions envirennemendaies

Effet de la teneur en N minéral du sol sur la décompaosition d’une paille
blé mesurée en incubation
covbone mpdoaist du résido en %

~ Tiag Py el
e Tty N sl
o= gnbmy Ny el
o =103 8 gy ool
e 0 g N 12

TI2.U 2002 Wd ‘$Nodsy 18 JopsRjoaN

% £ o BG [y 173 140
Durde d'ineabotmn fors)
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Ecologie microbienne des sols: chapiire 1

I, BDécomposition des matigres organigues des sols: réle des microorganismes

va

Conceptual model of soil organic matter (SOM)

dynamics with measurable pools (Six et al., 2002). Miicrobial

activity

Unprotected

] Seil C
Liner qualit

Adgorption/decorption
Physically

\ ,(5 ,,,,, wqjox protected

Seil C

A ggrepate rumover

Micro-aggregate {7 sittand clay
associated soll G assaciated soil C

Biochemically
protected
Seil C i

‘J‘; isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 13
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Ecologie microbienne des sols

Chapiire 1: Microorganismes et rdles dans les cycles de Pazots et du carbone

a—preerie v oo = o M e W e -

il. Ammonification et nitrification
1. Cycle de 'azote
2 Ammonification
3. Nitrification
a. Lles étapes
b. Les bactéries nitrifiantes
c. Conditions environnementales
I
.

4 isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.E. VIAM - 2011 23

Zcologie microbiznne das sols: chapiire 1

. Ammenification et nitrification: cycle de Pazote

Philippe Lemanceau, 2008

fi isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 24
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Ecoloniz microbisnne des sols: chapitre 1

fi.  Ammonification et nitrification: cycle de Pazote

- Nyl
0
. Fiant Nw-—’iiii?“‘/ [ F [N
-QJ"J 1 - . /.’
R LN Y s Y
R T e
- s /5
P G £
;‘ N 9 %
AL =
Al o s = N .
- LSS 8_
V= k| @
[ H =
sl peiriEs B []
>
Ml s | o
i o
X gl g
AEdEnEnl-N-= 'f'-'-'r.ur.‘mlu:-'-"f-“‘. U‘;L ?
N [T o
. =3
5 ’ S
LURE) - s
il - "._.
R - o) o
Famizerd A 3 mﬁ%ﬁ—" \
Preacipidation b § ¥
FriisRangt g Carourwmter-M
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Ecologie microbienne des sols: chapiire 1

.  Ammonification et nitrification: cycle de Pazote

Organisms consume other organisms
and excrete inorganic wastes

mineralization

Organic nutrients h
are stored in soil  1a

organisms and ‘
crganic matter

inorganic nutrients
are usable by
plants, and are
mobile in soil

immuohilization

Organisms take up
and retain nutrients
as they grow

Imagé courtesy of LISDA-Natural
Resources Conservation Service

la
< supd e
cj;e.r 0‘9 L‘L

Mdl-s) gan — AT

armmor Geation:
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Ecologie microbiznne des sols: chapitre 1

B, Ammonification e nitrification: ammonitication

Ansmeniiicgiion: processus de transformation oxydative
des formes azotées contenues dans la MO (acides aminés,
protéines...) en ammoniac {NH3) ou ammonium (NH4+)

= NH4*: source principale dazote pour les
microorganismes et les champignons
= la plupart des plantes l'assimilent mal,*elles ont
besoin de nitrate qu'elles utilisent par le biais de la
réduction assimilative et qui leur est fournit par les

bactéries de la nitrification
sources organiques trés diverses

Microorganismes trés variés (Bacillus, Clostridium,
Proteus, Pseudomonas, Streptomyces...)

& isaralyon Ecologie microbienne des sois - J.F. VIAN - 2011 27
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

H.  Ammonification et nitrification: ammonification

— Hydrolyse des polyméres {protéases) en polypeptides et amino-acides
— Désaminations aérobie ou non

o

2 padnl H;0
Ay S - N
Ty H—C—cty—¢ \ c—c—d
Gms L H_((‘_CH’—C\
R - ii% COOH N, COOH OH
H—‘;H\T*z é—\n =0 ssparagine . .
| Ml .
Cool e g
acide aminé | COOH/ ; 90” R0 MNGN V‘\'
IH ———H,0 acide 4 _,“}:Q
7 o-cétonique g, o “\ Hyh 0
1/2 02 1 & S 5
H—C—iCHY—C o ]-l—(_—fCHz\; e
coon NH, &ooH “on
Désamination directe glurarine \)&3 ,hm.m
wH,
Desamlda’uon " 3
Jaspard, 2002
-.,“Sl isavalyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 28
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

H.  Ammonification et nirification: nitrificaiion, les étapes

slitrification: oxydation microbienne des formes réduites de
l'azote dans le sol (NH3 et NH4+)

= 2 étapes successives: nitritation / nitratation

= 2 groupes bactériens impliqués: bactéries nitreuses
et bactéries nitriques

= bactéries autotrophes et/aérobies obligatoires

= nitrification hétérotrophe peut &tre réalisée par les
champignons (Aspergillus flavus) et certaines espéces
bactériennes  (Arthrobacter globiformis,  Streptomyces
grisens, divers Pseudomonas spp.)

¥ isaraiyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011

29

Zcologie microbienne des sols: chapitre 1

R Ammonification et nitrification: nitrification, les étapes

Mitrification: 2 étapes successives réalisées par des
bactéries différentes

1- La nitritation (Bactéries ou Archees bactéries de type Nitroso. )

NH,* + 3/2 0, ————  NO, + 2H* +H,0 + 63.8 Kcal

Z- La nitratation (Bactérie de type Nitre...)

NO, + %0, ———ep NO,+ 17.5 Keal

2

,.g‘k isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

1.  Ammonification et nitrification: nitrificaiion, les baciéries nitrifiantes

Cours Ecologie
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LAl . .  Ammenification et pifrification: nitrification, conditions envirornmementales

(9» /.)or Robertson & Groffman, 2007
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E¢ologin microbienne des sols

Chapitre 1: Nicroorganismes ot rbles dans les cycles de Mazote et du carbone

ov—

it

Hl. Déntitrification
1. Les pertes d'azote dans le sol
2. Mecanismes de la denitrification
3. Conditions environnementales
4. Conséquences environnementales et pour la production

v.

4% isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 33

e s

Ecologie imicrobienne das sols: chapitre 1
HE.

Dénitrification: les pertes d’azole

e S —

« Volatilisation de 'ammoniac
* Réduction chimique du nitrate et du nitrite

* Lixiviation du nitrate

- Réduction biologique: Dénitriflication

= Réduction biologique des nitrales en gaz azold: NO,

L0 et N2

= Grande variété de baciéries hétérotrophes pour
assorer cahte diaibfication P

-L*b isaralyon Ecologie microblenne des sols - J.F. VIAN - 2011 34




Ecologie microblenne das sols: chapitre §

Hi. Denitrification: mécanismes

Mécanismes de la denitrification

Produits gazeux

NO; — N,

1 2

NO, » NO . |N,O .
3 4

ol chaque étape est catalysée par un systéme enzymatique:
1- nitrate réductase dissimilative (Nar),

2- pitrite réductase (Nir),

3- NO réductase (oxyde nitrigue}(Nor)

4- N0 réductase (oxyde nitreuxj{Nos) Gours Ecologia

micrabienne, Frank Poly

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 35
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. Dénitrification: mécanismes

Séquence de formation des différents
produits de la dénitrification

MO,

}

N{myg flask

O
50 &0 70
Raobertson & Groffman, 2067

e —

Hoins
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Ecologle microblenne des sols: chapitre 1

Bt Denitrification: conditions environnementales

NO3-

/‘ ; o \

/,j //,/ \\

Texture = / ,.// Respiration e
Plare / / /
f/

U T« Y

/ Plantes
/' e o
=% Carbone !
Mutiere organigue / Plantes — / organique |
; +
Actions mécaniques /
) Compétition ou excrétion par/ Nz
Cours Ecclogie . " R
micrebienne. Frank Poly d'autres micro-organismes
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Ecologiz microblenne dos sols: chapitre 1

fil. Dénifrification: conditions environnementzales

Coehabitation entre la nitrification of la déniirification

N2
N orga ——+ NQa- Couche aéree
NITRIFICATION
Lessivage
Couche anagrobie
NGsz- DENITRIFICATION

Cours Ecologie

microbienne, Frank Poly
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Ecologis microblenne des sols: chapiire 1

Hi,  Dénitrification: conditions snvironnemeniales

% o ng g Gh e en o BA s il T e snibam o ol oy ce Donyan o g fe
Microsites de dénitrification dang ies sols

Trtanga Enen)
Schéma de la jocalisation de Diffusion de I'oxygéne dans un
bactéries dans un agrégat de scl agrégat de sol Cours Ecologie
microbienne, Frank Poly
-ﬁ:ﬁ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 39

Ecologie microblenne des sols: chapitre 1

i Deénitrification: conséquences anvirennementaies et pour iz production

I L By BTt St w N »i
!
o i
i Damileiteavon
= W lt s T
= | Fospdicootinn of
bt t ) ;
SRR AT L J
i W 4
i
B W e Q0
b/ i F)
= | . v By
- “ T -
5 Ruspiration & % o . G
5o 4 raineraliaion LR A
| A= \%:
s M/;—’ ®
RERY)
Pad
b{ T r— e A S e ’P‘?‘ ¥a /
4 Wwoope 91 a4 R0 80 e B s ow ol @
- Water Bedd povs ophon Roberison & Grofiman, 2007
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Zoologie microbienne des sols: chapitre 1

B, Deénitrifination: conséguences environnementales ef pour la produciion
4 p P

b v

« Compeétition avec la plante pour les nitrates
+ Elimination des nitrates dans le sol et les eaux
« Emissions d’oxydes d’'azote dans I'atmosphére

- 4

Effet du iravail du soi sur la deniinif

4
40 =
25}/’1 1 2004 )/ Ve =) L abour 0
- " " = Semis-direct ;01
R & ! 3
- - ! [<]
g:] 5] = 3 ! 2005 8
z ‘ = | 2
o i o % ! m
PORRICE NI | z 3 | =3
= 1h il A=l 11 7 | 3
51 ar o P2
i b NN N UNEPYY BN i BN BT SN BN N
05/03 06/03 D7/03 09/03 1003 11/03 12/03 0104 02/04 03/64 04/04
Période | Période 0, Période If,
] Eifet de serre 11 kg W-04.0 fhalan = 300 kg C-CO, halan !
-y:‘:‘- isaralyon Ecelogie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 41

Zcologie microbienne des sols

Chapifre 1: tsicroorganismes et réles dans les cycles de Pazote et du carbone

v 5 B i

L
.
n.
IV. Fixation biologique de l'azote
1. Introduction
2. La fixation libre et associative {non symbiotique)
3. La fixation symbiotique
a. Les symbioses & nodules chez les légumineuses
b. Les symbioses actinorhiziennes

4, Conséquences sur la production végétale

4 ¥ isaralyon Ecologie microbienne des sols - JF. VIAN - 2011
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Ecologie microbionne des sols: chapitre 1

I¥. Fixation biclogigue de 'azote: inroduciion

. .
fvolution de la popu
'azoia orédas

A 200

FTy
i e,
3
(%)
P
=
@
=3
b5
£
o
b1 =]
{ )

248,

100

178

& M"‘""ﬂr
gt

VWatid popriaton (hilions)

R

—
e
A T e o s b

g Y ek
G WM — : ¢
s|sn AT 18800 1910 1930 1950 197U feno #410

Yisar Bottomlay & Myrold, 2007
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Zcologie microbienne des sols: chapiire 1

V. Fixation biclogique de Fazote: infroduction

CaraciéristiGues des principales especes
i &

Energy source  Sensitivity of N2 fixation to oxygen Examples {genera)

Azotobacter, Gluconacefobacler,
Azospirilum, Herbaspirilum,
Methviococus

Heterotrophic  Aerobic diazotrophs
Microcaeraphilic diazotrophs

Klebselia, Pacnibacillus, Enterobacter

Clostridium, Desulfovibrio,
Methanososarcina

Facultatively aerobic diazotrophs
Obligately anaerobic diazotrophs

Anabanea, Nostoc
Lyngbya, Oscillatoria
Rhodobacter
Chromatium

le M g}mo»sFlM.(\

*AJOZOI_"OYL‘-a db‘-o Buttornley& Myrold, 2007, adapted from Young {1992)

Aerobic diazoirophs o
Microaerophilic diazotrophs
Facuitatively aercbic diazotrophs
Obligately anaerobic diazotrophs

Phototrophic

VW isaralyon Ecologie micrabienne des sols - J.F. VIAN - 2011 44
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Ecologis microblenne des sols: chapitre 1

I¥. Fixation biclogique de Vazote: introduction

Caractérisiinu

T Te TS

v&'&w»

Bactérie Plante # famille | Efficacité %
botanique | (Kg/Ha/an) globale
i Cyanobact. Azolla, Cycas | »8 120 23
@ Gunnera
=z
. Rhizobium Légumineuse | 2 350 60
12 Bradyrhizobium | Parasponia
S
w Frankia Myricacées, |8 380 15
Betulacées,
g -
= PGPR Graminées, nombreuses ! 5430 3
g < |(Azospirifum, ete
2 Pseudemonas, ...
< Cours Ecologie microkienne, Frank Poly
4% isaraiyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 45

Zcologie microbienne des sols: chapitre 1

I¥, Fixation biclogique de Pazote: introduction

La fix

> 4m - YR P .
"'Lﬁll\al

Nitrogénase

lazote

N2+ Be-+ 8H+

inerte

Consommation de 16 ATP

o Couteux en énergie

o Lent et peu efficace

2 NHas+ H2

Assimilable

Cours Ecologie microbienne, Frank Poly

o Réduction de N, en NH, nécessite la mobilisation de
20 génes, appelés Nif génes

}}‘ isaralyon
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1
1. Fixation biologique de Vazote! introduction
Quantités de N, e conditions de plein champ
Diazotrophic bacieria and their assocfations N, fixed (kg.ha'.year")
Freeiving bacteria {associated with wood <1-10
decay, straw decomposition) ©
=3
Examples of plant:cyanobacterial assaciations E
Cryolitic crusts 10-80 0.2
L2
Azolla <300 & =
23
Examples of legume-rhizobial associations as
o
Soybean 80-115 2 §
Beans 50-100 s
Alfalfa 130-250 ey,
White clover 200 = E?;
Examples of non legume-Frankia associations g
Alder 50-300 3
Ceanothus 50-80
Hippophae 10-60
£ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 47

FixaTioN L1 PBRE

Ecologie wmicrobienne des sols: chapitre 1

%, Fixation biclogigue de I'azote: |a fixation fibre et associative {non symbiolique}

b

* Bacteéries libres fixatrices de N,
= Diazotrophes phototrophes
=> Diazotrophes hétérotrophes

.
ion fibre ¢

e N,

* Facteur limitant = demande en C/énergie
= Diazotrophes phototrophes fixent un quantité de N,
plus importante que les hétérotrophes
= Fixation libre hétérotrophiqgue nécessite
quantités importantes de C
décomposition de MO fraiche...)

des
labile (rhizosphere,

5'}‘5 isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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FIXATION  ASSCCIATIVE

Zcologie microbiznne des sols: chapiire 1

I¥. Fixation biologique de Fazote! Ia fixailon libre ol associative (non symbictigue)

5 la

Fixation s

Les bacléries llbres fixatrices de N2 dan
rhizosphére des graminges

Dans la rhizosphére Hors de la rhizosphére

102 a 10° bactéries
fixatrices/g de sol

10% 3 107 bactéries
fixatrices/g de sol

{riz 10° a4 10%b./g de sol)

Sur le riz : gain de 3 a 50 kg N / ha récolté
Généralement: gain de 5 a 30 kg N / ha récolté

Cours Ecclegie microbienng, Frank Poly

- (.Q/: [Q..Lcl'e.(.&bgf:'}ﬁ
i ?ﬂ au,Qanﬁk

Lo {ALANE S

P:we,s\" P-V’

[S 27 "ay

Ftwi

> el y eI
aAvea &Kh&(‘
—

N

Lacl’é(‘;.&g\}‘-l |

Nid
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1
. Fixation biclegique de 'azote: §a fixation libre et associative {non symbiotique)

i

‘U--“' ol ()tﬂwtf-

smm‘z T seropadicas

the metaxviem of a

stom

L n ]

1«;&9:&%’%:*?

Courtesy of F. Qlivares, in Botiomlay & Mirrold, 2007
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1
IV, Fixation biologique de I'azote: la fixation likre et associative {non symbiotigue)

p ave_ec’:" rendement
Zospiridium e —— maximal
Sans
Azospirillum
ittt shbbibestd

- Z M Mg Z MmMm=D

dose d'azote croissante

= Azospirilfum = substitut partiel aux engrais azotés
Cours Ecologle microbienna, Frank Paly

G P/\,)
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(@-”‘(—: a’{lo?«" & W-,a'\jw Lo &’)l[zﬁﬁ H o

‘| Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

I¥. Fixation biologique de 'azote: s fixation libre ef agsociative inon symbiotigus)

PR T PP Y i S T
B3 hmcldries PUPRS

Plant Grovin Fromoting Rhizobacteria

P

Bacléries de la rhizosphére qui exercent un rdle positif sur la
croissance des plantes, leur vigueur et leur résistance aux parasites:
Rhizobactéries Promotrices de la Croissance Végétale (Gobat ef af,

2003)

Modes d'action trés variés
= Une méme population peut cumuler plusieurs propriétés ¢

Jtimulation et Amelioration de la Protection des
répulslion de fa nutrition das plantes racines contre les
croissance rasinaire parasites
q?b isaralyon Ecologie micrebienne des sols - J.F. VIAN - 2011 52
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Ecologie microblenne des sois: chapiire 1

. Fixaiion biologigue de "'azote: la fixation libre et associative {non symbiaiigue)

tihon

Les hat

Stimuiation of -?‘x;::si:;&t%an chan
regulation de In : racines Ci'}t:"if:?".} lizs:
/ ‘ grofssance racinaire i ‘= Concentration en narasites
/ = Production de éléments minéraux = Produ_ctipn de
phytohormones (AIA, - | <. sojubilisation du ?Oif;flgi?rfe'”:é?éf”rs
- éthyléne, NO) phosphate inorganique P .
. ) cyanhydrique...)
= Regulation des = Sécrétion de -
concentrations R — e Competltlon avec les
harmonales de la : o parasites (e.g. le fer) |
pl?ntg (e. g = Fixation de N, = Stimulation ;
de?mlnation de ACC . o Mucilage favorisant {induction) des ]
: précurseur de les échanges d'ions et = | mécanismes de f
léthylene) :d'eau | iresistance des plantes |
” Dapres Gobat ot af., 2003 i /
I

'ﬁ isaralyon

Ecologie mlcroblenn des sols - J.F. VIAN - 2011 ?

/ A
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i : o lashmu'w 'L& 0’ quﬁ 0[
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OA,MWIVW[A.Q[WMﬁ oiicluo ""N\'J-')(_PLI’( ’ PMMZ@EWTM\
du» Whh ok mw\ﬂf %:WL;N'L e & ("’“l—\
f was prr spmtrioles, i ilngr
_‘r’.‘ceiogie mlcrobienne c?;:so!s. chapiire 1 o g{-—.w\ﬁkw w

1. Fixation biologique de I'acote: a fixation libve st associative (non symbiotique} (E:o_'t

r

L tincculation de ssmences de eafs par la bacliérie du soi Azo; *pirfiium
fipoforun: CRY1 (B} provoous la projiférution dns racines da la ofvéaln

g A B Cours Ecclogie microbienne, Frank Poly

A« vacines te mials now inoculées par 4. fpdrernm CRTY
B - racupes de s mocnlées
phote Reni Aaily %, Lokatia Jacosd el Patrick Wadonx ¥

t - Exchanis Micrabienns . WROHAR 1757 (L ere ¥ Claude Fierard Lyen 63020 teurlisnse Gade o
FoMErey. pha Usine oe Mayzing, 15 96 53 L0o0er de Tassiny, SE300 Me Ton
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Seologie microbienne des sols: chapiire 1

B Fixation biologique de 'azete: la fixation libre et associative {non symbiciique)

E o, g i By e s g o e e e e e Gt A G B e g e g
setdiiamiialon ces ali]s <l Aw.sﬁ‘zf:g{z‘ﬁ‘»x

~ Meilleure nutrition minérale et hydrique des plantes
= augmentation de la quantité de MS totale

= augmentation de la teneur azote dans les tiges et les |
G grains

£ , " P
\5* = augmentation du nombre d’'épis et de grains/épis
) . .
I = date de floraison avancée
> meilleure résistance aux stress hydriques /
= meilleure résistance aux attaques de pathogénes /
-_.-"-‘ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 55 /
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Zcologiz microbienne des sols: cheplire 1

1¥. Fixation biologique de Pazote: la fixation symbiotigue

-
i
oY

B

p— y " fox o B
La symbiose mutual
¥

Union physique des partenaires: liaison sans partage. Les
symbiotes échangent des nufriments ou des facteurs de croissance
de maniére exclusive sans que ceux-ci n’apparaissent dans le
milisu extérieur (interfaces physiques d’échanges)

{Gobat et al., 2003)
co(it énergétique de la fixation symbiotique avantageux
= protection par rapport aux concentrations en O,

= 2/3 de |'azote total fixé dans la biosphére (120 millions de t/an)

dans les sols, 2 grands types de symbicses
= entre les [égumineuses et baciéries de la famille des Rhizobiacées

= plantes souvent ligneuses et bactéries filamenteuses du genre
Frankia

q;k isaralyon Ecclogie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 56
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Ecologie microblenne des sols: chapitre 1

1Y, Fixation biologique de I'azote: ia fixation symbiotigua

Gaz carbonigue

Photosynthése 6

Carbone orgarM
N —————
i "—"I"L_ ¥
7% — Fixation
~ .

Azote assimilable (NH,)
.q——________

&

Azate atmosphérique

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Zeologie microbienne des sols: chapitre 1

i¥. Fixation biologique de I"'azote: a fixation symbiotique

o, N rmaen et wy e g

LDOROrAGON &
- o Fom e B X %
pour fa Hxation de

PHLOEME

| — O

j=—= Colite salne

pere— Collula infoctde

—— Membrane péribactérelde

Gours Ecclogie microbienre, Frank Poly

Ecologie micrebienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Zeolegiz microbienne des sols: chapiire 4

V. Fixation biologigus de Fazote: la fixation symbiotiqus & nodufes

M e » 2 e

Y

ases a nodules cher jes

Les symb

Cours Ecologie microbienne, Frank Poly

y@'isamygn Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 59

zcologie microbienne des sols: chapiire 1
I¥. Fixation biologique de lazote: la fixation symbistigue & nodules

- gy J;. = S, om A 4 a2 S PR - -
Taxonomie af diversltd das basidries symbictiques a

4 genres de bactéries, mobilesavec ﬂ‘agéﬂes,a Gram -}
forment des symbioses avec les légumineuses (phylum des
protéobactéries)

= Rhizobium (eXx. R. leguminosarum, R. fredii, genre
Agrobacterium)

=» Bradyrhizobium (ex. B. japonicun)
= Mesorhizobium (ex. M. loti, M. ciceri)

Azorhizobium (ex. A. caulinodans) :forme des
nodules épigés dans les tiges de Sesbania (Fabacées
tropicale)

'@ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 60
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Ecologie microbienne des sols: chapitre 1

Y. Fixaiion bioleginue de l'azote: la fixation symbiotigue 3 nodules

Cas particulier chez Sesbania rostrata

Alod yuei4 ‘suuagon aifio/oog SN0y

# isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Ecoiqgie micrebienne des sols: chapitre 1

kN iV - Rixation bologique de Pazote: la fixation symblotigue 3 nodudes

b s o s oo -

Sk, s ¥ piderin =

infection &f " .“
formation o . wF
du podale | -u { % =)
o
I}
=
. o8
Chabares n =
il Ve b
H =
Pré-tafyotion | 3% f | g
Ohi E ] . A He bty M“ '.i I ! 5
= Hl} Caraa K I 4 1§l § g
EA T (=
2 — by -~
P
0, Frapes poicocns & Vorgancuinese
nodulaire dars upe frteraction
Rbfzoblamtigamine use
;
Légnmincase Daouin Nimus & el 1953
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Ecologie microbienne dsas sols: chapitre 1

¥, Fixaiion biologique de Pazote: la lixation symbictigue & nodules

Medicago root hair curling
and infection thread
invasion by rhizobia upon
inoculation with
Sinorizobium meliloti.

Courtesy of Rene Geurts
(Bottomiey & Myrold, 2007)

H isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 63

Iv. Fixation biologigue de 'azote: la fization symbiotique & nodulss

Ecolegie microbienne des sols: chapitre 1 ) )

-

Modulas §

orined whore Bhizobivm bactaria
i

sfacted sovbean reots

Stephen Temple, University of Minnesota, St. Paul.
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Ecologia microbienne des sols: chapiire 1

. rixation bislogique de V'azote: los symbioses actinorhizienne

Symbioses gue ::w ackin l‘“‘”ﬁ”a’.:ﬁ:i&fi ciu goiwe e
4

1‘}1-11 i f‘*@ﬂ

'ﬂ isaralyon
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Zeologie microbienne des sols: chapiire 1
Y. Fixation biologiqus de I'azote; les symbioses actinorhizienns
Nodule actinomycorhizien
Pigce de 17 mm
(Gobat et al., 2003}
Réponse de I'héte a infection, multiplication des cellules corticales
pour former un prénodule que va pénétrer ensuite le symbiote
@ isaralyon Ecotogie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 66
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Scologie microbienne des sols: chapiire 1

iV, Fixation biclogique de 'azote: les symbloses actinorhizienne

Des diazovesicules dont I'épaissewr de laparoi varie en ﬂ'l].'li‘l.fﬁi}l'i
de la concentration en U, les hipides hepanoides... - + [} ‘)gjd‘\

Al0d ¥UBLZ ‘BULBIgEIOIW SIH0I00T SINoD

Spm

——

Dark field imcroscopy of Fronkis Col? grown at 70% ©2; Parson efal, 1987

4" isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 87
Scologie microbienne des sols: chapiire 1 LJ L: - (ﬂl)
IV, Fixation biologique de 'azote: conséguences sur ja production végétale /"?
H’ ores
()
Quantiié d'azols ppr heetmes ot par an of prarceniage d'azete transféné
d'una plants fixziries & une plamie aea frafries an cultures associées,
iypt Sasseciatien N wwdorl % Mitasder Auteurs
#t kgba-dne-1
_;:umn; [
peanindel hasrse  26-AET mifon bwtoplqus By ot of {1964} o
528 kg E
maie harizot < 4% Amtion Gl et 2t (AL m
Py o
gramiofel teific 0% diution Ledtard (1M1} 2
70 kg @,
somgh bole 2-55% Bhetian obsphon Hoers ot o 9551 3
29-30kg 3
svalmervases s kg Biwtion dstopiqus  Tpasiriamim =nd g
LLE ) matiire oy, margade  Damps (19%) g'
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Ecologiz microbienne des sols: chaplire 1

Bf. Fixation biologiqus de azote: conséquences sur la production végétale

Association de cultures

Exemples d'impact des arbres fixateurs sur la production
des arbres qui leur sont associés

Associations Pays/age ' Rendements
g
Sivateur / non fixatenr mone. - Assoclat, E’n
E. umbellata / Noyer USA /1duns H=3,4m 10m ‘é
A. glutinosa /Noyer USA 7 Hans H=3,4m 1om §
Filemingia / caféier Cameroun / 4ans kg bhalan-i78 172 §
C. Equ¥/ cocotier Cste &'lvoire/Sans nofx " 3500 §580 ';;
A, mangiom/ cocttier e wr = 7400 _%
A. nurlcoliformis’ cocetier T o i 7880 £
4 ¥ isaralyen Ecologie microblenne das sols - J.F. VIAN - 2011 69

izcologis microblenne des sols

Chapitre Z: Microorganismes et fonctionnament des gcosysiémes

s

L. Fonctionnement d’un agro-écosystéme: role des microorganismes du

sol
i. Le réle des champignens du sol
1. Les champignons et la qualité du sot
2. Les mycorhizes
. Systémes de culture et fonctionnement microbien du sof
1. Influence des pratiques culturales sur les tnicroorganismes du sol

2. Les différents bio-agresseurs

3. Le piétin-échaudage: un modéle possible pour comprendre le

fonctionnement microbiclogique d’un sol cultive

Conclusion

& isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2014
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EZcologie microbionne des sols: chapiire 2

. Fonctionnement d'un agro-dcosystéme: rdle des microorganismes du sol

/
Fengal hypnan

ond spares

j;f?} isaralyon Ecolegle microbienne des sols - 1.F. VIAN - 2011 71
Ecologie microblenne des sols
I Fonctionnsment d'un agro-écosystéme: role des microorganismes du sof
»{‘{f“*\“\‘:‘"\ xhbe e e
LARSIa ] RgaTent <« L IHéee
b ““(/_/[_ Diguelopperrant e 1 oo ong a7 \u-llnr s
i Harfuration da | epiderme des fauiles par lad Gk sollenibiies
Séquence de & % ﬂ}%‘ B
transformation d’'une S AN ki 3
R Ireamitmerer Al dr Db 2or O Feiliea gior b Trigeotiom §
fEUlﬂe morte par leS | AgInnSinsermenl den St 4TI BT D81 [Hpati 95 arved or dipsire e E
organismes Jreshy %
décomposeurs 2 5 = e i
{Gobat ef al., 2003) O A e L g
- i LI TR -
R aad ; i P i cer o I
Les ; e -
microorganismes Mgt ot e s vl dovmon i
du sof agissant P e e b e e S S T
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3 -
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Ecologie microbienne des sols

. Fonctionnement d'un agro-dcosysiéme: role des microorganismes du sot

MICROFLOAA AND MIGROFAUNA  IMESOFAUNA MACRO- AND MEGAFAUNA
2mm 20°'m
L

Prolozon

Rofifera 4
Abari
| Gollembola

i Prolura :
; Digiusa !
i Symphytay
'J Enchylraaidiae
. . - Chelanethi
Classification des organismes du sol en ! l;ag'te}éi:;' )
. . 4od e : il
fonction ae leur taille (Swifi of al 1874) : @I op(D)TD;PES ﬁ
[} : Amphipoda
. Chilopoda 1
: Dlplopm_law "
| Megadnii {ea) (hwurms}
: Coeopera |
X Araneida
) Moilusca :
1

1 ] I N
123 255 512 ‘024 2 4 8 18 32 &a

—————— e~

Body width
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EZcologie microbienne des sols

L Fonctionnement d'un agro-beosystéme: rle des microorganismes du sol

m I —
The Soil Food Web

i
" -

o @;: .ﬁrthmpnds

Nematodes ¥ %

[rvhating y

(Lis, b el Rhetnrin

First tropine Second 'rhird wraphic Foafrth drophic Fif e anet
levelr trophic {evel tevel higher vophic
Phuly gt s g ST hru e gtz ket invals
Aiytagd ds i oo kel "ql\u L e
Prhoppns s ten s priadate .
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nﬁ Isaratyon Ecologie microtienna des sols - LF, VIAN - 2011 4




Ecologie microbienne des sols

1. Fonctionnement d'un agro-4cosystéme: réle des microorganismes du sol

d 5 e ! Wl T T P . ol
Biomass of Boll Qrganisms in Four Ecasystems

3
Conypatiangt
it
agw-w-
reriy AR GA
E1d L
rj —
’ l Do 240 aip apmen
- magr Azhers GN
i
H TS Praceis o
"" —~ mﬂmm’ Calorotio

l s Sexten pioe toram
. «nﬁu-gi‘-n

Farz pir ALéd
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& S E ,d";-*"g
£ v Vs
O
o
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Ecoingie microbienne des sols

1. Fonctionnsment d'un agro-Scosystéme: role des microorganismes du sof

= =10

)

Labile

\ % 1% :o“\ysﬂ'ﬂ m}brﬂb - 3
Matiére SO /g Bactéries o Milieu (oH,

Organique : > i.'.‘:hu:_*rr_p!_gnons L structure...)

stress, pratiques

du sol 4 ¢ = Protozoaires
% culttirales

< Alguss_ =
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Ecologie microbienne des sols

i Fenctionnement d'un agro-écosystéme: réle des microorganismes du so!

Facteurs inhibitsurs af
comimunauias microbiennes de Ia rhizosphére

Selective interactions in
the rhizosphere

+ Stimulatory factors:
Carbon subsiances, vitamines,
Complexingagents, specific subsirates, hydrogen

Inhibitory factors:
Volatile and soluble antimicrobials,
QS-inhibitors

Stimulatory feedback:

4
— Solubilisation of minerals, enlasge dracting volume
stimulation of pathogen resistance; growth regulators;
bialogical controf of pathogens; dedgradation of inhibitors
+——— Inhibitory feedback:

Competition for nutrients, phylotoxins, allelochemicals
Hartmann, A., ef ai., 2009. Plant and Soil

Vs ba"r

? au b el enc
iin - {'ﬂ*'ﬁfb‘*’“’} ‘o
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Ecologie microbienne des sols

W Le réle des champigrions du sol: champignons et gualité du sol

T

v— 'mpmve OM accumulat:oq,h
= Retain nutrientsiin the soif"

= Biﬁ‘&szru‘pdmcjés+. o --.‘

- Fuumm: tHesFe of the, ' _' 2
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Zcologis microbienne des sols

. Le rble des champignons du sol: les mycorhizes

- s

Les myco arhizes ({‘o::s (es OW‘JI

- Association symbiotique entre un champignon et les
racines d'un vegetal

chénopodiacées et brassicacées)

G ielbave.

Le champignon est un collecteur de sels minéraux

&> Translocation

+ La plupart des plantes cultivées sont mycotrophes (sauf :
R £ Cdf‘“

saif] colus e ‘fﬁﬂ*)

do faife o
welpiose

m; cark/v 9"‘?"1

g T—— Ecologie microbienns des sols - J.F. VIAN - 2011

72

Feologie microbienne des sols

i Le véle des champignons du solb: les mycorhizes

Mycorhizes et croissance végét

» Abondance des propagules : potentiel mycorhizogéne
 Diversité des populations endomycorhiziennes
« Efficacité de la symbiose

la plupart des plantes cultivées sont mycotrophes
(exceptions : chénopodiacées et brassicacées)

4 isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Ecologio microbienne des sols

. Le role des champignons du sob les mycorhizes

Myzorhizes ef croissance ve

Moyenne de croissance de plantig de vigne mycorhizés ou nen

80
70
60
50
40
30

” oY

o @5 , i

Langueur moyenne des P. aéfiennes (em)

Semaines aprés transplantation

[} 2 4 6 8 10 T2

~

b 4

=g
SERY
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Ecologie microbienne des sols
It ie rdle des champignons du sol! les mycorhizes
Mycorhizes el croissance végétale
Effet du précédent cuttural
surla densité des spores
5 300 - e e —
i £
& 280 !
o
2 200
2 I
g 10|
7]
o 1040
o ;
Q 50 -
g |
- . :
jachere  colza mais  haricot
nue
cuilures
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Ecologis microbienne des sols

il. Le réle des champignons du seol: iss mycorhizes

Mycorrhizae

Tree
root A
Fungal
hyphae
Mycorrhizal structure
4% isarayon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 83

“cologle microbienne des sols

I Le réle des champignons du sol: les mycorhizes

la mycorrhizosphérs |

Les hvphes :
= jusqu’a 7 cm de la racine
+ diamétre peut atteindre 20 um

= 200 a 1000 m d’hyphes/cm de
racines

Photc B.J. Read, in Smith & Read, 1997

l.es mycorhizes : étude de

0 isaralyon \ Ecologie microbienne des sals - J.F. VIAN - 2011

84

L .l
pe W\7w{[n42@

42



Zoologie microbienne des sols

#.  Le role des champignons du sof: 1gs mycorhizes

L

Arbuscuiar Mycorrhizae (AM)

0 isaralyon Ecologie microbisnne des sols - J.F. VIAN - 2011 85

Ecologie microbienne des sols

it Le réle des champignens du sol: les mycorhizes

Ectomycorrhizae

“' isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 86
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Ecologiz microbienne des sols
i

Le réle des champignons du sob: les mycorhizes

“" isaralyon

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Ecologie microbienne des sols
ifi.

Systéraes de culture ot foncHionnement microbisn du sol: queliues exemples

Systéme de culiure

Microbiat
blomass
G0~

C Microblat

- o

e el o
Mycorrhiza.~ TO0e, T T

Lo s ?‘genase
Porg a7 i
Pt L e
1oda né/L é,
H W 5
Sacchatase™. . ¥ ¢ 2 -~ Prolense
-.‘:.)‘_‘\., yes

‘[]’w

Ph@sphmﬁé'

gl microorganismes
Comparaison Biodynamie, AB et agriculture conventionnelle

Earihworm
D Faunal biomass

zéb,- )
Sprders:.-,ly - 'dm,gp

. isaralyon

L& . ¢
= o _ Qo SR
o BIODYN o CONFYM ]
Lr———
-t BIOORG CONMIN | , > Vilizoktee
Pasian Mader et al., 2002 in Science = & T ¢ ('ULL
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Ecologis microbienne des sols
. 3Bystémes de culture ¢f fonctionnement microbien du sol: les différents bio-agresseurs

o - P E son » e . E
Bic-agressaurs ef systéeme ds cL

i
Les diffiérenis types de germes pathogeénes

Virus :
- parasites stricts, incapables de se reproduire (se font
reproduire par I'organisme parasité)
- trés petite taille (30 & 300 nm)
fransmission : par le sol {débris végétaux)
vection par nématodes (court-noué...)
vection par champignons (rhizomanie betterave...)

+ Hactérias :
- Agrobacterium, Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia...
- capables d 'un développement saprophyte dans le sol
- spécificité d’hote ; pathovar

Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011
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Zcologie microbienne des sols
. Systémes de culture et fonctionnement micrabien du aol: les différents bio-agresseurs

Q=zi £
Les difféerents types de germes pathogenss

+ Champignons :

- Myxomycétes (plasmodes, zoospores)

- Archimycétes {cellules, zoospores) vecteurs de virus

- Oomycétes (mycelium non cloisonné, cospores)
ex . Pythium, Phylophthora, Aphanomyces

- Ascomycétes {mycelium cloisonné, conidies, sclérotes, ...)
ex : Fusarium, Verticiflium, ...

- Basidiomycétes (mycélium cloisonné, spores, sclérotes)
ex : Rhizoctonia

3 types de maladies :
Fonte des somis / pourriiures ralnaires / trachéomycoses

at

Ecclogie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011

1 " isaralyon
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Ecologis microbienne des sols

1. Systémes de culture ¢f fonctionnement microbien du sol: étude du pidtin-échaudage

Bic-agresssurs et systéme de culture

Etude du piatin échaudage, Gesumaniani/ces gramiins, var titici sur blé

% take all decline

100
80 f
60
40
20 /\‘,,_.V,_.
0 - T T ==
0 5 10 years 15
Sympibmes Déclin de la maladie au cours d’'une
Chnstian Steinberg, 2007 monoculture de blé
1@:; isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 92

Feologie microbienne des sols

M. Systémes de culture st fenctionnement microbien du sol: éiude du pidgtindchaudage

Bic-agresseurs et sysidme de culfure

Etude des sols résistants & la fusariose du lin: Fusarium oxysporum I sp. lini

Mise en dvidence du rdle microbien de la résistance de certains sois

1001 heat treated SS

Lamanceau, INRA Dijon

disease incidence

i

0 500 1000 1500 2000
F. oxysporum f. sp. lini (p/g}

#‘ isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 95
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Ecolooiz microbionne das sols

. Systémes de culiure st fonctionnement microbien du sel: stude du piétin-échaudage

= o— Pr

Bio-agresseurs ef sysieme de cuitura
4

Ftude des sols résistants & la fusariose du lin: Fusarium oxysporum £ sp. fini

Mise en évidence du role microbien de la résistance de certaing sols

control 887
heat treated SS -

F. sofani '
F. roseum 1
Aspergilius 2 e - oo
Cephalosporium s —s—pmme——
Mycotheciury m————
richoderma r——tm———
ny fum ———t
Aspergifius 1 ="
Cylindrocarpon

we=+—Gouche non pathogénique

Rhfzopus “
ol ' H
e e T 1
0 20 40 50 80 100
Lemanceau, INRA Dijon 0% hea]thy plants
& Visaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 96

Ecologie microbienne des sols

. Systémes de culture st fonctionnement micrebien du solr éfude du pigtin-échaudage

A o - - o T T O T T o M

Bic-agresseurs et sysiéme de culiure

Etude des sols résistants a la fusariose du lin; Fusarium oxysporum . sp. ling

Meécanismes de a résistance de certains sols

404

@ 50. glucose 3
& 5mg/g & ao
= =
e =
=4 £
y o 20 controi
& 2] P
2 & "
Q@ 1mg/a o104 - -
4 5 s : ok
; % Controd 2 g bt

' 0 4—ha= T T T 1

2 & 8 10 2 4 6 8 10
weeks weeks
Lemanceau, INRA Dijon
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Ecologiz microbienne des sols

. Systémes de culture et fonctionnement microbien du sol: étude du piétin-échaudage

Bio-agresseurs ef sysiéme de culfure
Etude des sols résistants a la fusariose du lin: Fusarium oxysporum f. sp. Hini
Mécanismes de la résistance de cerlains sols
S e e e "I PE R T

9]
(]
L

1 ES
Bcs

% germination
N i
-

=)
¢

50 ' 59 | &1 658 68 /2
F. OXYSPOrum Lemancean, INRA Dijon

In suppressive solfs to fusarlum-wilts, fungistasis is significantly stronger
than in conducive soils

-‘;‘d_i,‘: isaralyon Ecologie microbienne des sols - J.F. VIAN - 2011 99

Ecotogie microblenne des sols

Conclusion

Comprendre le

#y
Le ARy

Potentiatités microbiennes
i

~— i
Fonctionnalités microbiennes

~— —

ADN ARN Protéine]

microbienne *

Diversité | "Q\{\L\{Q\ (%ﬂg“\ - Activités

Génome Transcriptome Protéome

& Métabolome T onctions
microbiennes

Maran et al. 2006. Micrabis, Bcal, 53:4B4-433,

Relier diversité génsétigue-aciivités-fonctions microblennes
identifiay Vinfluence de Venvironnament sur diversité-activités-
fonciions

Annrocher le concept de “soil food web”

b=
b
% Comprendre les interactions au sein de Ia biocdnose du sol
&
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Microbiologie des eaux

Milieu aquatique
Dans l'eau, on trouve des bactéries simplement aquatiques bien sOr, mais aussi des bactéries

terrestres ou alors d’origine animale.
Le type de micro-organismes dépend du type d’eau, de la profondeur (phototrophie..), de Ia
ressource nutritionnelle du milieu..

Milieux oligotrophes : I'eau douce (lac, fossé..) ou I'eau salée.
Milieu eutrophe : riche en éléments nutritifs (eaux usées ou eau de mares), dans lesquels on trouve :

— Nancbactéries
Phototrophes/Chimiotrophes
— Hétérotrophes/Autotrophes

Note : Parmi les hétérotrophes, les cynobactéries sont des bactéries pathogénes.

Activité aérobie

;m::;és ~NHs3 En activité aérobie, I'0, est accepteur final d’électrons
1|
- [a amiras: ~Phosphore

BiATES AgfRs. ) »CO2 A partir de NH3 ;

* des bactéries nitrifiantes (Nitrosomonas) :
FIUSAER thpi 4 NHz + 7 02 - - - (Nitrosomonas) - - - > 4 N02- + 6 H20
‘Hydrolyse {protealyse, lipace . i -¢ des bactéries nitratantes (Nitrobacter) :
Fermentation, 2 NO,- + 02 - - - (Nitrobacter) - - - > 2 NO3-
Respiration

Activité anaérobie
4 étapes : M. Crganigues

Bactéries anadrobles strictes ou En anaérobie, nombreux peuvent étre les

Hydialyse

- . mlELes accepteurs d’électron.
Monomeres produils (a.anines, sucres...)
. n Bactéries anaérobles srrictas © - .
Acldogenése 4 micrridium, Bifidobacterirum. .. A partir de méthane,

a,gras, a.acétiqus, a. bufyicue a.acétate, alcool... les bactéries methano—ox.ydantes
' Bacieries acetogénstinue: (Methanomonas methanica) :

IHlostridium, Desuifovibi 5CH, +80,==>2 (CHZO) +3C0,+8H,0
Precurseurs du mathane - sacetiqus, ajormldque Co: H:

Acé€togenése

Méthanogenése . - Bactfries anadrabies stiictes
CO2+4 Hz ==> CHa + 2 H2O
CHa #6082  (ipcoom === cHa + cOr
Pourquoi tant de bactéries dans I'eau ? A cause de matiéres fécales.
Bactéries pathogénes

Principales bactéries pathogénes transmises par I'ean
Point culture > Dans un gramme de caca, on trouve :
10" virus Et des ptits parasites : 10 4 10" helminthes (oeufs)
10° & 10° bactéries 10 4 107 protozoaires (kystes)






A part ¢a, dans I'eau, y a des bactéries pathogénes préoccupantes :

s courantes: e émergeantes : s occasionnelles :
Salmonella Legionella Pseudomonas aeruginosa
Shigella Aeromonas hydrophila Staphylococcus aureus

E.coli entérotoxinogénes
Yersinia enterolitica
Vibrio cholerae
Campylobacter jejuni

Entérocoques
Les entérocoques sont des Gram- oxydase — de forme batonnets.
Salmonella : 7 especes dont 2 pathogénes
- Salmonella typhi et Salmonella paratyphi
- Shigella: S. dysenteriae, tue 6000 personnes par an. Pathogéne des pays tropicaux ;
- Ecoli : Certaines souches d’E. coli sont pathogénes {provoquent diarrhées sanglantes,
vomissements..}. Infectieuse a faible concentration. (E. coli 0157:H7)
- Yersinia : enterocolitica, pseudo-tuberculosis, pestis (responsable de la peste)

Vibrio cholerae

e Bdtonnet a Gram négatif ¢ Oxydase-positif
¢ Non sporulant s Producteur d'une entérotoxine
e Anaérobie facultatif thermolabile
Campylobacter jejuni
* Morphologie : forme spiralée (0,2 4 0,5 um de diamétre sur 0,5 & 8 um) ou incurvée & Gram-
négatif

* Agents responsables de diarrhées et d'avortements (campylobactérioses)
s  T°optimale:42°C

Légionelies
Aérobie d’origine hydrique {lacs, riviéres, pluies, sols..)
Gram - Croissance de 25 & 45°C ( optimum 36°C }
Forment des biofilms a la surface des tuyaux (radiateurs, systémes de refroidissement).

e C(Classes

50 espéces, 64 sérogroupes
L. pneumophiia = 90% Légionelloses
L. pneumophila 1 = 80% des cas
= Mode de contamination
- par voie aérienne : inhalation d’eau contaminée, diffusée par aérosols (+++), douches,
jacuzzi, tours aéroréfrigérantes...
- par ingestion et aspiration directe d’eau contaminée (+)
* Dose infectante : > 1000 UFC/litre selon FOMS

Bacéries plus occasionnelles

Aeromonas hydrophila

Caractéristiques identiques que entérobacteries mais oxydase +

Bactérie omniprésente dans Fenvironnement et souvent retrouvée dans les réseaux de distribution
d’eau potable.

Maladies : gastro-entérites, colites, septicémies, méningites






Pseudomonas aeruginosa
Germes habituels des sols, des eaux, des intestins des animaux et de I'homme.
Maladies : - Infections cutanées : otites, conjonctivites..

- Infections digestives : entérites aigués

Staphylococcus aureus
Hotes de I'épiderme des mammiféres, des mugqueuses et du tube digestif.

lls colonisent I'environnement : air, eau, sol
Maladies : Otites, conjonctivites des baigneurs
Infections digestives : diarrhées

Contréle bactériologique des eaux

Indicateur idéal de bactérie
1. Spécifique d’une contamination
Coexistence avec les germes pathogénes
Inoffensif
Plus résistant aux agents désinfectants que les germes pathogénes
Taxonomie : il doit &tre parfaitement reconnu et classé
Techniquement : facile a détecter rapidement et & moindre col(it
Distribution au hasard de I'échantillon et croissance non inhibée par d’autres germes.

Nowuswn

Détection bactériologique : FMAR
FMAR : flore mésophile aérobie revivifiable

2 catégories sur le plan de I'hygiéne :
- germes saprophytes plutdt spécifiques de I'eau qui se développent vers 20°C
- germes provenant de I'homme et des animaux qui se développent vers 37°C

Détection fécale : présence de certaines bactéries

- Les entérocoques permettent la détection de contaminations fécales anciennes et leur

résistance aux agents désinfectants pourrait étre comparable a celle des virus.
Par exemple : Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium

- E. Coli témoigne d'une contamination fécale récente donc de la possible présence
d'organismes pathogénes.
Attention : l'absence d'E. coli ne signifie évidemment pas que |'eau est hygiénique.

(cf Tarzan : Es-tu siire que cette eau est hien hygiénique ?)

Examen des eaux traitées en station
Pour estimer la qualité du traitement, on étudie principalement :
- les coliformes en général (> coliformes fécaux > e.coli )
- des bactéries anaérobies sulfito-réductrices : feur présence indique une déficience de la
filtration au cours du traitement de F'eau. Exemple : Clostridium perfringens






Qualité de I'eau de distribution

» Eschetich

Limites de qualiié

+ Entérocoques »

ia coli o D7100m1

3/ 100m!

Eaux conditionnées

1) Eau d’entrée

Références de guatité

* germes aérobies revivifiables 3

B UFECHiml 8 22°0

Paramétres microbiologiques

Hiveaux exigés ou
Tecon -

ndes |

22°C ef 38°C 10 UFGCiml 4 36°C
» collforrnes » 0/100ml
& Bactdries sulffo-rédickices « 0¢108mi

indicateurs

* germes agrebiss revivifiables &

s Pseinlomonas aeruginosa

Hiveau cibie
Pas de variation dang

2) Bawt aux points ATC R ITC un rapport de 10 par
d'usage rapgart 4 12 valeur
halbzitcieile de 'zau
d'eafrée
e colifsrmes « = 1UFC 7 10t

o < YUFS 7 100wt J

Eau chaude

Paramétres microbiologiques

Hiveaux exigés oy

Limites de qualité

® Escliedichia ool

» Enférocoques

+ Bactéries sy fitorréduciricas

+ Gormes sérobies roviviflables & 22°C%
= (Garmes aérobiss revivifiabes 3 36°C7
e Preudomonas aeruginosa ™

*1es analyses doivent &tre commencées
dans les 12 heures suivant '@
conditicnnament

* les anaiyses doivent &tre commencies
2u moins 3 jours aprés le
condrionnament.

G260 m
* (/25D m)
« 050 m!
* 100/ ml
# 20/ ml
® 01260 mi

Eau de piscine et de rééducation

recemmandés

Indicateur
Legionelfa preumophila

Paramétres microblologiques

Niveaux exigés ou

Hiveau d'action :
10 CQ0 UFC /]

cofifermes fotaux 4 38°C
Pseudomonas aenipiness

.
*
Staphylococcus aureus *

recommantdés
Niveau cible :
<1000 UFC s}
Niveau cible :
Niveau d'alerte : - T e .+ <100UFC/ml
1002 UFC /1 * ioTe aerchie Mevivinabie a =1 UFC/ 100 ml

21 UFC /100 mi
= 1UFC/ 100 mi

Eaux codifiées a usage pharmaceutique

Eau purifiée

+ fore séropie revivifiable
s sndotoxines

Eau hautement purifiée

+ flore adrobie revivifiable

Méthodes d’analyse

Micro-organismes recherchés

Niveau exigé :
o 00 URC ml
o <028 Ui ml

Niveau exigé :
£ IO UFC, 100 m!

Méthode utilisée

Kicro-organismes revivifiables

incorporation en géloss

Coilformes et coliformes

Filtration sur memibrane

thermotolérants

Streptocoques fécaux

Filtration sur membrane

Spores de bactéries anaérobies
sulfito-réductrices

Incorporation en gélose en
tubes profonds

Clostridium suifito-réductetrs

Filtration sur membrane

Saimenelte Filtration sur membeane
{045 uym de porosité}
Legionela Fiitration sur membrane

{0,22p m de porosité}

P.seudomonas aeruginosal2)

Filtration sur membrahe

Staphyiocoques & coagufase +

Fittration sur membrane

{045 ym de porosité}







Virus pathogénes

Abondance et Dynamique

10* virus/mL & 10® virus/mL

10virus/mL)

107 3 10™ virus/g sec de sédiment

Dans océan =4 x 10 virus
=200 x 10° tonnes de carbone
= 75 x 10° baleines

{moyenne

Principaux virus transmis par 'eau
Principaux bactériophages

= Virus de bactéries et de phytoplancton
-> Bactériophages (Phages) sont dominants

De Fordre des Caudoviridea (Siphoviridae, Myoviridae et Poloviridae)

Avec ADN double brin

Actions des virus dans l'eau

Agent de la mortalité microbienne - Responsable de 10% 3 50 % de |a mortalité bactérienne
Implication dans les cycles biogéochimiques - Conséquences de la lyse virale
Réle dans la dynamique de [a biodiversité microbienne - Transfert génétique

Etapes de I'infection virale

Le virus est un parasite intracellulaire obligatoire.
Le processus de l'infection :

1. Attachement

2. introduction du génome dans la cellule

3. re-programmation de la cellule

Note : Lytique # Tempéré
Cycle lytique = Cycle lysogénique

Utilisation des virus
Les phages sont utilisés :
- en recherche génétique moléculaire

4. auto-assemblage
5. sortie de la cellule

- en lutte contre ou en détection des bactéries infectieuses (phages = « antiobiotiques intelligents »)
- en lutte contre ou en détection des bactéries pathogénes

- en phagothérapie appliquée aux organismes aquatiques (lutter contre les parasites bactériens de
certains poissons, crevette, coraux : Aeromonas ou Yersinie...)

Les pathogénes

Famille Getve Virus
Eaaee——————— e
Freornavirdae Hepatovirus Hépatits A
Hepatite £
Caticiviridae Enterovirus Entérovirus
Caticiviridas Nerovirus Morwaik virus
Sapovirus
Astroviridag Mamastrovirus Astrovirus
Reuvirigas Botavirus Redaviius
Reovires
Aderovividase ifastadenovirus Adarsvirue

Virus des hépatites et des gastro-entérites.

Ces virus sont :

- entériques, a transmission féco-orale

- sans enveloppe (nus)

- résistants

- excrétés en grande quantité (3 j 3 3 sem)
dans les selles (10° 4 10" particules/g)

Note : Des eaux ou aliments bactériologiquement sains d’aprés les normes de contréle en vigueur,

n‘excluent pas la présence de virus infectieux !






Indicateur idéal de virus
1. Coexistence

Rapport

Résistance

Inoffensif

Facile a détecter

Moins couteux

SUIFSENEN

Les indicateurs utilisés sont :
Les Entérovirus : indicateur de la présence de virus entériques
- Le génome des virus entériques : présence de génome viral pourrait étre considérée comme
un témoin de contamination virale
- Les bactériophages (ceux @ ARN F-spécifiques pourraient constituer de bons indicateurs de
contamination fécale animale et humaine. Mais...)
Les indicateurs bactériens : E.coli

Méthodes de détection
1. On purifie et concentre : Elution, digestion, brooyage, clarification, concentration..
2. Onrecherche par : microscopie, détection des antigénes (ELISA) ou du génome.

Autres microorganismes transmis par I'eau (parasites)
Exemples : Cryptosporidium, Giardia, Entamoeba.
lls peuvent &tre sous deux formes :

Forme de résistance Forme végétative chez I'Homme

Le kyste ou l'oocyste Contamine l'intestin

Résistance et survie véhicuiés par I'eau Formation secondaire (foie, poumons,
cerveau)

Cryptosporidium

Chez les cryptosporidium, il y a 10 espéces caractérisées. Une seule est pathogéne pour un humain
immunocompétent : parvum, responsable de la cryptosporidiose.
Cryptosporidium parvum a deux génotypes : 'oocyste (résistant) et le sporozoite (héte).

Giardia

Parasite cosmopolite, fréquent & cause de diarrhées non-bactériennes.
Deux formes de vie : kyste (résistant) et trophozoite (végétatif).

Genre divisé en 6 espéces :

intestinalis = mammiféres psittaci = oiseaux
duodenalis = hommes ardeae = hérons
microti = rats musqués, campagnols muris = rongeurs

agilis = amphibiens

Entamoeba histolytica et Entamoeba dispar
Amibes a l'origine identiques, pathogénes parasites spécifiquement de 'espéce humaine, de forme
kyste ou trophozoite.
Son pouvoir pathogéne varie selon :
les régions (pathogéne en zone tropicale) - I'état immunitaire
le degré de résistance de I'homme - la fréquence des souches a zymodéme
parasité pathogéne






12 cryptosporidium

{Fayer et al., 2000 cité dans Xiao ot al., 2002)

Hotes

Espéces

Mammiféres FParvum
Hamster Whari
Chats Felis
Chien Camis
Rongeurs ef ruminants Muns
" Bovins Andersont
Oseaux Meleagriois
Reptiles Badeyr
Repties Serpents
Poissons Saurophilum
Paissans Nasorum
Paissens Molnarr
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Fiche microbiologie organisme
(\@aﬁ"'& : Mcluswe*nmt anaerob:e

o flore dominante @ ftore sous dommante
(N>109 UFC/g) (10°>N>10% UFC/g) : feancortes —_
. Bacteroides, ‘v Lactobacilus, Acidose e, PRt |
- Bifidobacterium 1o Enterobacteriaceae PH <50 5. 0evis) \
Eubacterium - (surtout E,cofi) taciobactet  aevl
a2 b,
. Paptosfreptococcus, = Streptococeys , Pepulation becterisnne | N
- Ruminoceccus, .3 Enterococcus, \ ff
> Clostridium, lw Fusobacterium, o
o Propionibacterium, i Methanobrevibacter \\\ et e | /
5
o1 flore résiduelle (N<10 UFC!g) oot sty . 2
t1 flore fecaie rhdtanT s A . Nocek, jds 53:1003

Ci-dessus, les risque d’acidose en schéma |

Bactéries - Digestion des glucides

1. Bactéries fibrolytiques
1.1 Bactéries cellufolytiques

Fibrobactar suecinogenes D!g estlon des glucides

{Bacteriotfes succinogenes) Bacnles - ~
Butyrivibria fibrisobrens J Formation de gaz 002 et méthane (CH,)
Rynunococeus favefaciens Cogues
Ruminneoecus albus g * Production totale pouvant atteindre 600 L1J
1.2 Bactéries hémicellulolytiques
o 3 = CO, vient majoritairernent de ia décarboxyiation de
Butyrivibirio furisolvens I'acide pyruvigue en acétate
Ruminococei * CH,:
1.3 Bactéries pectinolytiques 4H2 + CQ2 = CH4 + 2H20
Bulyrivibrio fibriselvens, Methanobacterium formicum,
Methanobacter ruminantium
Lachnespira sudiinerys,
Ecosystéeme caecal
» Bactéries anaérobies strictes :Bacteroides
~ Bactéries sous dominant ;
* Bifidobacterium, ‘ .
- ) « Clostridium, Absérece diy
2. Les bactéries amylolytiques » Lactobacillus, prolozoae
Les espéces cellulolytiques : = Sirepfococcus 8 1
F succinogenes,  Enterobacter Pre”,eft" des
B. fibrisolvens i . i Pactéries
» Bactéries fibrolytique ; pathogéres
Les espéces non cellulolytiques : = Fibrobacter succinogenes,
Sireptococcus bovis, * Ruminococcds aibus
gummobaczer amylophitus, = Ruminococeus flavefasciens,
revotelia ruminicola, . . T
Succinimanes amylofytica = Fial Vefasc:efns in fe's’fmafls
elencmonas rurminantium = 40% reste non identifié

Prevotella ruminicola digére les protéines.
Anaerovibrio lipolytica et Butyrivibrio fibrisolvens digérent les lipides.
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MODULE _MICRQO ORGANISMES

ANALYSE BACTERIOLOGIQUE DE L’EAU
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Liste des bactéries a rechercher :

1. Dénombrement mes micro-organismes revivifiables (FMAR) par méthode
d’incorporation en gélose

2. Dénombrement des germes de contamination fécale : Coliformes par méthode
NPP
3. Dénombrement des germes de contamination fécale : Coliformes par méthode de

filtration sur membrane

4. Dénombrement Escherichia coli par microplaque

5. Recherche des bactériophages
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1. DENOMBREMENT MES MICRO-ORGANISMES REVIVIFIABLES
(FMAR) PAR METHODE D’INCORPORATION EN GELOSE (ISO
6222 MAI 1999)

PRINCIPE :

Miero-organismes Revivifiables : toute bactérie aérobie, levure ou moisissure capable de
former des colonies apres dilution dans la masse dans une gélose a I’extrait de levure incubée
dans les conditions suivantes :

4 36°C en 24 heures (favorise plutét les germes d'origine humaine ou animale)
a 22°C en 68 heures (favorise plutdt les flores saprophytes)

Remarques : Cependant, certains germes saprophytes comme Bacillus, certains Pseudomonas
et Microcoques peuvent aussi se développer 4 36°C.

MILIEU : Gélose a ’extrait de levure :
- Tryptone : 6g

- Extrait de levure : 3g
Agaragar:10a 15g
- Eau 1000 ml, pH = 7,2 aprés autoclavage 4 121°C 15 mn

J1: ENSEMENCEMENTS FMAR 22°C ET 36°C

1. Préparer les boites : Couler environ 15 ml de milieu en surfusion a 45+/-1°C sur les
boites de Pétri et laisser sécher sous la hotte ou a coté de flamme,

2. Dilution 10-1 4 10-3 en tryptone -sel stérile (TS) :
- 10" 1 ml d’eau 3 analyser dans 9 ml de dituant TS
- 10?1 ml d’eau 107 dans 9 ml de diluant
- 10" 1 ml d’eau 102 dans 9 m! de diluant

changez de pipette stérile pour chaque dilution

3. Ensemencement :
- Ensemencer 1 mi de chaque dilution 10 & 107 dans 6 boites de Pétri,
- Homogénéiser par rotation a plat puis solidifier la gélose a T ambiante

Incuber les boites retournées
- 2 boites de chaque dilution & étuve i 22°C +/-2°C pendant 68h+/-45.
2 boites de chaque dilution & 36°C +/-2°C pendant 44h +/-4h

J3 COMPTAGES FMAR 36°C et 22°C

- Compter les colonies dans chaque boite. , rejeter les boites & colonies confluentes ou >
300 colonies si la dilution suivante donne R<300

- Exprimer le résuitat en unités formant colonies : UFC / ml
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2. DENOMBREMENT DES GERMES DE CONTAMINATION FECALE
COLIFORMES PAR METHODE NPP (NF T 90-413 OCTOBRE 1985)

PRINCIPE :

- les coliformes sont des Entérobactéries : bacilles asporulés gram -
oxydase-, aérobies-anaérobies facultatifs, se développant sur milien bilié ou
contenant des agents tensio actifs comme le lauryl sulfate, capables de fermenter le
lactose avec production de gaz a 37°C+/-1°C en 48 heures.

- les coliformes_ thermotolérants ont les mémes propriétés mais a 44°C +/-0,5°C en
48 heures (appelés aussi coliformes fécaux).
E. coli présumés sont des coliformes thermotolérants produisant de 'indole a 44°C
+/-0,5°C a partir du tryptophane (test de Mackenzie).
E. coli est un E Coli présumé (Indole +), mais également Rouge de Méthyle+
acétoine ou VP - citrate - (test IMVEC) actuellement, on lui préfére une
galerie API avec utilisation d'une banque de données qui conduit a une
identification avec le maximum de probabilités.

MILIEUX :
- Bouillon lactesé au bromocrésol pourpre (BLBCP) avece cloche de Durham

o 3 tubes de 20x200mm contenant 10 ml de milieu double concentration

o 12 tubes de 16x160mm contenent 10mi de milieu simple concentration

o (Ou Bouillon au lauryl sulfate de sodium avec cloche , simple et double
concentration)

- Milieux confirmatifs

o X tubes de 10 ml de Bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB) avec
cloche immergée

o (Ou milieu de Schubert au tryptophane avec cloche)

TECHNIQUE :

Ji : Ensemencement des coliformes totaux sur milieu liquide
Enlever le gaz éventuel contenu dans chaque cloche puis ensemencer :
10 ml d'eau dans les 3 tubes de diamétre 20 mm de bouillon double concentration.
- 1 ml d'eau dans 3 tubes simple concentration.
- 1 ml de chaque dilution (107 a 107 ) dans 3 tubes simple concentration)
Agiter et incuber a 30°C.+/~1°C pendant 24 ou 48h

J2 : Lecture des Coliformes totaux sur BLBCP (réalisée par la technicienne)

- Les tubes troubles ayant viré ou non au jaune et renfermant du gaz dans la cloche (au
moins 1/10) renferment au moins un coliforme présume (il peut y avoir des réactions
faussement positives & cause de Clostridium).

- {(Le bouillon Lauryl sulfate tryptose est plus sélectif car 'agent tensio actif inhibe les
sporulés gazogenes.)

J2 : Confirmation des Coliformes totaux (réalisée par la technicienne)
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Repiquer avec une anse ou une pipette Pasteur chaque tube de bouillon BLBCP positif
sur 1 tube de BLBVRB (bouillon lactosé bili¢ au vert brillant) avec cloche
Incuber a 37°C+/-1°C pendant 24h

J2 : Confirmation des Coliformes thermotolérants et d’ E. coli présumé
- Repiquer les tubes de bouillon de BLBCP positif sur 2 milieux :
- 1 tube de BLBVB avec cloche,
1 tube de bouillon au tryptophane
Incuber 4 44°C+/-0,5°C pendant 24 ¢ 48h.

J3 : lecture des coliformes totaux
Un tube de BLBVB positif renferme des coliformes totaux s’il y a un trouble et du
gaz dans la cloche
- Compter le nombre de tubes positifs pour chaque dilution et rechercher le NPP ou
nombre le plus probable de germes dans la table de Mac Grady
(voir ANNEXE 1)
Ce nombre correspond au NPP dans 100 ml de la plus grande dilution dilution

|

N= NPP/Td ou Td est le taux de dilution B

Ex: 3 tubes + a 107
2 tubes+ 4 10
1 tube + 2 107
n =321 ,NPP=15,N=15/10" soit 1,5 10" coliformes dans 100 m] d’eau

J3 : lecture des coliformes thermotolérants et d’ E. coli présumés
Un tube de BLBVB positif a 44°C renferme des coliformes thermotolérants s’il y a un
trouble et du gaz dans la cloche :rechercher le NPPdans la table ANNEXEI]

E. coli est un coliforme thermotolérant qui produit de I'indole sur bouillon au tryptophane :
coloration rouge avee le réactif de Kovacks
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3. DENOMBREMENT DES GERMES DE CONTAMINATION
FECALE COLIFORMES PAR FILTRATION SUR
MEMBRANE (NF EN ISO 9308-1 SEPTEMBRE 2000)

MILIEUX : gélose lactosée au TTC et tergitol 7
TTC (chlorure de Triphényl tétrazolium)
Tergitol 7 (heptadécylsulfate de sodium)

TECHNIQUE :

J1 Ensemencement des coliformes totaux ou thermotolérants sur milieu solide : voir

ANNEXE 2

Filtrer 100 ml d'eau & analyser sur une membrane stérile de 0,451 et éventuellement
100 ml de dilution 10 et 100 ml de dilution 102, (I dilution par poste)

Avec une pince flambée appliquer la membrane a la surface du milieu gélosé sans
emprisonner de bulle d’air; incuber a 36°C +/-2°C ou a 44°C +/- 0,5°C pendant
24 heures pour sélectionner les coliformes totaux ou les coliformes thermotolérants.

J2 lecture coliformes thermotolérants sur gélose au TTC et au Tergitol 7

Le tergitol 7 est un agent tensio-actif inhibiteur de la flore secondaire.
Indésirable des gram + et limite I'envahissement des Proteus

Les coliformes donnent des colonies jaunes ou orangées entourées d'un halo jaune :
il y a acidification par fermentation du lactose et virage du bleu de bromothymol a
travers la membrane. Les autres bacilles gram - donnent des colonies rouge foncé
(réduction du TTC) ou non, mais entourées d'un halo bleu.

Retentr les membranes dont le nombre de colonies est inférieur a 100, et
compter les colonies jaunes ou oranges entourées d'un halo jaune lac +
E. Coli et Entérobacter -» colonie jaune avec halo jaune

Autres coliformes =2 colonie orange avec halo jaune

Non coliforme - halo bleu, colonie rouge si réduction du TTC.

Confirmation par repiquage de 5 a 10 colonies.typiques sur milieu TSA (incuber a
36°C +/-2°C 21h+/-2h )et sur bouillon au tryptophane , incuber a 44°C+/-0,5°C
21h+/-3h (démonstration)

J3 confirmation des coliformes et de E.coli

Faire le test oxydase sur milieu TSA : si oxydase — confirmation de coliforme
Ramener 4 100 ml d’eau en tenant compte du facteur de dilution

Rechercher I’indole avec le réactif de Kovacks sur bouillon au tryptophane : si indole
+ confirmation de E. cohi

Ramener a 100 ml d’eau en tenant compte du facteur de dilution
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4. DENOMBRMENT D’ECOLI PAR TECHNIQUE SUR
MICROPLAQUES (ISO 9308-3 ET 7899-1 1999)

PRINCIPE :

La microplaque comporte 96 cupules ou puits contenant un milieu déshydraté
permettant la mise en évidence d’une enzyme spécifique d’E.coli : 1a béta-
glucuronidase , le substrat présent dans le milieu étant le 4 méthyl umbelliferyl-béta-
D-glucuronide (MUG)

Le produit d’hydrolyse est le 4 méthyl umbelliferone fluorescent sous UV

Aprés incubation et dénombrement des puits fluorescents , une table statistique fournit

le NPP : nombre le plus probable de germes présents dans 100 ml d’eau

TECHNIQUE :

J1 : Préparation des dilutions et ensemencement des microplagues

- 4 Dilutions : ( eaux douces superficieltes) : plage =404 3,2 10° bactéries/100 ml

Dilution ¥ : 18 ml d’eau 4 analyser dans 18ml de diluant stérile
Dilution 1/20 : 2 ml de dilution ' dans 18 ml de diluant stérile
Dilution 1/200 : 2ml de dilution 1/20 dans 18 ml de diluant stérile
Dilution 1/2000 : 2 ml de dilution 1/200 dans 18ml de diluant stérile

Ensemencement :

Ensemencer 200 ul de chaque dilution dans 24 puits
Recouvrir la plaque d’un film adhésif stérile & usage unique
Incubation : 44°C 36h a 72h

J3 : lecture :

Placer chaque microplaque couverte de son film dans la chambre UV 4 366nm

Et Compter le nombre de puits positifs (fluorescence bleue) pour chaque dilution

Déterminer le nombre caractéristique de 3 chiffres NC

(le dernier devant étre 0 si possible)

Déterminer dans les tables statistiques [e nombre le plus probable de bactéries NPP
correspondant a chaque NC

Exprimer le résultat pour 100 ml d’eau

N=NPP/Td ou Td estle taux de dilution
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Sl DETECTION ET DENOMBREMENT DES
BACTERIOPHAGES ARN F SPECIFIQUES. ISO 10705-1:1995

PRINCIPE :

La méthode double couche est une technique quantitative qui permet de connaitre la
concentration en phage dans un échantillon. Aprés incubations, des zones claires sont
observables sur les boites. Ces zones sont appelées plages de lyse (cf photo 1). On consideére
qu'une plage correspond a une bactérie lysée par un phage. Ainsi en connaissant le nombre de
plages, le volume inoculé ainsi que la dilution, 1 est facile de connaitre le nombre de phages
dans I'échantillon. Le résultat est exprimé en UFP/mL (unités formant plage).

oy

e
MILIEUX :
milieu TYGB (Tryptone-extract Glucose Broth) pour culture de la bactérie hote
E.coli.
- milieu TYGA (Tryptone-extract Glucose Agar) (1,5 g/I. d’agar): 3 boites de
Petrie

- milieu ssTYGA (semi-solide Tryptone-extract Glucose Agar) : bain marie

TECHNIQUE :

Jl:
- Préparation des dilutions: 10° 4 107
- Pour chaque dilution :
Mettre 2,5 ml. de milieu ssTYGA dans un tube d’hémolyse (le milieu est dans bain

marie, remettre immédiatement le milieu dans le bain marie)
Dans ce tube, ajouter :
+ 100 pL de culture de bactéries E.coli
+ 100 pL d’échantillon (1 dilution de I’eaun : 10° ; 107" et 10%)
Vortex rapidement
Verser sur la boite de Pétrie de TYGA (milieu 1,5% d’agar)
Incuber a 37°C pendant 18h (une nuit)

J3 : lecture :
— Une plage de lyse = un phage

—  Exprimer le résultat pour 100 ml d’eau
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Pour Uinterprétation de Uensemble des résultats
se référer aux tableaux de I’ ANNEXE 5
ANNEXE 1
Tables de Mac¢ Grady pour 3 tubes

NC NPP NC NPP
000 <0,3 222 3,5
001 0,3 223 4

010 0,3 230 3

011 0,6 231 3,5
020 0,6 232 4

100 0,4 300 . 2,5
101 0,7 301 4

102 1,1 302 6,5
110 0,7 310 4,5
111 1,1 311 7,5
120 1,1 312 11,5
121 1,5 313 16

130 1,6 320 9,5
200 0,9 321 15

201 1,4 322 20
202 2 323 30

210 1,5 330 25

211 2 331 45

212 3 332 110
220 2 333 140
221 3

Le nombre le plus probable de germes (NPP) est une estimation statistique de la
densité de micro-organismes supposé répondre i une distribution de Poisson dans
les volumes ensemencés.
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ANNEXE 2

TECHNIQUE DE FILTRATION SUR MEMBRANES POUR
L'ANALYSE DE L'EAU

1 - PRINCIPE

Certaines bactéries ¢tant a une concentration trés faible dans U'eau, on peut par
filtration d'un volume important d'eau, arréter sur le filtre toutes les bactéries
présentes dans ce volume. Les pores du filtre doivent étre de dimensions inférieures
a celles des bactéries (0,22 a 0,45 um).

Une fois les bactéries recueillies, toute analyse peut étre réalisée en déposant le filtre
sur un milieu sélectif ou non.

Remarque : Cette technigue ne permet pas d'obtenir un filtrat totalement stérile car
les virus passent a travers les pores de la membrane.

2 - TECHNIQUE

VBOR " —_—

e . T
L'appareil est un systéme de filtration sous pression réduite (trompe a eau). I!
contient un support filtre qui regoit, sur une partie en inox fritté a larges pores, la

membrane de filtration.
Le godet permet de recevoir I'eau a analyser. Les deux parties s'assemblent par une

pince.
L'ensemble est stérilisable. (parties métalliques : four - caoutchouc : autoclave).
Les membranes utilisées (en ester de cellulose) sont quadrillées et les pores ont un

diametre de 0,45 pm en général.

L'ensemble de l'appareillage doit étre placé en zone de travail stérile prés d'une
flamme pour pouvoir stériliser le matériel.

2.2 -Préparation
- Flamber la base et le support filtre. Quand le support filtre est refroid:, poser

stérilement la membrane stérile.
Flamber le godet. Une fois refroidi, le poser sur la base sans I¢ser la

membrane.

10
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2.3-Filtration:

- Verser doucement le liquide (volume choisi) jusqu'a la graduation adéquate.

- Faire le vide.
- Rincer avec le tampon ou l'eau stérile 'ensemble de I'appareil et les bords

internes du godet.
- Sécher la membrane en faisant le vide plusieurs fois.

- Débrancher le tuyau & vide

2.4 - Mise en calture

- Lever et flamber le godet.

- Retirer la membrane avec une pince flambée. La poser sur le milieu choisi,
sans faire de bulles et sans la retourner. Le milieu doit avoir une épaisseur
minimale de 5 mm et étre sec.

- Incuber a la température choisie.

3 -ANALYSES REALISEES SUR L'EAU

s Colimétrie

s Streptocoques fécaux

o Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sur l'eau de piscine
uniquement.

e Salmonella pour les eaux de surface uniquement. On réalise une filtration de
100 a4 500 ml de l'eau 4 analyser. Aprés la fitration, la membrane est ensuite
reportée dans un bouillon au sélénite pour le préenrichissement. La recherche
se poursuit par la méme technique qu'en bactériologie alimentaire.

11
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CRITERES MICRO_BELOGIQUES DES EAUX

ANNEXE 5

(décret du 3 janvier 1989 modifie par le décret du 5 avril 1995)

Les valeurs sont exprimées en nombre de germes par ml ou 100 ml

EAUX DE BAIGNADE
Eau de Baignades Cressionniére Eau de
piscine aménagées Thalasso-thérapie mer
(1)
FAM 102 /ml

37°C 24h
Coliformes 10/100 m1 |10 * /100 ml 2.10° /100 m]
Coliformes 0/100 ml | 2.10° /100 ml 10/100 ml 10%a5.10%
Fécaux 100 ml
Streptocoques fécaux 10/100 ml 100/100 ml

EAUX POTABLES A LA DISTRIBUTION

EAUX DESTINEES A LA CONSOMMATION HUMAINE
Eau potable en France
normes microbiologiques variables d’un pays a Pautre.

Absence dans 5 L
Salmonella
Staphylecoques Absence dans 100 mL
| Bactériophages fécaux Absence dans 50 mL
| Entérovirus Absence dans 10 L
Coliformes Absence dans 100 mL pour 95% des

échantillons

Coliformes thermotolérants

Absence dans 100 mL

Streptocoques fécaux

Absence dans 100 mL

Germes anaérobies sulfito-réducteurs

Absence dans 100 mL

12
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EAUX CONDITIONNEES

Absence dans 5 LL

SALMONELLA

Staphylocoques Absence dans 100 mL
Bactériophages fécaux Absence dans 50 mL
Entérovirus Absence dans 10 L

Coliformes thermofolérants

Absence dans 100 mL

Streptocoques fécaux

Absence dans 100 mL

Germes anaérobies sulfito-réducteurs

Absence dans 100 mL

Coliformes

Absence dans 100 mL pour 95% des
échantillons

Flore aérobie mésophile revivifiable 2 37° | 20/mL (apres 24 heures)
C _
Flore aérobie mésophile revivifiable 2 22° | 100/mL (aprés 72 heures)

C

Pseudomonas acruginosa

Absence dans 100mL

EAUX DESTINEES A LA PRODUCTION D’EAU

EAUX BRUTES
Utilisées pour la production d’eau destinée a la consommation humaine
2. 10°
Coliformes « fécaux »
Streptocoques « fécaux » 100

EAUX BRUTES SUPERFICIELLES

Al A2 A3
50 5.10° 5.10*
Coliformes a 37°C dans 100
mL
Coliformes thermotolérants 20 2.10° 2.10*
ans 100 ml.

13
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Streptocoques « fécaux » dans 20 10° 10*
160 mL

Salmonella dans S L. (A1) ou 1 Absence Absence

L (A2)

FAM a22°C 100/mL (aprés 72 heures)

FAM a 37°C 20/mL (aprés 24 heures)

EAUX MINERALES NATURELLES A ’EMERGENCE

(décret du 6 juin 1989)

Absence
Micro-organismes pathogeénes et toxines
Escherichia cohi | Absence dans 250 mL
Cohformes 37°C Absence dans 250 mL

Coliformes 44,5° C

Absence dans 250 mL

Streptocoques « fécaux »

Absence dans 250 mL

Pseudomonas aeruginosa

Absence dans 250 mL

(Germes anaérobies sulfito-réducteurs

Absence dans 50 ml

EAUX INDUSTRIELLES
Eaux utilisées dans I’industrie lorsque ’eau est directement utilisée au contact de

I’aliment :

0 a 100 bactéries/mL

Eau trés pure

100 a 1 000 bactéries/mL

Eau pure

1 000 a 10 000 bactéries/mL

Eau médiocre

FLORE 10 000 a 100 000 bactéries/mL Eau impure

TOTALE Plus de 100 000 bactéries/ml.

Fau trés impure

14
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FICHE DE RESULTATS DE L’ANALYSE DE L’EAU

I.1. FLORE AEROBIE MESOPHILE 22°C

Gélose glucosée a 107 107 107" Moyenne
Iextrait de levure
Boite 1 17 © o y 7
Boite 2 |
2 y4 70 6 g 700 w i
Moyenne de 2 boites AR0 5 7 556 ! P{i,;’(,;.
Résultat par ml (faava g
\ cas
4905 fml geéf/mi o
1.2. FLORE AEROBIE MESOPHILE 36°C
Gélose glucosée A 10" 1070 107" Moyenne
Pextrait de fevure
Ruoite 1
e A% A
Boite 2 \
— A% 21 . A0A5S et
Mo e 2 boites z ) i
. A4, Lo S
Résultat par ml gas reen
A% {213 e 0/ a9




II. COLIFORMES TOTAUX PAR NNP

Milieu BLBCP
Nbrede tubes + -
virage, trouble +
gaz
Confirmation
sur BLBVB
trouble + gaz 2
37°C
Confirmation
sur BLBVEB
trouble + gaz a
44°C
Tryptophane a
44°C + indole

Coliformes
totaux par 100
m] :

=NPPde BLBVB337°C/Td = 2 X

Coliformes
thermotolérants
par 100 ml :
E.coli présumeé
par 100 ml :

=NPP de BLBVB i 44°C/Td

Milieu au TTC et tergitol 7
Filtration sur membrane
Colonies jannes -orangées avec halo jaune

Repiquage sur gélose TSA et test oxydase

Repiquage sur bonillon Tryptophane et test indole

24 puits 12000

MICROPLAQUE |24 puits 1/2 24 puits 1729 24 puits 1/200
Substrat MUG

Nb. de puits + Ly o

fluorescence bleue a



V. BACTERIOPHAGES

Dilution 10° 107! 1072 Moyenne
bactériophages/50mL

Nembre de plage

Bactériophages/50 mL

CONCLUSION :




