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IWMRODUCLION

La MICROBIGSTLULOGIE est une branche jeune
de la Biologie. Tlle s'adresse & des disciplines fort différentes :
Bactériologie, lMycologie, Protistologie ... ol se classent les or-
ganismes qu'elle décéle, De plus elle s'appuie sur des données géo-
logiques, minéralogiques, chimiques... La Zoologie, par contre,
lui fait appel quand il s'agit, par exemple, de connafire les moda-

lités de nutrition des animaux cavernicoles.

I1 revient & Honsieur Caumartin d'en avoir
souligné et étudié divers problémes, tant théoriques que pratiques,
et d'y avoir tracé des voies de recherche.

Nous nous sommes attachés & une étude succincte
de 1'écologie des microorganismes dans les sédiments des cavernes.
Nous ne saurions trop insister sur le fait que cette étude n'est
que 1'ébauche d'un traveil qui pourrait &tre largement amplifié

et étendu. D'ol le titre d'essais quil revient & ce mémoire.

L'hypothese de travail repose sur la dualité
de la microflore des sédiments argileux des cavernes, dualité mise
en relief par Monsieur Caumartin { Activité microbienne des sédiments
des cavernes, T ) :
" Dang un réseau s'établissent des zones distinctes
—~ une zone aux apports extérieurs, tributaire pour ses
peuplements de ces apports et sans originalité.

- une zone profonde nettement autochtone, fréquemment



protégée par une importante épaisseur de roches, par un plancher
stalagmitique, un placage d'argile, ne pouvant recevolr par les eaux
qui percolent lentement & travers la volite que des solutions miné-
rales et dont les peuplements défient ls photosynthese.

Intre ces deux zones s'installent des dispositifs de protec—

tion des parties profondes.”

Ainsi une microflore endogée cst contrebalancée par
une microflore exogée, apportée par les eaux, les infiltrations d'air,
les visiteurs. L'indépendance de ces flores l'une par rapport a
1l'autre, ou leur éventuelle interpénétration, leur nature et leur
composition, leurs aires d'extension & définir, la séparation des
divers groupes et leur importance relative, constituent des pro-

blémes a résoudre expérimentalement,

A ces fins, différentes grottes sont visitées en
Aridge, dans la région de Moulis. En divers endroits de la grotte,
des prélevements d'argiie le plus souvent, de limons de gour, de
dolomie en décomposition, de sables argileux plus rarement, sont

échantillonnés,

L'ensemencement de ces prélévements sur des milieux
appropriés permet de différencier diverses séries de microorganismes,

qui, cultivés et observés, se groupent de la fagon suivante :

- Bactdries autotrophes : -- Thiobactériales

- Ferrobactériales

-~ Hitrobactériales ...
- Bactéries hétérotrophes,
— Actinomycétes,
- Champignons inférieurs : - Mucorales

- Aspergillales ...
- Protistes : Flagellés,

(iliés,

Amnibes ...
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Les résultats, portant sur neuf grottes et sur
cinquante prélévements, étalés sur des tablesux synoptiques, sont
ventilés, horizontalement, selon “es milieux ensemencés, verticalement,
selon les échantillons. Ces tablesux généréux permettent 1'observation
globale des Pésultats obtenus et groupent les échantillons dans les

catégories suivantes :

]
!

Argiles d'entrée de grotie,

2- lLinons des ruisseaux,

3- Limons des gours,

4~ Prélévements en position intermédieire,

5- Argiles sous planchers stalagnitiques défoncés
6

T— Argiie & liuonite,

Dolomie en décomposition,
8- Argiles de fonds de grotte.

L'interprétation des résultats, ainsi que les
conséquences et conclusiong déduites, découlent de
1l'observation de ces tableaux que nous ne reproduiscr:

pas dans le présent travail,

L'inventaire des microorganismes est ici fait de
facon compldte et explique le grand nombre des milieux utilisés.
Cet inventaire sc traduira statistiquement par la fréguence de
certains types que nous ne déterminerons pas. Déceler, montrer
divers types d'espdces, constitue une premigére étape ; les détermi-
ner, une seconde. La premiére étape permet de connaftre les branches
sur lesguelles il reste & travailler, les points qui, ultérieurement,
seront & approfondir. La seconde étapc demanderait des mois de tra-

vail et dépasserait le cadre d'un dipidue d'Btudes Supériecures:
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METHODES DE TRAVALL

10, Prélévements des ¢échantillons.
20, Préparation des milieux.

%0, Ensemencements.,

4°, Observation.

50, Microphotographies.



I6, FPRELEVEMENYSS DES  BCAWIILLONS .

Les échantillons sont prélevés avec le maxinum
de garanties qu'exigent les expériences conduites. Des tubes 2}
|

essais, fermés & l'aide de coton cardé, porméable & llair, imper-

piy

4 z

méable aux poussiéres et microorganismes, sont sterilisés en auto-
clave & I30°, pendant une demie-lieure, Ces derniers sont de plus
coiffés dtun bouchon de caoutchouc, passé dans le fluorure de sodium
bouillant, pailiatif de 1'cwehissement pai moisissures. Entre leuwr
stérilisation et leur utilisation, leur conscrvation se fail en
frigidaire au voisiuage de O & I°, Au moment de 1l'emploi, le tube
déhouché est flambd 2 la flamme de ia lampe A acétylene, Lfargils
étant prélevée, 1l'orifice du tube est & nouveau fleambé, puls vebou-

ché. L‘'ensemencement s'effectue dans les heures qui suivent.

20, TPREPARATION DS MILILUXK.

ia plupart des milieux liquides, utili~’n

tubes & essais, et les milievx gélosés, en boltes de Pétri,
subissent une stériiisation pendant vingt minutes. Les flacons

contenant les miricux d'étude subissent dgalement la méne siérillisa-

o

tion aprés chaque emploi. Ils sont conservés constamment en frigidarre

au voisinage de O & 19, ce gqui diminue considérablement le risgue d'un

développenent de spores de Champignons ou d'une proiifération de

germes bactériens,
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Les tubes & cssais soat ensemencés aux approches
de 1a f|1&1 d'un bec Bunsen. L'air chaud montant su dessus d'un bec
de gaz peut tre considérd comme stériiisé, L 'ensemengoir se constitue
dtun fii de ferronickel recourbé i son extrémité et fixé sur un
menchon nétallique. Il est frégquemment passé & la flamie jusqu'au
rouge. la oguentite de torre glissde dans un tube & essais équivaut
4 la grosseur d'un petit pois. Urifice du tube et bouchon de copton
cardé sont flambés avant leur réajustement. i'argile est de mfue
étaiée sur les boltes de Pétri av voisinage d'un bec de gaz. On
n'utilise pas de suspension d'argile dans 1'eau pour iiniter les cau-
ses de poilution.

Tubes & essais ot boltes de Pétri sont alors
piacéés en étuve a 28° pendant unc période de dix ou quinze ou

trente jours, selon les milieux considérés,

4°, OBSERVATIONS .

Tes miiticux munérotés des tubes et boftes sont
observés en préperations au cicroscope. ia notation des obssrvations
se fait sous formes de symboires ot d'ebreviations qui, par la suite,
seront portcs sur ices tableaux récapitulatifs. Les nmicroorganismes
ne sont pas déteriinds en tant qu'especes, mais inventorids et
symbolisés en vuc do résultats statistiques. La de stermination des
especes rencontrées se fera plus taerd, notre but étant de diftfeéreuncier
divers groupes des Stres vivants dans ius sédiments des caverics,

ou qui y demeurcnt enkystés ou en vie latente ou végdtative.
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50, MICROPHOTOGRAPHIES

J°, Cas des bactiries :

Pour &tre vhotographides, les bactéries sont
colorécs & 1'érythrosine phéniquée. Unc goutte du milieu étalée
sur une lame passe a la flamce jusqu'ad l'obtention d'un résidu sec.
Tmbibée dlalcool, puis flambée, cette plaque est imprégnée d'érythro-
sine phéniquée, rincée, lavée ot séchée.

Dans le cas des Ferrobactérislcs, la coloration
ecst faite au ferrocyanure de potassium, comme il cst indiqué au

chapitre s'y rapportant.

2°, (as des Actinonycetes :

Pour &tre photographiés, les Actinomycdtes
doivent 8tre obligatoirement colorés : on utilise le blesu de
lactophénol, qui imprégne les filaments des Actinomycetes ( voir

photos hors-texte).

%0, Cas des Champignons :

Une faible portion de tissu mycélien
d'Aspergiliales ou de lucorales, trempé dans le carmin acétique,
s'en imprégne. Le microphotographie est améiiorée par le contraste
de couleur entre filamcnt et fond d'unc part, entre noyaux, menm-

brancs ct cytoplasme d'autre part.

.
°
»e
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ReppRloInl Dl MILLEGL .

I. iilieu & llextrait de bterre.
TI. Peptone & ltextrait de viande
I1T. Nilieu oxydant du soufre.

IV. [ilieu réducteur des sulfates.
V. ilieu de nitrosation.

VI. Hilieu de nitrificatior,

VIiI. Milieu dtem-onisation,

VIII.iiilieu pour dénitrificateurs,

i, Miiieu & Ferrobactériales.
X Milieu & l'amidon pour Actinomyceies
iI. Champignons : Streptomycine Rosc Bengale,

ZII. Champignons : milieu de Czapeck.

XI1I, Champigunons ; miiicu de Raulin,

XIV. iExtralt de pruneaux.

xv, Extrait de pomnes de terre,
XVI,ixtrait de lais.

AVII. Milieu au Maltea lioser.

et

N
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HILIEU A L'EXTRaIT DE WebRe

a) Préparation du milieu :

On pese M grammes de terre que l'on ajoute &
M cc dleau désionisée ; la terre macére durant vingt-quatre
heures dans cette eau de fagon que les principes minéraux en
soient extraits. Le mélange est porté & I%0° en autoclave pen-—
dant une hecure, puils, aprés dscantation, filtré a chaud. Le filtrat
est ranend & 500 cc avec de l'eau désionisée, Son Il est vérifié
et ramené & 7 avec de la potasse diluée, Anrés stérilisation a

II2° pendant 20 minutes, le milieu cst conservé en frigidaire.

b) DR8le s

Ce milieu est utilisé sous forme liquide et gélosée
( avec addition de I5 %cd’agar—agar). I1 novs sert de milieu
de références et nous permet de repérer les microorganismes qui,
existant dans ies argiles souterraines, sont capables de se
développer en sol normal. Ce milieu prouvera donc, le cas échéant,
1ltapport d'organismes & partir des couches pédoiogiques, qui
se développeront ou se¢ conserveront sélcctivement dans les

’

séliments des cavernes.

c) Additif : Remarques sur 1'eau utilisée.

Lteau la pius couramment employée dans la série
dtexpéricnces ici déerite, fut une eau désionisée sur une
colonne b résines. ie départ des anions et cations ramenait le ¢l
3 7, avec une approximation suffisante que confirmalent des
coutrdies. Une telile cav désionisée faciiite la connaissance du p-
d'une composition chimique et facilite amssi une éventuelle

modification légére & wn pH supérieur ou infériecur.



HILIEU POUR HETEROIROPHES

PEPTONE A L!EXTRAIT DE VIANDE .

—— . surae . -

a) Composition :

Peptone pour bactériologie seeeevsvessccoss. 10 8
: Extralt Licblg ..veecccienncconso: ssccssacs 10 &
Ha Cl vt veconesanonacciacanaronaciconncaa 9 &
OHZ désionisée, complément & ..ovcevenn..... L 000 cc

Le milieu est alcalinisé & pH = 7,5 avec de la

soude av I/I0° et stérilisé a II2° pendant vingt

minutes.

(e milieu cst trés classiguenment et couramment utilisé
npour mettre en évidence leg bactéries hétérotrophes. Il nous
permet d'observer si les germes hétérotrophes se conscrvent

dens une grotic ot coument, le cas échéant, iis s'y répartissent.

nes bactéries autotrophes ne trouvent pas dans ce miiieu
les conditions propices & leur développement. De plus, certaines

- . SR CL ;
d'entre elles cxigent un certein éguilibre : a5== qutclles
13
4

nc trouveront pas ici, ob seul, l'apport des chiorures est

oma
reallse,
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MILIEU OXYDANT DU SCUFRL REDUIT .

a) Composition du milieu :

HH, WO, eeceevcevcosonsccsnnosases &
473 g
Solution saline standard de
Winogradsky ..cooeevcscsssssessnl CC
Ca 00, .cucoeacsacscasossoscassnas
3 5 g

Oszésionisée, complément & I 00C cc

b) Rappel de la solution de Winogradsky.

Abréviation ¢ S.3.W, —Composition :

Ko PO, weuiiinnoniiiiiiieianee 5 g

Mg SO4 s ssenmesvcacesncsscansccoe 2,0 &
Na CL veenvnieineinninnncs aeeeee 2,5 8
76, (50, )5 wavurieiiinaiiaaioees 0,05 8
Mo S0, .iiiieiiiiiieiiiiiieens 0,05

OH2 désionisée pour complément &2 I 000 cc.

Le pH est ramené & 7,2 avec une lessive de

:

votassc au I/I0°,

c) Utilisation du milicu et r8le :

Ce milicu est stérilisé pendant vingt mimutes
3 II2° et conservé au frigidaire, Les tubes ensemencés sont
placés sous un dessicateur, dans lequcl du monosulfure de
sodium libére de l'acide sulfhydrigque H?S, Cet acide suif--
hydrique peut 8tre transforué par les bactéries oxydantes du
soufre en SOZ; pendant 1'étuvage & 28° gui dure & peu prés
un mois.

Lres résultats sont observés par réaction chimique,
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a) Composition du milicu :

4
KZH PO4 feiceesavcscsoonainans

O H

U1 g\

.
.
°

i

T -
Flg SO, cecvevsocnscoasonens :
+

Ha

°

S 1e U o
2 Y%

o} o O
Ca Ul cevvovococesoncannnnes .

2
Lactate de

-
4143

godivm & 24% ... ce

Om2 désionisée vour complément & I 000

b) Utilisation et r8le du milieu :

Le ilieu est stdriliisé z II2°

et conserveé comie a 1'0rdinaire au frigidaire.
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. UILEUX POUR MINERALISATION D&S PROTEINES .
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Trois milieux metiront en évidence la windwplis ot
des protéines :
A= Milieu ammonificateur :

Protéines ————-m NHB

B-- Milieu pour ferments nitreux :

e HOT
N = L02

C~ HMilieu pour ferments nitriques :

NOE e NOB

Une grotte est souvent souillée par des apporis
dus sux courants d'air ou aux inondationg ou & 1l'homme. Les

i3

débris organiques contiennent des Protides. Queiles sont Lleurzch

de subsister ? Resteront-ils intacts ou seront-ils utilisés par Ten
bactéries ? Remarquons que nous touchons la le seul moyen qui
permette aux sédiments souterrains de se débarasser des apsorts
extérieurs et donc de rétablir les équilibres de vie inltisvx

et les conditions de milieux endogés .
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A- WILIEU POUR AMMONISATION .

SOLUTION Di WINOGRADSKY A LA TYROSINE .

Protéines ———-3 NH

SeSWe  oeveivntacaasancesssa 950 ceC

TYToSine .se.veececresscssscss 0,0 g

v

OH2 désionisée ......v...... 950 cc,

b) Utilisation et rdle :

e milieu n'est pas passé en autoclave, mais sur
bougle Chamberland L5 ; de sorte, la tyrosine n'est pas détruite.
Ltincubation se fait pendant huit jours a 28° en étuve. Les
résultats chimiques (les réactions de caractérisation suivent)
complétent 1'observgtion des germes.

Premidre réaction de caractérisation :

. A deux cc du miiieu, on ajoute quatre gouttes
de réactif de Millon, puis dix d'acide acdtique & 50 %. Ce
miilieu subit pendant trente minutes un bain marie & 40°. Une
faible coloration apparalt en présence de protéines, en leur absence
se produit un iéger louche blanchitire.

Seconde réaction de caractérisation :

A trois cc du wilieu sont additionnés dix
gouttes d'une solution de IK & I0 %, puls dix d'eau de Javel.
Zn présence d'ammoniaque, il se produit wi précipité fugace d'io-

dure d'agote noir.



B~ NITROSATION . MILIEU POUR FERMEWTS NITREUZ.

I, =iz 0,

a) Composition du milieu :

v 0,5
(wW8),80, ... 0°e

S5.5.W. eeecavensssascenaas DO CC

OH2 désionisée pour complément & I 000 cc.

b) Utilisation et rdle :

Ce milieu n'est utilisé qu'aprés stérilisation & I12°
pendant vingt minutes. Les wilieux se conservent & faible tem
pérature au fiigidaire. Les tubes sont ensemencés et conservés
3 28° pendant quinze jours & 1'étuve.

Les germes sont coutr8lés au nicroscope, si les
résultats décelés par réaction chimigue sont positifs.

Premitre réaction a la diphénylamine :

Si une coloration bleue apparalt lorsgu'on verse

deas un cc du miliew dtudié dix gouties de H2 SO4y puis dix
gouttes de réactif & la diphénylamine, elle prouve la présence

de NOZ et de NO3 .

Seconde réaction de caractérisation :

La réaction précédente risque d'€tre négative : la
mitrosation n'a pas joué, Il est loisible de vérifier la présence
de NH5 dans le milieu initial, ou son éventuelle disnparition, en
observant s'il se forme un précipité noir fugace, ilorsqu'on verse

dans trois cc du wilieu dix gouttes de TK et dix d'esu de Javel.



C— NITRATATION . MILIEUX »OUR FERMENTS FITRIQUES.

a) Composition du milieu :

Na NO heeeeccaecoes i1g
3 &

.
Ca COB P S 1 o
S.5. W ciecncenno... H0 ce

Od, ésionisée pour I 000 ce.

b) Utilisation et x8le :

Ce milieu subit une stirilisation de virgt mirutes

3 II20, Pour 1'étudier, on élimine les nitrites a ltaice d'une

éo. La présence deo NO; est décelée por le réectif

3 -

& la diphénvlamine, aprés un séjour de quinze jours a 26° en

pincée dlur

O
pch

¢

j—
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MILIEU POUR DENITRITICA/EURS

MOy =3 NO ez N

SOV nEe e ctian e e e o e

a) Composition :

X NO3 seosesecsasseassse 2 g
GLUCOBE cccoocosanancans 10 g
Ca CO3 Cosereserssceoone 5g
SeSeHe cevocvoacsessons 50 ccC

OH2 désionisée pour .. I 000 cc

Stérilisation : 20 mm & I12°,
Incubation : IO jours & 28°.,
b) Utilisation :

Les germes sont contr8lés au microscopc. Les
résultats globaux sont notés par réactions chimigues :

~ Les ions KO, décelés par le réactif & la diphénylamine.

o
2
- Les ions NO2 décelés par le réactif de Griess :

Gricos T ¢ - Acide sulfonvliiave .ceeavornon-. EEERN)

- 1 CHy C0, B 50% weeronocoonsas.150 ce,

Griess IIz - Haphtylamine ...eeoeecesecconscos 0,5 8

— Oli, désionisSée ....vcesveesasnaacs D0 CC

2
=~ T CH, CO, ...ooavocecocsoscssasalB0 CC .
1 5 2 D
En présence de EO; , 1'adcition successive de ces deux

réactifs donne une chloration rouge. L'ammoniaque est décelée par
la formation d'un précipité noir fugace d'iodure de Hé, aprés
addition d'eau de Javel, puis d'IK .

c) Rble :

Les bactéries qui réduisent les nitrates sont des
germes ubiquistes, qui agissent de préférence en milieu anaérobie,
milieu mal aéré et humide., Ils transforment les nitrates en ammo-
niaque et azote libre. Dans les grottes, de tels milieux existent
nombreux. Une analogie peut elle &tre établie entre les sédiments

de grotce et les sols de culture?
gr
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MILISU A FORROBACTERTAEIS
Fe++ ———~—%3>—Fe+++
a) Composition du miiieu :
K2 PQ&K Cetrececcacscsrsassnsass UL g
Mg SQ4 eberecessasncsceneasess 1,68 g
Na CL Gesvenesessennns heoensees 0,05 g
K ¢l et ceaceneaaeccaeanens .o 3,35 g
Ca CG3 ceemscsacensaans teveenaes 2,04 g
¥ CO3 teeeceacenerans vereeasseas 0,67 g
Peptone .. ....vcucconnn « seesesae I0 g
Extraits de haricots ..ce.c0een ... 50 cc
PMltrats dlargile s.oveoees veoeses 09 CC
OLIGOBLEMENTS
N P 3.10“2 ion-gramme/litre
20 80, eeennnn. Ceeeseeeaeas 3.10""8 " " u
TiO2 ceeecesosaecosasasan ceeae I.10 . n " u
K1I ce i ieeairaoans eereaeee I,1077 " H
Po Ol wevrrnnnnnierienenen ceee LIOTD o w
A,12(so4)3 e e 5.10’3 " " u
K Br e . LT ow " "
FiCl,  eeeveiiiiiniiiiiiin, I.Io‘f " " "
Cu 804 ceroacsacs e coeco e 3.10_: " " "
Li 1 Ceeeieaaas U U (R u n
K3 B‘O3 e ciesnccaascasacss ceans I.IONE " u "
Naz BO3 fetcesesenenssnsesnosneo I'IO—; i " W
Naz Hooé s enssoccsacsscanasces .. I.1C " " "
Co(H0g)y  vevvnneerriineiiinne 1,707 v n

Ce milieu résume toutes les études qui furent entreprises
les anndes précedentes, ¢t cerrespond & un rendement

optimum pour le développement des Ferrobactériales.
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Ltextrait de haricots est obtem eﬁ mélangeant &4 P cc dleau
déninéralisde, P g de haricots, mélange que l'on bout, filtre et
raméne & P cc.

L'extrait d'argile se prépare de la méme facon que 1l'ex—
trait de terre.

Ving: cc de ce milieu & Ferrobactériales sont versés dans
un tube & essai et additionnésde I g de e 804. Ce milieu est uti--
1isé sous forme liquide et gélosée. De plus & chague échantillon
correspondent deux modalités d'emploi :

—certains tubes sont stérilisés avant ensemencement (20 minutes 3 112°);
— d'autres tubes stérilisés aprés ensemencement ( 20 mn & II20),
La propagation d'une couleur rouille matérialise la

transformation : Fe'' cmmz T , par les ferrobactériales,
les tubes étant conservés en étuve a 28° pendant IO jours.

Ces dernitres peuvent &tre observées aprés coloration.
Pour ce faire, on étale wne goutte du milicu & ferrobactériales
sur une lame que 1'on chauffe jusqu'd l'obtention d'un résidu
secc, On étale ensuite du ferrocyanure de potassium pendant 20 mn.
O rince, puis on étend de 1'alcool additiomnéd de I % de HCl.

Les ferrobactériales apparaissent alors sous forme
de petits grains trés variables et de couleur bleue sur un fond
général de teinte blew-vert. Ces petits corpuscules représentent
le plus souvent les formes de dispersion de Perabacterium spelel
( Coumartin : 2 ;3 353 5 3 8 ). L'utilisation de tubes distincts,
les uns ensemencés avent la stérilisetion, les autres ensemencés
aprés la stérilisation, permet de mettre en évidence de fagon
rapide les Perabacteriuvm dout on sait gu'ils sont trés résistants
et qu'ils survivent & une stérilisation ordinaire, L'eyistence de
ferrobactériales autres que le Perabacteriim ne serait observée
que dans les tubes ensemencés aprés la stérilisation, la stériii-
gsation les faisant dispaltve.

La conscrvation de tubes témoins non cnsemencés permet
d'étudier 1'évolution de la teinte rouille des sels ferriques et

donc 1l'abondance plus ou moins ipoftante de Ferrobactériales.



MILIEU A L'AMIDON POUR ACTINOMYCETES .

a) Coumposition du milieu s

Aridon 801UDle  .c.iecoeccccnscosccccas 2 &
ASParagiie ...coeecossecscsssocncoss. 005 3
DSl i iiioanccessaacsarsacsssases DO CC

T

Y, désionisée pour complément & ... I 000 cc.
2

Le pH est ranené a 7.

b) Utilisation et rble :

Ce milien cet ptériliss & IT0° pendent 20 minutes
ot est utilicd sous Tormes liguide et gélosde ( I5/I 000 d'asgar-agas).

e nilieu est cpécificue du groupe des Actinonycetes, mal counu
encere, mais dont la présence dan: les groties reste indéniable, Lic-
deur caractéristigue gue ceux—el domment sur leur milieu Ze culture,

reppeoile llentrée de

grotites, odevr de terre mouillée, de cave pen

>

e

aux goutteleties d'eau des entrécs de

'D

drée. De plre ce

2.0

zrotte humide un aspect scintillent ot mozdoré, Les cciondes obteriies
en milicu, aprés Cix jours d'dtuve & 26°, ou observées sur les psrois,

forment des pustules 2 diamdtre voisin ¢a millimetre, & bord irrdéguiier
® surface blanchfitre et javaatre, d'aspect pulvérulent et radié.
On préldve ces tache:

et lec obacrve ris

étalement sur 1



MILIEUX POUR CHAMPIGNQOHS

HILIEU A TA STREPTCMYCIKE ROSE BENGALE .

a) Composition du milieu :

Peptone D T =

Glucose .iiiiiiiecietsnacenesss 10 g

Mg SO4 O € 2

K P04 L Al Ig

Solution Rose Bengale au I/300 : I00 cc

OH2 désionisée pour complémeat & I 000 cc.
b) Utilisation :.

Aprés chague manipulation, le milieu est stérilisé en
autoclave & IIC° pendant vingt minutes. Ce milieu est utilisé
sous formes géloséc et liquide (I5/I 000 d'agar-agar). Aprés
stérilisation decs tubes et boltes & cusemencer, aux abords de la
flamme d'un bec Bunsen, on verse une solution de sulfate de
streptomycine & raison de 30 X 10_6 gramies, so0it 30 gammas
par cc, avant le refroidissement complet, vers H0°. Cos ftubes
et boltes enscmencées séjournent dix jours & 1'étuve & 28°.

c) Bblo :

Le milieu & la streptomycine rose bengale permet la
séparation ct la sélection des Champignons., la streptomycine
neutralise le développement bactérien ; les champignons, dont
le dévelopnement est favorisé par certeines bactéries, se multi--
plicut cux-slnws plve lentement et donuent des colonies isolées.
De plus, les filements ~rofilens qu'on Cosuivera pee prél dvements
sur boltes de ¥étri seront parfois colorés. Pour détecter les
divers champignons, on utilisa dés le début trois miliecux :

- milieu & la Streptomycine Rose Dengale,
- wilieu de Czapeck,
-~ milieu de Raulin.

Les premicrs résultats montrérent netiement que les chaumpignons
sc dévclopwaicnt mieux par colonies séparées sur lc milieu & la

st ptomycine, et que les champignons croissants sur milieux de
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Czapeck ou de Raulin, croissaient aussi et toujours sur le milieu &
la streptomycine, C¢ deraicr Scul ful donc utilisé vers la fin des

expériences.

L'cbservation des Champignons inférieurs comme

les Moisissures, plus vulgairement appelées moisissures vertes ou
blanches, sont de loin les plus intdéressantes. On sait comment les
moisissures s'enkystent dans certaines conditiona(Caumartin :6,7,8)
et peuvent se conserver ainsi des années durant ( Photos 7 et 8 ;
planche VI). En milieu de culture propice, ces kystes se dévelop-
pent, domnant un foisonunement de moisissures. L'observation des cham-
pignons supérieurs ne se fait que fort rareuent ; de tels champignons
ne croisgent cuc fort accidentellement sur un morcesu de bois en

décomposition.

e
olu
X3
se
ce
vo
e
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MILIEU DE CZAPECK POUR CHAMPIGNONS .

a) Composition :
Mg 804, 7 OH2 cheeiennae secceaseseness 0,5 ¢g
| crenee coasseans vesoes 0,5 g
Fe 50, 7 OH2 N ¢ O s
Saccharose ...... ceecosesnscas cecesss 30 g
K2 PO4H cescencisanans tesesoceasaens Ig

Ha HO, cve.eceveeccoacoossscnasansans
1) 3 g

0H2 désiounisée pour complément & ... I 000 cc .

b) Utilisation

by

Aprds stérilisation & II29 pendant vingt mimutes, ce milieu
est enscmencé, sous formes liguide et gdélosde, le pll ayant été
vérifié dgal ou légérement supéricur & 7. L'incubation en étuve

3 28° dure dix jours.

¢) R8lc :

Le milieu de Czapeck favorise le développement des
Aspergillales que l'on préléve sur milicu gélosé. Les organismes

bactériens sont observis dans le milieu liquide.



MILIEU DE RAULIN POUR CHAMPIGNONS .

3
H
e
.
ce
?
co
.o
F
H
B
co
e
o
»
ao

eo
°
0

a) Composition :

Mg 003 e rccoecacecssrocmnso oo 0,4 g
K2 SO4 teesesesscecesessosses 0,25 g
Zn SOA Ccccecoscccsccccacences 0,07 g
e SOZL cccosscecacsacdensoesace 0,07 g
#H WOB Y T =

4 1Y
K, PO, voveonevocnnancnoccosana 0,6
‘3 4 ;0 &
Naz SlO3 teieseeesssnenancsnsoss 0,07 g
Sucre Candl ....c.ceoovconosess 108

Tartrate neutre de potassium ;. 6,5 g

&%(ﬁ@@Mﬁ&,C%@wmmté I500 cc .

b) Utilisation ct rble :

Le milieu est neutralisé, le pH est ramenéd aux envi-
rons de 7. La stérilisation comie & l'ordinsire s'effectue a
1'autoclave & II0° pendant un quart dtheure. On ensemence en
milieu liquide afin d'y observer le développement éventuel de
vactéries, en milieu gélosé & I5/I 000 pour y étudier les
Moisissures. Dix jours d'étive & 28° suffisent & faire appa-
rattre sur le milieu de Raulin des iucorales en particulier.

Les filaments mycéliens du genre Pusariv® sont pig-
nentés, ce n'est pas le cas des autres groupes, ilucorales et
Aspergillales, qui sont colorées au carmin acétique pour &tre

éventucllencat microphotographiées ( Thotos 9 et 10)
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MITIEU POUR PROTISTES

Les milieux qui vont &tre décrits nous permettent
de déceler des organismes divers,; des Protistes en particulier,
qui vivent dans les argiles ou sont susceptibles de s'y conserver
3 1'état de kystes. Ces Protistes ne sont pss evactenment connus,
ce qui implique l'associlation d'un certain nombre de milieux
( quatre) relativement grand. Ces milieux ount été précédemment
evpérimentés et ont donné, séparément, de bons résultats. Leur

association est mesure de prudcnce.

EXTRATL DE PRUNEAUX .

a) Préparation :

Cent grammes de pruneaux secs sont dénovautés et écrasés
dans mille cc d'eau désionisée. Ces pruneaux y trempent 24
heures, nuis le tout est porté & 1'ébullition unc heure.

On filtre cnsuite, l'extrait est ramené & wn

pH voisin de 7, puis stérilisé 3 IT0° pendant 30 minutes.

b) Utilisation :

T ?

Tn milicu gélosé b I5/I000, en milicu ligquide,

Iltincubation dure dix jours cn étuve & 289,



STRATT DE POMMES DE TERRE

a) Préperation :

Cing cents gramacs de pommes de. terre, pesées et
pelées, sont découpées en petits morceaux. On y ajoute le méme
poide d'eau désionisée., On les y laisse tremper, puis on porte
le tout & 1'ébullition jusqu'z la cuisson, La filiration se fait
4 chaud. On rince la purdée & 1l'eau désionisée chaude jusqu'a
1tobtention des cing cents cc initiaux. En ajoutant dix grammes

dc saccharose la concentration de ce dernier s'éléve donc & 2 %.

b) Utilisation :

Ce milicu n'est utilisé que scus forme liquide
aprés stérilisation en autoclave & II2° pendant u: quart d'heure.

Ltétuvage & 28° se prolonge pendant dix jours.

EXTRAIT DE iHAIS .

Préparation et utilisation :

Quarante grammes de farine compleéte de mais, pilé
au préalable, sont versés dans un ballon contcnant un litre
d'eau désionisée. (e balion est chaufié au bain-maric pendant
une heure aux environs de 55-58°, On filtre et raméne 2
I 000 cc sans stériliser.

Ce milicu n'est utilisé gue sous forme liquide.

SOLUTION DE MALTEA IOSER .

Dix grammes de Maltea Moser, prodult pharmaceutique
4 basc dec nalt dlorge germé ot fortement vitaminé, sont dissous
dans mille cc dleau ddsionisdée. Le tout stérilisé & II0° pendant
vingt minutes est prés & l'utilisation qui se fait sous forme

liguide.
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TROISIEME PARTIE

COMPTE - RENDU SUCCINCT DES GROITES VISITEES

ET DES ECHANTILLONS PRELEVES .

REPERTOIRE DES GROTTES VISITEES .

- Grotte de Liqué.
- Grotte dc Peyort.
Grotte de Moulis.

- Caverne de 1'Hemm.

Grotte de Sainte Croix.

Grotte d'Arnac.

Grotte de Beguet.

Grotte du Poudac dc la Baousse.

-~ Aven de Sainte Catherine.
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Remarques préliminaires sur le vocabulaire utilisé :

°

Les visites de grottes, le relevé rapide de leurs
salles et galerics, nécessitent 1'emploi de termes
spéciaux, propres aux spéologues, termes dont il
est difficile de se passer et sur lesquels il

est bon de domner queclques précisions dans ce
glossaire succinct

~Dolines

Affaissement circulaire et peu profond dans la partie
supéricure d'un sol calcaire, indice dleffondrenents

ou d'érosion sous-jacents.

—lZLILE . Qouffre béant et vertical 3 mlme lc sol, ce gouffre
s'évese souvent & la partie inféricurc cn une vaste

salle circulaire.
Portion de galerie retenant lleaun constemment.

Galerie & la verticale, & parois abruptes. 51 le puits
prend de grandes dimensions et s'il s‘ouvre a
1textérieur, on l'appellera : gouffre.
~ Chatieére :
Passage trés reserré d'une galericé ol 1'on ne
neut passer qu'en rampant.
Synonyme de “étroiture".

- LAmINOIT 1 Se dit d'un espace limité per un plancher et un

mur trés rapprochés, ol 1'on n'avance qu'en raompent,
— Plancher stalagmitique :

Sol de grotie recouvert par uue couche de calcaire

déposde par les ecaux qui s'y sont déposées ou qui y

@]

8]
nt ruissclé, ce calcairc ayant la m@me origine
gue celle des stalagmites ciassiquement connues.

On parlera de néue de parois stalagmitées.
P

Ao I Y glagit de poches, de trous, & formes caractéristiques
le plus souvent, creousées dans un plancher stalag—
mitigque ¢t ohr séjourne de 1l'eau. Un plancher
stalagnitique peut &tre sillonné de barrages

gui sont des gours et forment autant do vasques.

veifees



N\
LS/‘/ pésfqu supérieur galeries séche(e,-

paroi stalagmitée .
entrée . ’/ /

. N\ puits d'entrée. /
RN P

doline -

intermeédiaire. .
' 1o étroiture, \

1
7 “
~ =
-~ ~ Paroi descendahte "
o /, -\ en oblique
zone déntree. \ =~ ~
3= \
A N) *
\ % gour, .—\sclle
-2 chatiere . .

4 2
\1/\/“r ------- \\

ruisseau, = |

‘Reéesecuinférieur a /cours d'eau.

/
/

GROTTE ., TYPE . PLAN VERTICAL.
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00./-00

Hondmi;ch s

Ou lait de montagne.

Concrétion onchtueuse, plastique, blanc laiteuse ou
jaune, formée d'un agrégat de petits cristaux
calcite, dolomite, hmtite (3 C05 Mg, COg Ca)
(Cownartin et Renault : 3 ).

Ces tormes figurent dans le schéma de la grotte

type, donc fictive, ci-jointe.

Remarques sur le schéma de la grotte type :

Les chifires qui y figurcnt domnent une idée de la

e

lassification adoptée pour lcs prélivements :
I~ Bntrées de grottes.

Zndroits constamment soumis aux apports eXtérieurs, Le
ruissean, s'il vient de 1llextéricur, constitue une gutrée gue nous
avons soulignéc (It).

2- Limong des ruisscaur,
% Limons des gours.
4~ Intermédiaires.
H- Argiles sous plancher stalagmitique que 1l'on défoncera.
6~ Dolomie supposée en décomposition.
T— Argiles a limonite.
8- Argiles de fonds de¢ grottcs.
Hous appellerons "fond" toutes paritles a 1'abri des

courants d'air, des étroitures permettant d'y accéder,

b

Remarques concernant les schémas de grottes joints :

Les schémas joints sont souvent copiés sur diverses
publications spéléologiques. Le nom des suteurs est soul indiqué
ici. Cos croquis ntont de valeur que cellc de schéma et non de
plan rigourcux. Ils nc donnent gqu'unc idée approximative mais

suffisante de llaspect général de la grotte visitée,

[ S T T .




GROTTE DE LIQUE

Départenent de 1'Aridge.

Canton de Sainb-Girons,

Comrmame de Moulis-

Coordomnées au I/20 000 g 496,60 x 74,55 .
Altitude 59¢ m

L 13

la grottc de Liqué, crecusée dans des cal-
‘=cajres sccondaires 4 la faveur dlume faille dont elle épouse
la dircctiom gémérale, stouvre par un trou ovale ol l'on des-—
—cend & l'aide d'une échelle dc quclques guatre mdtres,Des
cadavres dlanimaux staccumulont darps vn petit puits, luvd
conférant le nont deVcharnier”. Au~deld de cc charnmicz, sur
la paroi. de droite,se présontent des forratioms blanches sur

argile, Hous y effectuons un prélévement (1T),

Suit la salle & Aphaenops. A droite, sovs
um planchor stalagniticue ouvert,nous offectuons um échantil-
-lomage (I2), Toujours dans la salle & Aphacnops en comtrobas
“de la chatiére, existe w gour temporairc, oll d¢ Liargile ninide
et tres plastique comstitue notre gisenment I5. \u ménc onmlrcit,
sur les parois surnontant le gou:b, un placage de lironite cCon~
-nora le prélevenent L4, Des couloirs sc succédent, conduvieont
au fond de la grotte ; & 1ltentrde de la faille qui méme an

puits terninal nous prenons un échantillon L5,



. SCHEMA DE LA GROTTE DE UQUE

echelle: 10 m

—

d’apres MI3ouillon, 3] Galeries

infeneures.

{
. \ - i
dlaclase\\ ,
terminale~ - - .E
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GROIME DE - PEYORT

Départenent de 1fAriége.

Canton de Saimt-Iizier,

Corrmume de Cazavet,

Hancau de Poyorst.

Coordommées au I/20 000 s 493,7 x 79,9 .
Altitude 390 n

*e

Ia grotte dc Peyort s'ouvre au niveau dlun
ruisscau crcusant son 1lit dans dous calcaircs. Il stagit 1la
dtume vastc galerie, longuc de 370 metres, lc plus souvent

basse et trés humide.

Llcntrée cst constituée d'une salle basse
stalagnitéc, possédant plusicurs gours., Dans lc fond de 1'un
dc coux~ci nous prélevoms du linon (P3). Ia galefic deviemt
successivenent argilcuse, puis & nouveau stalagritée, puis 3
nouveau, en apfprochant su siphon terminal, trés argilcuse,

A trente ngtres du siphon, sur une paroi, un placagc nous
donne 1'échantillon (P2). Le dernier (PI) est cffectué dans
ll'argile du siphon, ‘au niveau de 1feau,anormalemcnt bas ce
jour-13 (23 Juillet I96I),

Au cours d'ume seconde visite & Peyort, doux
nouveaux préldwencnts sont cffcctués, ILe premicr (P4) sera
considéré comc sis en fond de grotte.Il stagit dlune argile,
jamais inomdée,plaguée sur paroi d'un couloir s!élcvant en obli-
~que aw dessus de la galerie principale. Le sccond (p5) est
constitué dtune argilc humide dc fomd dc vasque,dans la salle

dfcntrée stalagnitée,




zone de fond pr¢legee;

zone de poliution d’entrée .

on"'oe

\ r salle basse .

O

1

P3 limon de gour.

chahere d’entrée .

P 5. argile de vasque

diaclase- chatie
aliere ., ~

~
~

o~ — - -

\
volte basse

N

N

A
e _ 4 Gale rie Obing e

4
<~ [/ orgile de paror.

E

.GROTTE DE PEYORT.

longueur : 366 m

échelle : 1/1000

d'oprés J.Maurisseau.

/

.

<

&

. tobogan .

,galrrie argileuse

Pl argile du siphon

- siphon.
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GROTTE DE MOULLS .

la grotie-le™oratoire de HOULIS cst vnc grande

galemic, smhfossile d'un ruisseau soutcrrain, Ce rulsscan

peut encore 1lermwa i en temps de crue. Iomguc de 700 1, en
aéveloppenent 1000 11, cllc cst esscaticllarent constituée
e série do couloixs relative.ent bas, de salles petites.
HMous dernnons dens lcur ordre d'ensencnionent les

~méliverents qui y furc -t faite ot que 1'on pourra repéror

sur la coupe schératigue jointe.

MI . Areile de 1Y "affluent fossilc", dans la nalle de Mimuid,
scus lc plancher otalagnitigue.
V2, Argile de le salic dlargile, & llondroit des Msapirs

Alarsile’ |
W . Potonie en ddconpogition dans le couloir conduisant 2
la sallc do bimud,
M4 . Argile da talus dlargile, prés du bassin des Protées,
M5 . Areilc A linonite de la salle de FMinuvit,

-
1
i

15 . Argitc ordinaire do la salle de Hinuit,

IIf . Argile duv ruisscas Gu couloir conduisant & la selle de

MHrit,

M3 . Doloric en ddeonposition de la galeric Trombe.



galerie Trombe.

salle des mineurs.

entree . M8 .

Dénivellation maximum : 50m
Longueur  500m

t chel o < So a9 m
[ §

tunnel artfic el

T

salle Vandel. sc&le dargie

T

gcleme en 2

sdlie de gres .

salle des fleurs .

M3.

salle de Minuit.

jerdin suspendu

siphon temporaire.

55F

R}/ Slphoh pér*enné
SN

M6

. COUPE SCHEMATIQUE de la GROTTE DE MOUL S




CAVERNE DE L*HERM .

Départeent do l'Ariegc.
Canton dc PFoix.
Conrune de 1'Hern,
For8t de la Vernigre,
Les cartes au I/20 000 de cctte région mc sont pas cncore

parues.

Ia grotte dc 1'Hern cst comstituée de vastes
salles ot galeries,cn grande partie bouleversées par des foullles
et des cxtractions de "terrves' & phosphates. Cctte anmeicnne extrac—
—~tion minidre, ainsi que llexistcnce de nombrouses ouvertures et de
courants d'air, laissent présager d'um état de pollution assez poussé.
De plus les chauve-souris y dencurcnt cn grand nonbre. Des traces
d'Actinonycétes, caractérisés par leur odeur de cave ot par la présen-
~ce de goutbelettes dleau extrénenent brillantes sc présentent sur de
nonbreuscs parols.les prélivencents ombt été effcctués de la facon
suivantc @
~ dans la sallc cn comtrchas ¢

H2 . sous dos planchers stalagnitiques supcrposés et défoncés,

de llargile comtonant des ossciicnts.

H3 . Sous lc plancher stalagiitique défoncé ot sous dus plan—
—chers stalagnitiques en déconposition, de l'argile & phos-—

-phates des cavernes, jadis extraite de ccs grottes.
~ dans les couloirs menant 4 la sallc circulaire s
H4 . Dépbts sur parois i Actinonycetes présunés.

HI . Argile ordinairc, séche, dans un boyau protégé des courants

dlair,



salle en contrebas7m . HA1.

H4.

Amphitrite .

Tantale .

20m

entree superieure .

salle circulaire .

entree inferieure.

CAVERNES DE L HERM

Echelle : 1/2000
D'aprés Fagniez et Jeannel.

Biospéologica . VI.p. 392-373
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GROTTE DE SAINTE CROIX .

Départgnent de 1'Ariege.

Canton de Saint Liziecr.

Coﬁmume de Cajan d'en Haut.

Coordonnées au 1/20 000 : 50I,5 x 81,9 .

Altitude : 2350 n

Stcuvrant par un étroit boyau vertical en S
étiré, cette grotic nous conduit & des dépBts argileux assez
exceptionnels.

Dans lcs eouloirs dlentrée, des dépbts argileux
retiennent notre attention (CI), taches blanches et odeur
caractériscnt kes Actinonyceétes, Dans ces couloirs d'entrée,
de vicux placages dtargile sont 1l'objet d'un prélévement (c2).
Ia salle centrasle, vaste, est atteinte & 1téchelle. Il on
part les galeries que\suit tenporairenent un ruisseau. Ces ga—
leries sont trés basses, & plancher et recouvrement stalagmi--
tiques ou & placages argilcux épais. la galcerie principale
néne a4 un siphon : l'argile inondée (¢3) est différenciée de
1'argile non inondée (C4) par lcs traces que laisscent les divers
niveaux d'eau sur lcs parois. Unc passée limonitique dans ces
argiles (C5) constitue le troisigne et dernicr déchantillon du

siphon.,
Dans la goleoric du ruisseaw, une argile dite on

"mfires” pread un aspect extérieur asscz particulier : il

sfagit de formations arborescentes, en choux~flours, qui

R



Galeries du ruissequ
\\

Chatieres

Sclie centraie

siphon terminal.

salle terminale. Salle d'argile .

Ruisseau Amont
—

Pente stolagmitee

Chatiére verticale 5

.GROTTE DE SAINTE-CROIX . .

Entree

Gogean-d ‘en-haut . AREGE .
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pexrmetteont d'évoquer les "sapins d'argile” de Moulis, Cette
argile est siliceuse (¢6). En cet endroit des placages d'argile
noire, dite & manganese sont prélevégs (C7). Dans la galerie
principale, une chatiére sous des déblais recouverts d'argile
(c8), précéde une bifurcation menant 2 une salle latérale.

Son fond se constitue d'argile plastique (¢10), alors qu'a 1ten-
trée, les masses argileuses sont recouvertes d'un mince plan-
cher stalagmitique ( 2 a3 Md d’épaisseur) (CII). Deux autres
prélévements ¥ sont effectuéds, l'un présumé d'argile a pyrite

(cS), 1tautre d'argile mumifdre (CI2).



Grotte A' ARNAC .

O S S ‘-14’ aras mmr ez s
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Aussi appelée : grotte d'Audinac, ou grotte
du bois de Qualem.

Département de l'Ariege.

Cantenn de Saint Lizier.

Commune de Montjoie-en-Couserans.

Goordonnées au I/20 00U : 508,80 x 80,70 .

Altitude s 540 m

Dans un gouffre de huit métres se perd un ruisseau
temporaire. Au fond du gouffre une ouverture permet d'accéder
au ruisseau souterrain qui suit un long couloir; dtroit et
surbaissé parfeis, plus haut et plus large ailleurs,
L'érosion peut faire apraraltre la roche & nu. A des placages

argileux peu nombreux succedent des revétements stalagmitiques.

Dans le Tfond, en brisant ce plancher mincs, on
observe de l'argile limonitigue (3I). Un sable argileux
avant le laminoir terminal (52) est orclevé. Un limon de
gour, de laisse de ruisseau, est numéroté (SB), alors que
1'apoeliation (54) va & v placage sur paroi, présumé
Actinomycttes, abondants dens la galerie du ruisseau. Lis aps-.
ports extérieurs de ce dernier sont nets : des graines y

germent, donnant de longues pousses fr8les et blaunches.
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CAJIRE DE DROITE . GROTTE DE BEGUET .

Département de la Haute Garonne.

Canton d'Aspet.

Commune de Juzet d!'lzaut.

Coordonndes au I/20 000 : 470,75 x 80,70 .
Altitude ; 530 m

Deux profondes dolines jumelées situées dans un
petit bogueteau domnent accés i une grotte et un gouffre trés
proches, pouvant communiquer entre eux, d'aprés Casteret, a qui
nous empruntons le schéma de la grotte, ol furent effectués les
prélevenents,

Une fissure reserrée permet 1l'accés d'une galerie
étroite, 4 passages malaisés, qui s'élargit ensuite pour conduire
3 une salle recouverte dlargile (TB) : la fosse aux ours lui suc-
céde. Une galerie complexe et stalagmitée (T4) permet d'atteindre
plus bas le cours d'un ruisseau. Sous ume volte basse un limon sa-
bleux est prélevé (T%) . En suivant le ruisseau,on débouchc sur
un siphon, vaste cavité terminale argileuse. L'argile du siphon

/

immergée est rumérotée (TI), celle qui ne llest pas (2).

\



Salle d'or‘gile .

-

Fosse aux Ours.

N &

Galerie descendante

Galerie d entree.

Gouffre: Ruisseau .

AR Partie amont .

T2.
T.

—

siphon terminal .

Galerie descendante .

. CAGIRE DE DRCITE.Daprés CASTERET.
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POUDAC DE LA BAOUSSE .

Département de 1lAriege.
Canton de Saint Girons.
Commune de Moulis.

Hameau de Rane,

oo

Coordonnées au I/20 00U
Altitude

499,80 x 72,60,
850 n .

ce

Fn longeant la ligne de crétes (arte dolomi -
%fque) au dessus de Moulis, on apercoit au milieu de frondaisons,
dans une doline, une vaste entrée de grotte. Néamwoing, 1'entrée,
&troite et reserrée, a df 8tre cdblayée. Un vaste couloir, débutant
por des éhoulis pierrcux, descend alors sur une trentaine de metres.
Les parcis sont entidrement stalsgmitées. L'argile ne peut &tre
receulllie que sous plancher stalagmitique, au milieu (33)9
dans le fond (BI). Cocte argile est m8lée d des déblais. Dans
un ancien gour, le plancher stalagmitique étant brisé, on accede

3 un mondmileh humide, qui fait ltobjet d'un dernier prélevement

(n2).



lac temporaire du fond .

Parois stalagmitées a

Actinomycetes.

L —t
Ligne des créetes
Chatiére d’entree

Aven d’'entree .

POUDAC DE LA BAOUSSE .
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AVEW DE SAIUZE CATHERINE .

Département de llAriege.
Canton de Castillon.
Commune de Balaguéres.
Coordonnées au I/20 000 : 493,40 x 73,80 ,
Altitude 560 m

°

se

Deux avens béanis au flanc des collines sises
au-dessus de Balagudres attirent 1l'attention du spéologue. Une ga-
lerie d'entrée, puis une échelle de bois permctient d'atteindre le
fond de l'aven princinal, qui se coantinue par une vaste galerie, a

parois mi-stalagnitées, mi-argileuses,

On atteint ainsi le balcon ol des placages
8'argiles rouges (K4) et un revBtement noirfitre sous un plancher

stalagmitique (X3) que l'on a défoncé, sont Ll'objet de prélévements.

La galerie se poursult par ua vaste tobogan d‘ar-
gile ot l'on descend & la corde pendant une vingtaine de metres.
Le fond trés argileux n'était pas inondé. Des prélévements (KI)

sont eifectués au fond et sur paroi en remontant le ftobogan (KZ).



tobogan argileux-

Puits inonde

. K1
tempommemenr . — 65

K?2

galerie d acces.

Echelle: 1/1000
~d'apreés J.Chotty.

BU
AVEN DE SAINTE CATHERINE. SCHEMA .




REPARTITION DBES ECHANTILLONS DANWS LES TABLEAUX
D'OBSERVATION RECAPITULATIVE ;
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I~ Bntrées de grottes :

LI. Argiles sur parois d'entrée de Liqué.

P5. Argile de fond de vasque de la premidre sslle : Peyort.

M4, Argile du talus d'argile de Houlis.

CI. Argile de l'entrée de Sainte Croizx.

S4. Placage argileux d'entrée d’Armac.

B3, Argile sous plancher stalagamitigue du Poudac de la Baousse.

C2. Vieux placages d'argile ( Sainte Croix ).

2-- Limons de ruisseauxm:

PI. Argile du siphon de Peyort.

7. Argile du ruisseau de Moulis.

(3. Argile inondée du siphon de Sainte Croix.

6. Argile sableuse du ruisseau de Sainte Croix,
(8. Argile limoneuse du ruisseau de Sainte Croix.
32. Argile sableuse duv laminoir terminal de Armac.

3. Limon sableux de 1a grotte de Beguet.

3= Limons de gour :

13. Argile de fond de gour de Liqué.
P3. Limon de gour de Peyort.
53, Limon de gour d'Arnac.

4 Intermédiaires :

P2, Argile sur parois de Peyort.

M2. Argile de la salle d'argile de Moulis,

M6, Argiles i phosphates de la caverne de 1'Herm

H3. Argile a phosphates de la caverne de 1‘'Herm.

H/4. Dép8is sur parois de la caverne de L'Herm.

C7. Argile noire de Qainte Croix.

T4, Argile de varois de Beguet:

75. ARgile de la salle précédent la Fosse aux Ours de Beguet.
CI2, Argile humifeére de Sainte Croix,

K2. Argile sur paroi prés du tobogan de Sainte Catherine.

oc‘/|.c
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5- Argiles sous planchers stalagmiticues :

12. Argile de la salle & Aphaenops de Liqué.

MI. Argile de l'affluent fossile de Moulis.

H2, Argile & ossements des cavernes de 1'Herm.

CII. Argiles sous plancher stalagmitique mince de Sainte Croix.
BI. Argile sous plancher du Poudac de la Baoussc.

K3. Revétement noirftre sous plancher de Sainte Catherine:

6— Dolomie en décomposition :

M3. Dolomie de la galerie Trombe de Moulis.
1%, Dolomie des galeries terminales de Moulis.
B2, Mondmilch sous plancher stalagmitique du Poudac de la .

7- Argiles & limonite : Baousse

L4. Argile limonitique sur paroi de Liqué.

1M5. Argile rouge de la salle de Minuit de Moulis .

(5. Passée limonitique prés du siphon de Sainte Croix,
SI. Argile a4 pyrite de Sainte Croix.

K4, Argile rouge du balcon de Sainte Catherine.

8- Argiles de fonds de grottes :

15. Argile sur parois devant le puits terminal de Liqué.

P4. Argile de fond de la galerie supérieure de Peyort.

HI. Argile ordinsire d'un boyau de 1'Herm.

04, Argile non inondée du siphon de Sainte Croix.

TI. Argile du siphon imnergée de la grotte de Beguet.

T2. Argile du siphon non immergée de la grotte de Beguet.

CIO, Argile plastique du fond de la salle latérale de
Sainte Croix.

KI. Argile plastique de Sainte Catherine.

ceiluen



Remarques concernant cette répartition des prélévements en tableayx

récapitulatifs :

4

2oae

La ventilation;des échantillons,selon de
tels ensembles peut paraftre & premiérc vue cssez arbitraire. .
Néanmoins cctte répartition est nécessaire pour 1l'observation
globale des résultats. De plus ces échantillons sont préféren—
tiellement groupés : '

- s80it selon leur nature (argiles & limonite, dolomies en
décomposition).

- soit selon leur lieu de prélévement :
- entrées de grottes,
- fonds de groties, .
- limons de gour,‘ ' by
- limons des ruisseaux ...
Nous appliquons 1& les hypotheéses de départ que nous avons
expos@ en introduction, On peut poser en postulat que, si wune
microflore cxogée pénétre et envahit une grotte, 1'état de pol-
lution qui en résulte est décroissant de ltentrée au fond de
cette grotte. Cet axione entrafne la subdivision adoptée.
Des échantillons nlentrent pas dans les classes
précédentes. Nous les groupons en intermédiaires, ensemble auquel
une certaine hétérogéndéité des éEldments rend floue sa caracté--

risation,
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QUATRIEME PARTIE

A. ANALYSE DES RESULTATS

B. CCICLUSICHS EI SYNTHESES

C. COHCLUSICL GENEIALE .
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AWALYSE DES RESULTATS .

I- REMARQUES SUR LES 3ACTERIES
DES MILIEUX T ( miliev d» référence & lle-trait de terre)
DES MILIEUX iI ( if

rétérotrophes).

deu & lrextrert de viande pour

L'observation des tableaux récapitulatifs

permet immédiatement la remerque suivante ¢

Excluons les milieux I1TI, IV, V,VI, VIIT,IX, qui
sont spécifiquement destinés ) la caractérisation de bactéries
de groupes bien précis. Si 1l'on considere alors dans une série
de cultures d'un échantillon donxé les milieux X,XI,XII,XILI,
XIV,XV,XVI,XVII, les bactéries qu. s'y d<veloppent et y sont
observées, se¢ développent égalcemert et toujours dans les
milieux I et II. Ainsi donc l'unigis étude des miliev: I et II

nous donne une idée des peuplements lactériens d'hétérotrophes.

Pourrait-on affimer gie toutes les bactérics
des argiles trouvent dans les milieux I et IT leurs conditions
favorables de dévcloppement ? (o serait--ce plutdt que certeines
conditions de culture soient 1 étées dans divers milieux ?

’
3

Les bactérics ».ncontries sont décritec et
désignées par leur symbole daunc le tableau I ci~joint.

Y figure leur p.urcentage de fréquence :

Soit la forme -d- (long bacille @llongé). Cette
forme est rencontrée pour le milieu I onze inig dans les cinguan--
te échantillons prélevés. Nous disons aloms guc =on pourcentage

de fréquence est de II X 2 = 22 % o

Dans le tableau II figurent également leurs conf-

ficients de probabilité d'existence selon la natuze ou la prove-

oS oee
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-nance des échantillons prélevés. Ce cocfficient est un rapport
du nombre des échantillons ol 1'on rencontre la bactérie étudide
au noibre d'échantillons de  'ensemble considéré. Ce cocfficient
varie de 0 a 1 :

-~ 0 = la bactéric n'existe jamais dans kes conditions

de 1l'ensemble donné,
- I = la bactérie existe toujours dans les conditions

de 1l'enscmble donué,

i mple @ s . . . .
Exemplc : Frequence de la forme ~b- dans les argiles & limonite :

3
r 0,50 .
Notre nombre d'échantillons réduits dans une catégorie
précise confere & ce coefficient une valeur approximative. Nous ne
llaccepterons donc que comie notion approximative de probabilité
d'existence d'une bactérie selon la nature ou la provenance d'un
échantillon domné. Des <tudes ultérieures pourraient rendre plus
réels ces coefficients.

Le tableau II résume les coefficients de probabilité
d'existence relatifs an milieu I de référence. Nous reportons de
néme dans le tableau III les coefficients de probebilité de rencon-
tre d'une bactérie dans wm ensemble donné, relatif aux cultures
sur extraits de viande.

Interprétons ces résvltats.

I°) DANS LE MILIEU REFERENTIEL :

a- Les formes -a- et —c-- senblent omniprésentes et ne ssuraient &tre
spécifiques d'un prélévement.
b- La formc -b-- scuble moyennement frégquente quelque soient les
lieux ¢t la naturc des prélévements étudiés.

c- les formcs —f- et -g- sout peu fréquentes.

d- Les formes -G- ¢t —e- présentent des coefficients de probabilité
variables sclon les enscmbles considérés. Cobbte vEPiabilité

confere & ces formes des caractéres originaux. NeySverrons

& propos du milieu pour hétérotrophes; comient ils peuvent

.oa/coq
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caractériser certains prélévoments.

Le tableau IV donne le gradicnt de probabilité d'existence
en fonction des lieux de prélévement, pour la forme -d-,d'aprés le
milicu I. La forme -d-— est plus fréquentc dans le fond qu'id 1'entrée

dtune grotte.

20) DANS LE MILIEU POUR HETEROTROPHES :

a- Les formes -a- et —c— semblent omniprésentes et ne sauraient &tre
caractéristiques d'laucun prélévement.

b~ La forme -b-- semble moyemnement fréquentc guclque soient les
licux de prélevement et lcur nature.

¢~ Les formes —f- et -g— sount peu fréquentes.

d- Les formes —-d- et —e— présentont des coefficients de probabilité
d'existence vari®LCS solon les cnscmbles considérés. Ils sont

appcids de ce fait : "hétérotrophes caractéristiques".

Le tableau V donne le gradient de probabilité dlexiste nce
du bacille —d~ en fonction des licux ou dc la nature des prélévements,

Le tableau VI donue les cocfficients de probabilité cxig-
tenticlle de la forme —e- cn fonction de la nature ou des licux
de »rélévement.

Le tablecau VII résume lecs deux tableaux précédents en
considérant la moyecnne arithmétique des coefficients de probabilité
des dcux formes.

I1 découle de ces tableaux les observations suivantes :

a~ Lo tableau IV préscntc des affinités avec le tableau V : 1l existe
donc des snalogies frappantes pour la forme --d~, qu'clle soit
considérée dans le ilieuw I ou dans lo milicu II.

b- La forae ~d- (long bacille) est plus fréquente dand lc fond
gutd ltontrée d'uac grotte.

¢ La forme =o- (long bacille ponctué) cst plus fréguente & l'entrée
que dans le fond dlune grottc. Son conportoment s'oppose donc

4 cclui du long bacille non ponctué, La préscnce prédominante

de 1'une de ces deux formes caractérise donc, soit 1l'entrée, soit

le fond dtunc grotte.

co/een
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Sym- | Schémas des’ Description sommaire _ Tailles  Pourcen-Pourcen— !
boles bactéries | des bactéries . _données : tage. tage. .
; microns [Milieu I| Milieu II;
F | Cocei, isolds ou groupés | . , '
- UM : ’ S ou sroupes 548 96% o4 % !
. A : i [ I
— ~ i ;
! . . B
Dacilles moyens et dits |
cloutés. En forme de clou., .
- S . 2 5 %
e s | Presentent une certaine U’l a3x oy 8% 42 % ,
o taptitude & sporuler. i ;
f : 5
i . Bacilles moyens peu allon-
| yaL gés. Différents des pré-:. 2 a5 )
-Cc= /7 fa: cédents par leur sporula- x 82 % 80 %
/R tion difficilement obtenue IO & 20
// /, U (sauf en vieilles cultures.:
/i ! |
Bacille en forme d'ellipse i
~ 4 | 4 l'avant, vacuole avec | 4 a5 ‘
o I T / granulation. (Serait une X 6 % 4 %
g VL Py fornme de dispersion des I0a 15
H L. . ~ A H |
L) \' ¥ Actinomycetes ?). | :
\ | |
y ;
i
v | _
Bacilles massifs et : '
e rectangulaires. 4 a5 x 15 ; 6 % 8 %
i
]
N |
Bacilles trés zllongés, | Epaisseur Ik i
—d- parfois mobiles. I33 3 | ,; !
Afvinités avec les . o 22 % 44 %
LT Longueur -
Actinonycetes. . ,
‘ variable |
! .
Bacilles allongés .ct . Epaisseur ¢ |
onctués. Parfois mobiles I & 2 | _ ;
. Forme végétative de mul: Longueur ' I2 % 32 % .;
tiplication du genre : variahle,i i
Streptomyces : Actino- | !
nycétes ? ). @ | i
| |
; !
i i !
TABIEAU I : Symboles, schémas, description sommaire et pourcentages
ymboles, scTip P
et i s de frégquence des bactéries pour les
milieux I et II. |




T I B
g ¢ = =be i £ | g A e
Entrées de groties I | I 0,71 (0,14 10,00 | © 0
5 i
Limons des ruisscaux I (0,8 | 0,30 0,14 0 [0,I4| ©
i ‘
7 |
: % [
|
Linons des gours I 1 0,66 o + O 0 0
Internédiaires } I I 10,20 | 0,00 O | 0,40]0,%0
Prélédvencnts sous
planchers
stalaguitiques défoncés I 0,83 10,33 | 0,00 0 0,33 0
|
Dolomie en décomposition I I 0,33 0 0 0,331 0,3%
|
i | i T
Argiles X linonite 0,66 | 0,56 0,50 | 0,16 | 0,16|0,55| 0
Fonds de groties 1 . I {0,50 f 0,12 | 0,12| 0,501 0,25
! t
; ! ﬁ
| e [ |
TABIEAU IT :

Milieu & l'extrait de terre.

Coefficients de probabilité dlexistence d'une bactérie
donnée en fonction de la nature ou du lieu de préléve--
nent cffectué,




a i ¢ i b ! o] g d e
. | | -
T ' i~
| z |
% f ; 3 : !
Entrées de grottes I I 0,57 0 0 10,43 10,57

b4
H
L
I
W
O
N
0
(@]

Linons des ruisseavx 0,57

Limons des gours

Intermédiaires I I 10,40 0,10 o 0,30

Argiles & linmonite I I 0,50, O C,16 20,55

P

(@]
—

Fonfs de grottes I 10,75 1] 0,25 0 ;

-
bt
o
Wl
N
o
o
o
W
Ol
O

[SAY

Prélévements sous

R I I 0,35 ,I5 35 ¢
planchers stalagritiques 500 ¢ 0,16 | 0,33 ¢

! | }

i } l i

i i

Dolomie en déconposition I |C,7C | 0,35 0 o 0,70 ¢ 0

i i

! !

MATTTATT TT o
ATTAT  IIT ¢ e . . :
aLE ol Lol Mliew & 1lestrait de viande.

Ceerficients de probabilité d'emistence d'vre bactérie

Gonnée en foncticnm de la nature ou du lieu du
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0 0,33 0,50 0,65
; ; i ;
0,50 |Fonds de grottes ...f...;v00.. NN s X
0,33 |Argiles 2 limomitr. .| ...,..... c.... X
0,33 {Dolomie en décompo-—
8ition. ...c.ccennvoclocsrccnssasss P
; i
0,%3 |Argiles sous plan- !
chers stalagmitiques .........ccc00c0 X
0,40 Intermédiaires e e ceoenceroncens g
0 Iimons de gour.... X
0,I4 !Limons de ruisseauXy...:X
‘Entrées de grottes X

é

TABLEAU IV :

Coefficients de probahilité d'exis--
tence du bacille -d- selon la nature
ou le lieu de prélévement d'un

échantillon dans une grotte.

3]

Dlaprdés le milieu I & l'extrait de terre.

-
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d—- Le tableau VII permet de différencier deux catégories de milieux
.- celle oh se développent ou se conservent préférentiellement les
hétérotrophes caractéristiques, et gul comprend :

Fonds des grottes,

Limons des gours,
- Limecns des ruisseauz,
Entrées des groties.

- dans la seconde catégorie, constituée de :
~ Argiles 4 limonite,
~ Dolomie en décomposition,
~ Argiles sous planchers stalagmitiques,
- Intermédiaires,

les hétérotrophes caractéristiques se développent relativement

peu.

Considérons ces deux formes —d- et —e- comme étant
le type de tous “les hétérotrophes et généralisons ces derniers

résultats dans la discussion suivante :

a~ Les apports extérieurs évidents font comprendre - . -
l'eristence dthétdérotrophes dans les classes :
- entrécs de grotics,
- limons des gours ol vivent sélectivement nombre da
caveriicoles originaux,

- argiles des ruisseauX.

b- Les apports extdrieurs n'expliquent pas la présence des hétéro-
trophes dans le fond des grottes, seclon lc postulat posé page 3.

11 faut admettre s )

- qu'une grotte pollude (toute grotte visitée est polluée) peut
faire disparaltre des apports extéricurs par les bactéries hété-
rotrophes qui y sont contenues et retrouver son équilibre anté-
rieur : équilibre entre microflore endogée et microflore exogée,
Du restec, ce dernier cest sans cesse remis on cause, ses fluc-

tuations ne se concoivent quc comme trés complexes et toujours

Y



I : Yonds de grottes ..... R T R R REEEY 4

| : . :

, !
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—~ TABLEAU V

Coefficients de probabilité d'existence
de 1'hétérotrophe -d- (long bacille)

sclon le lieu ou la naturc du préleve=

nent d'une grotte.
Dtaprés le milieu IT & l'extrait de

viande ,
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TARLEAU VII ¢
Moyenne arithmetique des coefficients
de probabilité dlexistence des hétérotrophes
-d= et ~e- selon la nature ou le lien
de nrélévements effectuds, d'aprés le
milieu II.
£ = Forme --¢-
(i = Forme —d-
:\ = Coefficient moyen.
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mouvantes.

2

- parfois, aprés rétablisscment de 1'équilibre, les hétérotro.
phes se conservent et subsistent sous forme de germes ou .
spores ou ¢ldments végdtatifs.

c- La présence de limonite dans les argiles n'est pas favoreble &
celle des hétérotrophnes caractéristigues, cette propridtdé peut
8tre rapprochée des propriétés des sels ferriques on général.

d- I1 cn va de mdue des argiles sous planchers stalagmiticuos.

La peliicule qui recouvre une argile est donc un bon protecteur.
A la longue les germeg bactériens des argiles sous plancihers
disparaissent. Ceux, et blen raressont-ils, qui demcurent, ne
stentretiendraicent que par le peu de matigres organigues qui
cxiste toujours dans les argil@s

e-- La dolomic en décomposition ne favorise pas la conservation des
hétérotrophes. Cette absence s'expliquerait par les dquilibres

ilonig jucs du miliecu, cu particulier par Llexcés d'ions nagndsicns,

£~ Cas des Intermédiaires“:

Dang les intermédiaires se classcunt le plus souvent des argiles

récoltées sur parois en des endroits divers de la grotte. Les ap--

ports extéricurs peuvent y Gtre aisés ou non. Meis, comme & pro-
pos dos fonds de grottes, nous pouvouns admetire le mdme processus

N

de conservation des hétérotropheg,par gormes ou gpores, gque dans
le fond.

Toutefois il faut tenir compte de la naturs de llargile prélevie :
ici, soit limonitique, soit manganiftre, soit magndsicmnc... Ces
argiles nuisent au développenent des hétérotrophes curaniéristiques

et oxpliquent les faibles coefilcicnis d'existence.

CONCLUSION

Les bactéries hétérotrophes sont aptes & subsister dans
un sédiment qui ne 1lui est pas défavorable per sz nature ( srgile
& linonite, & manganése, & phosphates, dolomies en décomposition,

argile trop blen protégée sous plancher stala~“'tique),

veidens
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La pature des formes —d- ct --e- peut Gtre mise en
doute. Leur taille ferait penser & des Actinomycetes. La forme
~e— pourrait fort bien &tre une forme végétative ou de sporulation
d'Actinomycétes et plus particulidrement unc forme végétative de
Nocardia ou une formc de sporulation de Streptomyces.

CJest favte d'indications suffisantes aque nous les
plagons daus les formes bactérienncs.

Cette remarque falt sentir 1'importance gue
pourrait prendre en Microbiospéléologic la prisence des Actinomy--

cétos, Il s'agit 1a de probleémes & apyrofondir.



II. RLESULTATS CONCERNAITT TLES FERROBACTHRIALES .
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Les tubes ensamencés doviennent le plus
souvent rouilles, indiquant la présence sfire de Ferrobactériales.
Sous le nicroscone; on peut observer les petits gramiles polymorphes
gui constituent des formes de propagation de Perabacteriim spelesl.
Sur cinquante échantillons étudids,neuf sculement ne permettent
vas le développement des Ferrobactériales. Ainsi, il cst possible
dtaffirner gue los Perrobactériales sont fréquentes dans les gédiments
argilcux, corvoborant cc gqu'écrivait Caumertin (7) & propos de 1'étude
" de Perabacterium spelef g

" Four gqu'une banalc rdaction dloxydation comne :

Pt e ot

Farf

soit utilisable & des fins biologiques, il faut des conditions
précises de milieu qui ne se rencontrent cue dans des stations
£ Y .
privilégides ; la plucart des gédiments souterrainsargileux appartien-~

nent & de telles stations. ™

Les neuf échantillons qui éch:

cette loi coustituent des exceptions sur lesquelles il est bon de

-

stattarder ot qui sont reportées dans le tableau VII.

Ces derniers se subdivisent cn deux
lots, dont le previcr comporte trois tubes qui oat ncirci. Cettie
coloration ne pout 8tre duc gu'au FeS puisgue le milieu contient

une bonne proportion de Fed0,. Elle supposc la formation d'acide suif

4
hydrique. Le nilieu & Fervobactdriales contenant des matiéres organi-
ques et donc srotéiniques, subit une fermentation sulfhydrique, et

> for

le HZS 1ibérd se pricivite sous forme de sulfure de fer noir.
ferreux, ainsi insolubilisé, le mécanisme physiologique cst '
emnéché. La microflore des milieux noircis est alors bien différente
de ce qu'on obscrve ordinairemcnt. De longs bacilles se diveloppent

et se scindent, semblables & ccux quton obscrve en milieu hétérotrophs,

/
snec/ aas
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TABLEAU VITI :

Etude des échantillons donnant des résultats

négatifs avec le milieu & Ferrobactériales.




Cette mére microflore est également abon-
dante dens tous les milieux et i'on & pu

notes un tube & la Streptomycine Rose

Lt

roducticn de H.S3

vie Gécolord, La 5

pr
& sartir 1téléments protidigues est

dons vleusible : ello appartient a des

processus de protéolyse banale de gr: tie.

Remarquons gue ces ouctériecs dlavzile rdsistent & des concentrations
considérables de Fo ', & de tré: bes potentiels dfoxvdo-réduction.

o

I1 s'agit 1a d'un carsctere origircl de le

.
leg

7

:\g

des cavernes.

Il reste a4 evpliguer le noircissement dos tubes TI, 792,

et T3 par opvosition aux tubes 14 e} T5 qu. regtent zovilles, 11,72,

; L ‘ o R
T3 sont des sédimente amends ou inondds pax appoTia

extérieurs y sont dongﬂévidents, in ce zens, nroches

de llentrée, et appartcnant au galeries séche
ttre considdrds comme micur protégée des any

aptes & receler une microtlore 2nd0ges.,

Le secord lot est constitud do tubes ol 1o conlenw

rouille. Les bachlziss cul sfv Aével cppent nlont plus liesmect

polymorphe et cocciforme tablimellzvent

I oclegy le plus
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IV . Résultats concernant les milieux bactériens

réducteurs des sulfates et oxydants du soufre .

Réduction
SULFATES s SULEURES

Remarque préliminaire

On a dit par ailleurs comment les Thiobactéria.-
les, bactéries autotrophes, oxvdantes ou réductrices, entrant dans 1
cycle de transformation des composds soufrés, se retrouvaient dans
les argiles ou les parties supérieures des subsitratums dolomitiques
Monsieur Coumartin ( T8 335 4 ) nontre comment cette microflore

intervient dans 1l'origine de certaines formations des cavernes.

o

Résultats positifs rour le milieu IV, réducteur des sulfates :
P5. Peyort, argile de zour desséché ;
15. liqué, faille terminsle humide ;
C8. Sainte Croiz, dérlais avant la chatiere
S5, Audinsc, limon ce gour

(7. Sainte Croix, arzile a Fe, 0, et ¥MnO, humide .

23

e 2 e e o e S Dt e e

Lea réduction des sulfates exigent deux conditions :
-~ un apport des sulfates qui est souvent réalisé,
— un milieu ansérobie, qui n'ust rdolied que Toweque les parols, of

sont effectués les préldvements, sont inondeées,

Wos prélévements se sont faits en plein été et
nous avons signalé & plusieurs reorises déid la sdécheresse qui les
caractérisait : les siphons & niveau d'eau trés bas, les rivieres
souterraines & sec. De la sorte, les réactions enregistrées avec le

milieu réducteur des sulfates ont été en majorité négatives.

Les déductions suivaltes s'imposent :
a). Le rythme des saisons et les anomalies climatiques
1

se répercutent sur les actions des bactéries réductrices des sulfates

eoien



eeefees
sur parois.

b). Les propriétés réductrices peuvent se prolonger d‘hi-
ver en été, persister en saison séche lors.que les prélévements sont
fortement humidifiés : c'est le cas ici de L5 ; 08 5 X4 5 C7.

P5 et S5 slexpliquent d'eux—mémes, étant des échantillons prélevés
en nilieu agqueux.

¢). Les propriétés réductrices peuvent ne pas s'observer
en saison séche, ce qui implique la disparition des gexmes. Cette
réduction de SOE.’en S “se fait A 1l'intérieur de la roche, milieu
anaérobie par excellence, en varticulier au sein des masses dolomi~
tiques (Caumartin S PR ). Donc les germes sont amenés sur parois

.

ou sur des volites par les easux d'infiltration, les eaux de percola-—

tion, du sein méme de la roche.

Oxydation
SULFURES e e SULTATES

Résultats positifs :

U6, Sainte Croix, limons des ruisseaux g

52, Audinac, limons des rulsseaux i
_T3. Cajire, limons des ruisseaux ;

S$3. Audinac, limohs des gours ;

5. Sainte Croix, argile & limonite j

SI. Audinac, argile a limonite ;

B3. Poudac de la Baousse, argile sous plancher ;
K3. Sainte Catherine, argile sous plancher
T4. Cajire, argiles intermédiaires ;

75. Cajire, argiles intermédiaires ;

{12, S. Catherine, argile intermédiaire

¢I10. Sainte Croix, fonds de grotte 3

K1, Sainte Catherine, fonds de grotte.



Nousg poumons définir deux conditions sine qua
non pour l'obtention de l'oxydation suivante :

- la présence des sulfures, d'oh provient llacide sulfhydrigue. Cette
& g & 1

présence n'est pas rare, les sulfures existants ou pouvant &tre
produits & partir de la réduction des sulfates au sein néme des
masses dolomiticues.
~ la nécessité d'un milieu anadrobie, les bactdries utiliscnt 1'ory—

géne pour former deg sulfates.

Le tableau ci-dessus des préléevements pogitifs rel
compte de situations trés divernes :

a). Llapparition des sulfates & partir des sulfurcs se produit en
principe sur narols, dans les meilleures conditions dl'aération.
Ltevemple type est celui des grotfes & gypse : la (igalérs ect
upe grotte de ce genvye bien conmue en Arieége.

b). Dans le cas des argiles de iuisseaux et des limons de
1'apparition des sulfates est parfois liéde & la présence de la
calcite flottazte (Coumartin et Renault : 3).

c). Dans les argiles & limonite, la prégence de HZS est due & celle
de sulfures de far et done M loxvdation ont ponaihle. Aingl 3a

limonite c¢btoie parfois le gypse.

Mais, comme au sujet dv parsgrephe précédent, une

série d'expériences étalée dans le temps serait de grande utilité.
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V. Résultats concernant la transformation des Protéines :
Amponification (Millon et présence de EHB) et
nitrification (No; et Nog).

T e AT T T e T N SR S DR B e S e N N~ SRR 58

:

Le compte-rendu de ces rdsultats peut &tre donné en
trois chapitres :
-I%-Dans le premier cas, les quatre essais sont
négatifs.
~20- Dang le second cas, seule la réaction des protéines
devient positive, les trois autres restant négatives.
~3%.. Dans le troigidme cas, les protéines subissent une

mninéralisation.

er o . . .
I CAS ¢ Réaction de Millon :nédgative.

Présence de EHB : négntive.

Présence de NOE : négative.
Présence de NO, : négaiive,
3 {3

Le tebleau IX rassemble les préleéevements qui entrent
dans ce cas. Y sont égalcment adjointes les associations de bactéries
courantes, d'Actinomycétes rencontrés, ainsi que celle des Protistes
les plus fréquents,

Interprétons ce tableau.
P

Des prélevements divers soant rassemblés. L'associa-
tion des bactéries a, b, c, (cocci, bacilles moyens, bacilles en
clou) los caractérise, ainsi que 1l'abscnce d'Actinomycétes et la
préscnce de Protistes nus et de Thecamoebiens.

Conséquences déduites :

Les protéines ne sount pas détruites car il en
resterait des traces (traces de HH3 ou traces de HO; et NO%).

I1 est fort vraisemblable gue des germes utilisent directoment

et rapidement ces protéines. Ainsi, dang ces cas, les anports

ces/ e
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TABLEAU IX :

7

(as des protéines non ammonisées ni minéralisées.
Corvélations avec les diverses bhactéries et Teo

. s o
associations de Protistes et dtactinomycetes.
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organiques seraient détruits sans domiage pour les autotrophes.

Les réseaux pollués sont vite régénérds et retrouvent leur dguilibre
initial en microflore endogée. Tel est le cas de la grotte de
Liqué dont la régenération a demandé un an depuis la pose de la

grille. La grotte dtait auvaravent conme comme polluée.

Les Protistes utilisent, soit directement les

a2

protéines, soit - et priéfdrentiellement - par 1tintermédisire des

A

associations bactériennes, ces mémes protdéines.

Dtaprés le tableau, l'incrimination méme partielle
des Actinomycttes ne doit pas Btre négligde. En effet, la sitﬁation
des prélevements corresnond & des sédiments en contact avec des
roches & concentration mindrale fort élevée, qui sélectionne
les espéces d'Actinomycites et muit & lsur développement. Par con-
tre, nous connaissons le caractére original des sédiments argileux
qui consiste en la conservation des bactérics. Les formes -d- et
—-e-, dont nous avons souligné 1'ambiguité de leur nature
( bactéries ou actinomycetes v), se développent de fagon plus
constante., Réagissent de cette manidre typique les échantillons
PI, M3, M2 ...

CAS 2 15 plaction de Millon cst positive.
Présence de NH5 négative.
Présence de NO; négative.
Présonce de NO, négative.

Deux cxemples 15 et P2 donnent le cas des
protéines, ni utilisées, ni transformées. La prisence des bactérics
méme & partir de deux exemples, peut &tre coumsldérée comme pro-
bante. Les Protistes et les Actinomycetes par contre manquent.

Le cas reste & approfondir ultérieurement.

csv/ sve



TABLEAU X ¢

O i s B Ais i 55 5w

Cas des protéines existantes,

non ammonisées, ni minéralisées.

Corrélations avec les assoclations

de bactéries, de Moisissures, d'Ac-

tinomycttes et de Protistes .
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TABLEAU XI

¢ Cas des protéines partiellement minéralisdées.
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Les prélevements de cette catégorie sont consignés

dans les tableaux XI .

AY . . - 7 . / . .
a). Ia minéralisation des protéines, partiellc on non { ammonication
seule ou nitrification ) s'effectuc le plus scuvent en préscnce de
l'association bactérienne (a s b ; ¢ coccl, bacilles en clou et

D

5
longs bacilles ou bacilles moyen: ) Jos bhactéries du type ~d- ct
11

~g- y sont adjointes : longs bacilles et longs bacilles pouctuds

) La présence des Actinomycetes semble facultative, Elle es’ en cor-
rélation cependant avec une minéralisation poussée (L3. LI . CI ..).
Citons des contre-—exemples: Co . 15 . L5 . 81 . C9 . K4 . oh la
minéralisation absente est corrélative au mangue d'Actinomycétes.

c). Lorsqu'il v a minéralisation des protéines, les Protvisies sont
toujours présents. Mais la préscnce dlun groupe plutdt que d'un autre

j
( Protistes nus ; Flagellés ; Thécamoebiens ) ne sewblerait pas ohéi:
& une loi précise.

d). Ces résultate ne pouvent exclure ceux du premler chaplire, mais
les complétent. L'association bactérienne : a - b c - peit
assimiler une partie des vrotéines directemeont, cependant gue les
formes d et e, ou une autre forme de coccis ou de Pacilles masquie
par l'association -a-%b-c-, joucwaiunt un rble prépondérant dans les
processus Ge lammonisation et de la nitrification. Les Protiston

pourraient conserver le rdle qui lour fut dévolu an premier chapitr-.

_CONCLUSION :

Dans l'apport de déchets organiques, les Protistes

sont 1lobjet, dans la plupart des cas, soit de processus de lopruit’

procédé rapide pour rétablir das un sédiment son état antér

la pollution, soit de processus de protéolyse. Dans ces deux
les actions bactériennes ne s7°% pas uniques, il s'y adjoint les
actions des Protistes et des Actinomycetes. L'action des formes --d-
et -e-, comple-tenu de ce gue nous en avons déja dit, serait a appro

fondir.
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VI. Résultats concernant les réducteurs de nitrates

LES DENTIRIFICATEORS .

Dans un sol mal adré et trop humide, sous 1'influence de
bactéries dénitrifiantes, les nitrates sont réduits en NO; et

'

NH3 qui se dégage. Dans les sédiments souterraing, ces conditions

»

d'anaérobiose sont fréguentes, et en méme temng que les apports
organigues, peuvent provenir du dehors des germes dénitrifiants.
L'action de ces dénitrificateurs complexifie & l'extreéme ce pro-
bléme du devenir des substances azotées tant organiques que minéra-—

les dans les sédiments souterrains.

- lios résultats prouvent la frécuence des dénitrificateurs
en conditions dlanaérobiose (Pour exempies : CIO 3 KT ;% 3 L3 ).

- Les milieux aérés ne se prétent pas & la survie des gerumes :
pour exemples ¢ 52 ; CIL § M8 ; I3 .

- Les milieux & forte concentration minérale ne permettent
pas le développement des dénitrificateurs (pour exemples : C7 ;B2. BI).

- Le stade NO% ~—3WANO£ est plus fréquemment observé que le
suiveng : NO; ‘wma»NHZ . Les processus de démitrification ne sont
donc pas coapleis : d’aﬁtres processus interviemnent, les entravant.
Ainsi

- Le milieu de dolomie ne nermet pas la conservation des germes
dénitrifiants, ce qui implique la toxicité de i'excés des ions magné.-
siens .

- Les argiles & limonite permettent bien la transformation

de NO% en NO;, meis il semble que le stade NHZ soit plus difficile-

ment atteint.
. + 74+
- De néme on ne décéle pas le stade NH4 pour les sédiments
sous planchers stalagmitiques.
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VII . Résultats concernant les ACTINOMYCEIGS .

Le tableau XII rdésume les formes essentielles
des Actinomycétes observés et indique leur vourcentage de fréquence
dans les échantillons prélevés. Le tableau 11T indique les coefii-~
cients de probabilité d'existence des Actinomycetes dans un milieu
donné. Ce tableau assure @
- 1l'existence ceriaine des Actinomycétes dens les entrées de grotties,
—~ que les Actinomycétes ne trouvent pas un milieu favorable dans le
argiles sous planchier stalogmitique, les argiles limonitiques, les

limong de gour et de ruisscaux.

Les Actinonycétes seraient dus a des apports
extéricurs et adriens. Des dizaines d'espéces vivent dans le s0l,
ce nonbre est plus réduit dans les sédiments des cavernes. Une sdlectiom
s'opére donc, les critéres de cette sdélection faisant appel & la

nature du sédiment, aux conditions d'adration les Actinomycetes
Vi

ici décrits sont tous adrobies).

I1 ne socmble pas, comptc tem des’ tabletux
IX, %, XI, qu'on puisse établir des relations, des lois de corré-
lation entre Actinomycétes et associations bactérienncs et
Protistes.

Par contre, lorsque les Actinomycétes existent
en un lieu donné, existent également des Moisissures. La réeciproque
n'est pas exacte. Le test des Actinomycétes semble un hon indice
de pollution, mais ce test de pollution reste sous-jacent a celui

des Hoisissures.



TABLEAU

Description, symbolisation, pourcentage

des échantillons .
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XL ¢ ACTIHNOMYCETES .

de fréguence

Sym--
bole

Schéma de la forme

considérée.

+ e e

Description succincte de cette forme.

dans 1iensemh ~

% de

Fré
guence

Photo hors-texte. Hycélium végétatif
indivis & longs filaments simples.
De petites excrolssances orthogonales
au filament principal. Colonie en touffe
ou en anneaux., Colonies adhérentes au
milieu. Epaisseur deg filaments de I & 3
microns.
Apvarentés au groupe des

STREPTCOMY CLS.,

foy
[6))
~Q
S

Mycelium végétatif indivis, & filaments

nités en deux ramifications ponctuées.
Apprarentés au groupe des

STREPTOIYCES .

simples souvent bifurqués aux deux extrsdi

20 %

Mycelium végétatif scgmenté en
éléments bacillasires. Longs filaments
ponctués sur toute leur longuenr.
Cloisonnement latéral possible. Epaisseuy
. du filament de I & 3 microns.

¢ Photo hors-iexte.
" Apparentés au groupe des

NOCARDIA.

N

A\
N
~8

.

1

Filaments trés minces se développant
de fagon chevelue.
Epaisseur des filaments de 0,5 & I

microns.

oo e o et ke
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i

i . . 1
I....Entrées de groties ....i....

|
O,42{Limons des ruisseaux ..

i

O,3§§Limons des gours .......
|

i

0,40 Intermédicires .......

0,%% Argiles sous plancher .

0,66 Dolomie en décompositilon ,
!
|

0,34 Argile & limonite ... ..

0,6G Argiles de fonds de
grottes ......

@ e eae

© 9000038045600 ¢090 8 8009080 g

TABLEAU XIIT : ACTINGHYCETES
Coefficients de probablilité d'exis--
tence des Actinomycétes dans un

milieu donné.
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VIIT . Résultats concerrant les Hoisissures.

Premier cas : les Moisissures sont absentes.

Parler de Champignons & propos des sdédimentz
souterrains, c'est azant tout psrler de Moisisaures. (ss dein
ne croissent pas, ne se développent pas en certains ondroits,

Etudions ces endroits,

La dimension des sporss de Moisisoures singd ¢o

celle dlautres éléments de vropagetion exclue l'apoort par nerce.
lation & #ravers la vofite. Contrairement aux bactiries, il fau-
drait tout un systéme de fentes, de diaclases, povy ques les
spores pulssent se propager par l'ezu ce percolation. L'anpord

ne peut donc se faire exc uolVbHenquuT couraxy dlair.

En outre, Caumartin a décrit par aillenrs (4f 5,

le comportement des Moisissures en milieu wéducteur. I1 & pu
1

montrer expérimentalement gqu'en nrésence de E S (ou Nais) le
I q 5 5)

protoplasme des filaments se résol valt en kysves ( voix photos
IO S I

hors tex : Tetd ). Au contraire, en présence fe ¥e ' noluhla

les mycelia proliférent exagérdément el la snorulaitiuvin anvezrd!
y g ¥

vite, Les kystes mycéliens s'ovposent done & la scoralaiion
et marquent donc un ceriain arx8t de la propagation des
Champignons.

Pour ces raisons existent dans lez groloes

des endroits privilégids, goit & 1labri
des courants Glair, soit de nature rddvo
trice.

Pour ces wveigong dgalement, Sic

EN

partir d'ensemencement dféchantillons, prouve wn certain diat o

+ P PG N R
STCen Qe WOLTF e

sens toutefois qu'il soit %ossible de priciser s'il s'egit dla

anciens ou récents.

/
seef o

ntiiyrouvent des apports vemws de llextérieur,
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Nos prélévements qui peuvent, par ce test de pol-
lution & Champignons, &tre considérés coume protégés, sont :

CI0 : Argile plastique dans le salle retirce.

o

(IT : Argile sous plancher stalagmitique minde.

(I2 : Argile humifere de la salle retirée.

L4 ¢ Argile limonitique sur parois.

15 : Argile sur parois devant le puits berminal.

K3 : RevBtement noirfitre sous plancher stalagmitique.
K4 : Argile rouge du balcon.

TI : Argile du siphon immergée.

Le coefficient de probabilité d'evistence ou de
versistance de Moisissures dans ces argiles est faible. la pré-
sence de limonite, donc d'hydroxyde complexe ferrigue, insoluble,
ne peut favoriser le développement des filaments mycéliens.
Remarquons gque nous ne sommes pas en contradiction avec l'asser-
tion ci-dessus : ce n'est que sous forme ionique libre, donc en
solution que les ious ferrigues favoriseraient des développements
de Moisissures.

Souvent la limonite est accompagnée de pyrites
partant la présence de st se congoit aisément. Elle s'opposerait
aussi au développement de filsments mycéliens, & la sporulation.

Les deux cas positife : (5 (passée limonitique
prés du siphon) et C9 (Azgile a pyrite) ne recele qu'une seule
traoe dtAopergillales,. I1 ne peut slagir que de spores plaqudes
trés réccmment et n'ayant point subi 1'influence du milieu.

Par contre l'argile de la faille de Liqué (I5)
subit l'action des sulfatoréducteurs ( SO&_F— == 8 ) :
donc, 1l'enkystement pourrait avoir lieu : mais les spores ne
parviemnent pas a cet endroit protégé des courants dlair par une

série de chatieres,

0../0.0
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TABLEAU XTIV ¢ HOISISOURES
Coefficients de probabilité d'existence ou de persistance
des Aspergillales (Aspergillus type v compris)

en fonction de la maturc ou du milieu des prélévements effcctués,

Entrées de Groties 1
Idnmons des rui@seaux : - 1
Linons des gours 1

~ e e —— 1 .
Intemédiaires 0,80
I
!

Argiles sous planchers stalagnitiques 0,66
Dolomies en décomposition 1
Argiles & limonite 02,33

|

Argiles de fonds de grottes i 0,50

1
I
I |




TABLEAU XV

Forination des types cssenticls rencontrés parmi les
Moigissures. Leur pourcentage de fréguence dans les

échantillons étudids,

| et dont :

Aspergilius type .....J.20%
ASPERGILIAIES +cvev-ves.00d.80%

o

Penicillium type ..... .. 4 % |

et dont :

FUNGT IMPERFECII ......... 42 %
Pusarium ... ... .....

MUCORAIES ... eevueven oo 209
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Second cas : les Moisissures sont présentes .

S g DS S VR e R T T R S

Deux grandes modalités régissent la présence des
Moisissures :

- d'une part, les percolations de printemps et les grands apports
de 1lextdérieur qui sont maxims en cette saison et qui favorisent
le développement des Moisissures sous formes sporulées.

Or en temps ordinaire il est rare d'observer le dévelcppemcnt de
filaments mycéliens dans une grotte, sauf lorsqu'il s'agit de
déchets organiques grossiers. Clest que les périodes mazima d'hu-
midité, ces derniéres étant favorables au processus de reduction,
- d'autre part, les nilieux & potentiel d'oxydo-réduction plus
faibles, donc réducteurs, qui entralnent 1'enkystement des lMoisis-
sures.

Le tableau 7V porte les pourcentages de fréguence
de divers groupes de Champignons calculés en considérant les cin-
quante échantillons de la fagon suivante :

-~ si, sur les cinguante échantillons, quarante ont permis sur
culture le développement d'Aspergillales, nous dirons que le pour— ~
centage des Aspergillales est de 80 %.

~ si, parmi ccs Aspergillales, dix cultures d'échantillons différents
ont vermis la différenciation d'Aspergillus typioues, nous dirons cue

le pourcentage des Aspergillus type, inclus dans celui des Aspergillales,
est de 20 %.

Certaines formes sont groupées sous le terme de
FUNGI IMPERFECTI. I1 s'agit 13 de moisdssures, qui, se développant
aprés enkystoment,doment des filaments mycélicms peu précis, ne
sporulant que difficilement ou ayant perdu leurs caractores de déter-
-mination, méme particllement. Ume dégradation dlespece caractérise ces
formes 3 leur détermination apparait peu aisée ( Caumartin 4 ct 6 ).
C'est wne des difficultdés de la classification des moisissures

souterraines ( Hemnebert s I4 )

Ic tableau XIV indiquc ut coefficient de probabilité
dlexistence ou de persistance des Aspergillales,mais cctie fois,en

fonction de la mature ou de ls provenance des échantillons considérés,

0--/0--
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Ces tableaux permettent de conclure gque les
Moisissures les plus frégquemment rencontrées sont des Aspergillales,
( 80% ). La grande fréquence des Aspergillales s'expliquerait volon-
tiers par leurs larges aptitudes & ll'enkystement.

Les Mucorales semblent moins fréqucnies (20 %) :
les kystes de Mucorales sont trés fragiles et ne résistent pas au.
conditions d'humidité du milieu.

Le tableau XIV montre un gradient de fréguence
d*Aspergillales, décroissant de ltentrée vers le fond d'une grotte :
ceci confirme 1'hypothésc de départ : les apports extérieurs diminuent
de 1l'entrée d'une grotte vers son fond ou ses parties protégées : la
préscence de Moisiss.ures est un indice certain de pollation. Mais on
comprend gue les processus d'enkystement des formes mycélienncs
atténuent les résultats observds sous cot angle et estompent la loi
ci-dessus, puisque ceux—ci ne peuvent &tre repérus dans le temps
la durde de conservation des kystes niest pas encore conmie.

Les limons e gour e% des 7uisscaux sont propices

la conservation des kystes ou sm {ransport des spores do Iol.

[oXg

is

U288 .

w
®
0
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IX . Résultats concernant les Protistes.

T

Deux tableaux synthétisent les résultats concer--
nant l'obscrvation de Protistes. Le tableau XVI donne le pourcentage
de fréquence et une description rapide des types distingués. Le tableau
XVII donne le coefficient de probabilité d'existence des Protistes es~
sentiels en fonction de la nature et du lieu de prélévement.

la forme K est un mauvais témoin : son pourcenta-
ge de fréquence faible ( 6 %) reste l'indice de son cxtréme rareté.

De plus il ne se trouve qu'en milieu aquatique : gours, ruisseaux ou
siphons. Peut-8tre s'agit-il 1& d'une espece aquatique ?

Les (ilids C n'ont &té observés que rarement,
dans une argile de fond de vasque plus particuliérement (P5).

Les Flagellés F (certains ne possédent qu'un
flagelle et s'apparentent aux Bodonidés, les autres sont Biflagellés)
semblent posséder des modes de conservation propres, qui les rendent
indépendants des autres microorganismes. Leur coefiicient de proba-
bilité cxistentielle dans les limons des ruisseaux ( 0,I4) et les
argiles des gours ( 0,33), loin d'&trc élevés, laissent supposer que
clest & la faveur du ruissellement lent qu'ils se maintiennent dans
les grottes, l'usage de leur flagelle facilitant leur locomotion.

L'association Thécamocbiens T et Protistes
nus N & pseudopodes semble la regle, quoique les pourcentages de
fréquence des Thécamoebicus ( 59 %) soit toujours inférieur & celui
des Protistes nus { 80 %;). Les coefficients de probabilité dlexistence
en fonction des milieux dc prélévemehté>é5ﬁfifﬁénfVéette association,
I1 est remarquable qu'aucun Protiste ne soit
décelé dans llanalysc d'un échantillon lorsque lesMoisissures en sont

abscntdss (CII, K3, K4, TI, CI2, 15), ou lorsque ces dernidres ne

R SR
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TABLFAU XVI : Symboles ; schémas ; descriptions ; pourcentages
e = - do fréquence des divers types de Protistes
rencontrés.

Sym- |
boles Schémas correspondants Nominations et descriptions som—-; %
-maires
Protistes nus de type Amoebiens
TN ’\} ;;3\ Déformables par la production !
\\‘\ .\VL“'\ b 3 N/ ,-'F 0 | )
N ’} " \_) / \_J ) y de pseudopodes. 80 %
\ S \ Mouvenents lents.
N \// —
. : Type Thecamoeba verrucosa
A W= ;Tein’ce rouille ou foncée. Coque
T - - ‘\‘ H . rd I - 7 z .
\\_\;:(\;:: | irrégulidre imprégnée de caroteng 59 %
AN . .
j\\\“&,/ . et souvent de limonite-
'J/K:_\ 2 . ’ . -
/?\g / S Flagellés & déplacements rapides
;' (/ f MR Munis parfois d'un seul Flagelle:
Uy Lo . . g /
F /:/ | J t(_/ / 1 il s'agit de Bodonidés. Ou alors! 32 %
/ /,/ . Iy ( formes nanties de deux flagelles
o
b ! / /’/ Genres Bodo et Cercobodo
1/’*“§\ < Rencontrés en P5 et CS.
‘\ 0 (ilids ordinaires, & déplacements '
o N \’; rapides, observés peu fréquemmeny 4 %
)
\1 /}
L !
L P Rencontrés peu fréquemment.
P /j ” \\\\ . j
7 N \ Formes aguatiques de Protistes & %
K T N O \ .y é
A A AR AN & coque épaisse. '
N } N ; g
Nt
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XVIT

Coefficients de

s

[l
e S

vrobabllité dlexistence des

Protistes essertiels en fonciion de la nature

et du lisu de nrélevement.

; j
- i
-1 - S P R

: : |

‘ | |

- ; ;

i i

Britrées de grottes C,85 0,57 0,4%

!

Limons des gours

TLimons des ruisseaux

Intermédiaires

0,71

e e o e e et

0,66

G,80

0,50

Argiles sous plenchers

e e

Dolomies en décomposition

Argiles & limonite

Argiles de fornds de grottes

SO SR UT
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sont que peu fréquentes : 54 . P2 . C7 . 15 .

Ltagsociation Chempignons Protistes sex~it donc um test
slr indiquant une protection efficace d'un endroit d'une grotte,

lorsque ¢es derniiers ne sont pas simultonément observés: I5. CI2. K4

Toutefois, lors d'essais rapides, l'unique mise en culture de
Moisissures suffirait & titre de test. I1 s'agit 12 d'un contrfle
rapide, les résultats st!observant macroscopiquenent sur boites de
Pétri. Ltabsence de Champignons impliquerait celle de Protistes, Ila
réciprogiic nc serait pas exacte. Dans ce sens, nous disons que la
pollution par les Protistes reste sous--Jjacente a4 la pollution par les

Moisissures.

e e S e T e e e
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QUATRIEITS PARTIN

CONCLUSIO™S ET SYNUHESES .

Ios ri~ltats synthétisés permettent dfabstraire

ot dz caractériner fen tmor de s¢ " iments souterrains.

Mais gutun ~4diment puisse posséder les crracté-
ristiques de dev tymes, et niltre gafun intermédiaire entre ces devz:
typen, constitue un <iat de ruits & admettre. Bt que des circonstances
imprévues qui nous dchrrpent nomenanément, puissent rendre & tel autre

aé¥iment tne crhnime orieralitd, entrorait dans un état de faits éonem
- ? o

lement Dlauvzibles.

Lti~~lemeont et la caractérisation de types sou-
terreins nlort Je val~ir que cel’e de nous clarifier les idées, mais
ne s~uraient renire compie de la complexité des facteurs régissant

1sa naturc et la répartition de la microflore en un sédiment donné.

Types Céerits @

a- Eot—3es de grottes.
b— Parties protigées de groties.
0= Areilo gor parol ¢ milicu anaérobie.
d- Argile sur paroi : milieu aérobie.
o 3431 amta emug plonchers stolagm™tices.
f Avgiles a limorite .
g~ Dolomie en décomposition.
Y- Limewns deg gours.

je Tiiinmg dee mrigsemny,



a- ENTREES DE GROTTES

"

— - o

Les sédiments d'entrée de grottes sont soumis 3 tous
les apports extérieurs, tant par voie aérienne que par voie aqueuse.
Le test de pollution aux Moisissures donne toujours des
résultats positifs. Cette présence de Moisissures implique celle
des Protistes, puisque nous avons dit que les poliutions par
Actinomycetes et par Protistes sont sous-jacentes 2 celle des
Champignons.

Cette corrélation imporitante est le témoignage siir
d'apports extérieurs.

Les apports extérieurs sont fréguents. Ceux-ci dispa-
raissent sous llaction des hétérotrophes, puis peut-&tre de cers
taing Protistes. Cette hétérotrophie est peut-8tre sous~jacente
également & l'association bactériemme : a, b, c¢. Les ferrobactériales
restent omniprésentes : leurs formesde conservation ne sont pas
détruites. La.minéralisation des protéines est facilitée.

Cet état de poliution se -continue et persiste dans
le temps. )
Houg sommes tréds vroches des horizons pédolégiques.
Ceus~ci imprimeht leurs caractéristiques, en les simplifiant,

aux sédiments d'entrée, qui constituent un prototype de sol.

b- PARTIES PROTEGEES DE GROTIES

Théoriquement, les parties protégées des groties, les
fonds bien isolés par des systéumes de chatidres arrétant les cou~
rants d'air, isolés aussi des grandes arrivées d'eau, les ramifi-
cations latérales (Salle latérale de Sainte Croix par exemple),
que nous dirons non polluées, réagissent négativement au test des
Moisissures. Pas de Moisissures, ni sous forme enkystée, ni sous
forme sporulde, partant aucune présence décelable d'Actinomycétes
ou de Protistes. L'absence simultande de ces trois groupes est
un indice sfir de la non pollution du sédiment étudié.

Ferrobactériales et association bactérienne a, b, ¢
sont présentes. Cette association prouve que la vie autotrophe est
possible en milieu souterrain. Elle confére aux argiles des grotties

leur originalité microbiologique : les synthéses vitaminiques ne

..!/’l.
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sont pas contrariées, les germes d'agents de mycose pour les
larves d'insectes cavernicoles restent absents.

Les bactéries du soufre existent aussi.

Une région moins protdgée se’a celle qui de temps en temps
sera polluée. Llapport extérieur sera alors détruit par les hétéro-
trophes, qui pourront se conserver sous formes de germes. Les
Champignons pourront persister sous formes de kystes, ces
derniers enrayant la propagation par spores, si le milieu est
réducteur. Actinomycétes et Protistes ne se conserveront pas faute
de matieres organiques abondartes.

Donc mm état ¢e pollution est toujours dans le temps en
régression. Une partie protégée tend & retrouver son équilibre ini-
tial,

¢~ Argile sur paroi : mnilieu anadérobie :
Il stegit d'un milieu temporairenent “nordé, cons—
tament humidifié. Le potentiel dtoxydoréduction y est faible, 2
tendance réductirice: o ’ AT
pas de présence doxygene : pas d'oxydations possibles.

Cependant les Ferrobactériales oxydant 1o o en Fe+++
pour un rH faible, la présencs de ces derniéres est plaisible,
sinon obligatoire. Elles fonctionnent par intermlttence, leur
action s'arriétant lorsque les poilutions cont trop grendes.

Des germes, amends du scin de la roche, nermettent en
surface la continuitt de la réduction des sulfates qui s'effactue
toujours au milieu de la dolowie, milieu anaérobie par excellence
SOQ‘:uumﬁaw-S"*~,L‘oxydation S_"—~~»§§>SOZ_'ne veut avoir
lieu,

L'association bactérienne a, b,c, persiste.

Contrairerent & la minéralisation dcs protéines se
déroulent les proceasus de dénitrificaticn :

Nog e L NIL
Un tel sédiment est propice aux dénitrificatenrc,

Persiste également 1l'association Protistes~Champignons

Les Moisissures en milicu réducteur slenkystent, s'opposant ainsi

4 la propagation implicitée par la sporulation.




d- Argile sur paroi : milieu aérobie .

Ces argiles sont largement aérées. L'oxygéne présent
permet les oxydations.

Est obligatoire 1'oxydation : Fe'' —mmz==TFe T

La réduction des sulfates ne saurait persister,
SOZ_ne peut donner S . Les germes amenés au sein de la roche
disparaissent. Par contre l'oxydation des sulfures se congoit.

Si la minéralisation des protéines reste plausible :
NH‘Z' —— Nog -—~~>Nog , la dénitrification est & fejeter.

Persistent 1ltlassociation bactérienne : a-b-c-,
llassociation Champignons-Actinomycétes s'il existe des courants d'air
venant de 1llextérieur, ltassociation Champignons-Protistes stil

existe des apports extérieurs par voie aqueuse.

e— Sédiments sous planchers stalaguiticues

Les Ferrobactériales per31stent Par contre les
hé+irotrophes perdent de 1'importance et meurent. L'association bac--
térienne trop commune ca-b-c- se retrouve 1l aussi. Des dénitrifi--
catours existent : leur action n'est jamais complete : NO —m;:>N02 s
mais le stade H?4 ne semble pas devoir &ire atteint. Ce mllleu n'est
pas favorable aux Actinomycetes qui ne s'y maintiennent pas. La pré-

sence de rares Champignons s'expiiquerait par 1'enkystement.

f- Argiles & limonite :

Ltassociation des bactéries a~b-c- y demeure, mais
non les longs bacilles hétérotrophes 4 et e.

Les Ferrobactériales agissent intensément. La présence
de sulfures de fer facilite la réaction : S‘“;_»:gz—sdz.—. Cette
réaction d'oxydation superficielle s'oppose & la réduction des sulfa-
tes au sein de la roche mére sous-jacente. Les dénitrifiants agissent,
mais ne dépassent pas le stade des nitrites : NO% -~ﬁ3>-NO£ .

la trop grande concentration en sels du milieu
nuit au développement des Actinomycétes, nuit aux développements my-
céliens ; la présence de fer ferrique sous forme d'hydrate insoluble

ne saurait T~fForiscer la sporulation des Champignons.
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g~ Dolomie en décomposition :

Les bactériecs du type a-b-c—- subsistent et non
celles des types d et e.
Les tests des TFerrobactériales se révélent positifs.
Les germes dénitrificateurs ne s'y conservent pas.
La trop importante concentration en Tons minéraux nuit au
développement des Actinomycetes.
L'association Champignons-Protistes s'explique par des apports

extérieurs par voie aqueise.

h- Limons de gours :

Les gours sont des piéces d'eau dont nous avons exclu
la photosynthése par les Algues. Elles receuillent tout ce qui vole
dans une grotte.

Les bactéries des cing types a~b-c-d-e— sont fréquentes. La
présence des hétérotrophes se révele indispensable au déblaiement
des substances organiques étrangeéres.

L'oxydation § e Br*SO;-»eSt liée a la formation superficielle
de pellicules de calcite flotiante.

La présence des dénitrificateurs s'explique par le milieu ré-
ducteur. Les Ferrobactériales peuvent néanmoins agir, leur potentiel
d'oxydoréduction détant peu &levé.

Des Protistes spéciaux peuvent apparaftre, rarement il est vrai :
Ciliés et types K. Peu de Flagellés dans ce milieu, mais par contre
les germes de Moisissures se conpservent préférentiellement.

De plus les Actinomycetes ne persistent pas en de tels milieux.

i.- Limons des ruissesux :

L'association bactérienne va de pair avec celle des hété-
rotrophes (ensemble a-b-c~d-e-). Ce milieu ne facilite pas les oxyda~
tions ; les déritrificateurs y sont ainsi présents. Par contre les
Ferrobactériales agissent et restent présentes. L'oxydation de S en
so;‘va de pair avec la formation d'une pellicule de calcite flottante.
Comme dans le miliev précédent, les Actinomycétes ne demcurent pas
dans les limons des ruisseaux, les Flagellés persistent rarement,

mais les germes mycéliens se conservent préférentiellement.
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les sédiments des cavernes.

Tableau synoptique : Ecologie des Microorganismes dans

| I I
sas Bactéries Bactéries Perro-— Protéined  Actino- :
Nature du sédiment hétérotm ¥ TOLEINGS  mso- mycetds, . .
a=b-c GrOYTOT  pactérialds bactériales Noisis— is
phds. a ev sures. Protistyes
Apports extérieurs certains et
Argiles d'entrée de grottes persistants, Affinités avec les + + + Minéralisg + . N
horizons pédologiques superficielsg tion
. . Peu d'oxygene. . | Peu Pou
Limons des ruisseaux + + + Dénitri- i
rH faible. i cation favora- + favora-
ble ble
‘ e SN
. Milieu aqueux. fosgaos | o Peu
Limons des gours , - + + Dénitrifi4 S ‘
Apports extérieurs. cation | e aVOII)"Ell" + | 0i1ids
| S0 . e
Argiles sur parois : Milieu humide. Lo “ ——
milieu anaérobie. rH faible. + ) Dénitrifi- SO 1 + .
] Plausible par iﬁter» cation. T par
Apports extérieurs plausibles mittenoo. g cnkys-— |
tement.
. Oxygene. ! C e, . § ]
Argiles sur parois : - + { dnerali4 S ;:
. — ri eleve. ' Plawsible A i sation "'"'s”'o'i"'.)* + + +
milieu a€robie. Apports extérieurs plausibles i O,
} i
Argiles sous planchers Protégé des apports extérieurs + Pou i . Dén itrio Peu Peu
stalagmitiques défoncés. oo A favora  favoran
Sk favorablc | fication ble bélle-f
j ﬁ
Dolomie en Apports extérieurs plausibles + Plausibla . Minérali-| Peu
décomposition. d et sation favoral * % +
*absents ble '
i i
Plausible | -
Argiles & limonite. Apports extérieurs + dete | + Dénitrifi-d S_.._s- | Feu Peu |
i absents | cation soT favora-- favora-—
plausibles ! 4 ble| VRIS
» |
o ! HMinérali- |
Argiles de fonds de grottes Pas d'apports exterieurs + , : nerali Existent
Sédiments originaux de grottes. l . sation. — - L
{ , | ' i




- 9% -

C. CONCLUSION GENERALE .

Complexifiéde, notre hypothese de départ doit
1'8tre en superposant aux notions spatiales de 1'équilibre des micro--
flores endogées et exogdes, aux notions spatizles de la pollution
d' une grotte par courants aériens, par circulations internes d'eaux
sous toutes leurs formes, par les activiiés humaines, des notions tem~
porelles. Le facteur temps se doit ici d'entrer en jeu. Tel endroit
de grotte inondée en mauvaise saison se verra superficiellement deve-
nir milieu d'anaérobiose, lors méme qu'd la saison séche suivante,
les conséquences et les résultats pourront s'opposer, les conditions
se rapprochant de l'aérobiose et la microflore changeaut. Telle
grotte non découverte n'a pu qu'élaborer et conserver au cours des
sidcles une microflore qui ne peut que lui 8tre spécifique. La décou-
verte de cette derniére entratne la présence humaine, 1'appori de
déchets organiques de 1l'extérieur, 1l'apport de germes supplémentaires
et nouveaux. Ce qui se traduit non pas tant par un déséquilibre floral
spatial, mais bien temporel. Combien dlannées favdrait-il & cette grotte
virtuellement pensée, et n'étant qu'une fois et une seule visitée par

les spéléologues, pour retrouver son équilibre initial ?

La juztaposition ou l'interpénétration, la suite
continue ou discontinue des sédiments dans une grotite se révéle
complexe également, Des échantillonmages fréquents et plus nombreux,
des nombres plus abondants, pallieraient une certaine imprécision
de nos premgiers résultats. Une analyse plus précise, un champ
d'expérimentation étendu dans le temps, l'intervention de la nature

physico-chimique du sédiment, pallieraient de mlme ces imprécisions.

Les premiers résultats sont prometteurs, cetie
étude mérite d'8tre poursuivie, d'autant plus, le microscope électro-
nique étant utilisé, qu'une ultramicroflore vient d'&tre décelde dans

les sédiments argileux des grottes.

U .
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Planche I. Photé 1.

Bactérics du milieu IT & 1'oxtrait de vionde.

Colordes & 1'érythrosine phéniquie.
Tmmersion ¢ 8 x 105

Types a—b-c—-d (lonmgs hétérotrophes flexnoux)
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Planche II. Photo 2.
Bactéries du milieu I & l'extrait de terre.

Colorées & 1!'érythrosine phéniquée.
Immersion : 8 X I05.
Types a~b—c-d-e— (hétérotrophes ponctués ot non

ponc’més) .



Planche III. Photo IV
Bactéries & contour rectangulaire .F.

.

Colorées & . 'érythrosine phéniguée

Imnersion & < 105

Planche III. Photo III.
Cocci du milicu 1 la streptomycine

Immersions 8 x 105 X]




Planche IV. Photo V
Actinomyetbest type: .
Mycélium végétatif sogmenté,en éléments
Apparentés aux Nocardin.
Coloréa. au bleuw de lactophénol,
Microscopes 8 x 60




Planche V. Thote VI,
Actinomyectes tvpe #.

lycélium indivis & ramifications latérales.
Apparentés aux Streptomyces.

CGolorés au bleu de lactophénol.
Microscope: 8 x 80




Flanche VI, Phote VLI,

Kystcs en formation sur filaments de Rhizopus
aprés aspersion de la culture par NaSH
Coloration au carmin acétique ferrique

Grossissement: 450

Photo VIII.
Kystes de changdonons sur pellicule de calcite flottante,

préparés ot photographids aprés passage & la colomne filtrante.
Sans coloration.

Grossissements 450




Planche ¥II. Photo IX,
Péte de Penicillium,
dfapres le milicu & la streptomycine rose Bengale.

Colorée au carmim acétique ferrique
Microscopes 8 x 60




Planehe VEII.Photo X
Pemicillium et pinceaux
sans coloration

&6 X 25
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REPERTOIRE DES PLANCHES HORS-TEXTE .

@ Lo 8,0 ..0 .08
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A. SCHEMAS DES GROTTES.

—— o AR A 4 A i e A i At

I. Grotte type.

2. Grotte de Liqué.

3. Grotte de Peyort.
. Grotte de lMoulis.

. Cavernes de 1l'Herm.

. Cajire de droite ou grotic de Beguet.

4
5
6. Grotte de Sainte Croix.
T
8

. Poudac de la Baousse.

9. Aven de Sainte Catherine.

Ces planches suivent le texte

- - relatif aux grottes qu'elles
représentent.

B. PLANCHES DE PHOTOGRAPHIES .

I. W°I., Bactéries du milieu & llextrait de viande II.

II. W°
IIT.N®

Re
IV, Ne
V. Ne
VI. N°

Ne

2-

N

Bactéries du milieu & llextrait de terre I.

. Cocci de type a.

Bactéries rectangulaires de type f.

. Actinomycetes de type p.

Actinomycétes de type a.
Kystes en formation sur filaments de Rhizopus.
Kystes de champignons aprés passage & la

colonne filtrante,

VII. N° 9. Tétes de Penicillium,
VIII. K° IO, Penicillium,
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