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Si de nombreux chercheurs se sont penchés sur 1'étude
de la microflore "totale” des sols, c'est-a-dire sur les popula~-
tions bactériennes et fongiques prises dans leur ensemble, ou sur
l'analyse de leur activité globale, tres peu de travaux se rap-
portent & 1l'étude systématique des principaux types de bactdéries
que l'on peut y rencontrer. Or, lors d'une expérimentation antd-
rieure que nous avons effectude a propos des modifications appor-
tées & la microflore tellurique par les excrétions racinaires des
plantes, nous avons constaté la proporiion particulidrement élevée

des bactéries corynéformes du genre Arthrobacter. Etant donné que

1'importance numérique de ces germes n'a pratiquement jamais &té
signalée, tout au moins pour les sols frangais, nous avons entre-~
pris le présent travail dans le but essentiel de mettre en évidence
les principaux groupements bactériens des microflores telluriques
des terres de la région du Nord de la Ffance.

Aprés avoir mis au point une méthodologie adaptée tout
particulierement & 1l'étude du "spectre bactérien" des sols, nous
avons effectué ces analyses en apportant deux variantes & notre
expérimentation : l'une étant fonction du site pédologique des
prélévements, l'autre de la présence d'une culture végétale.
Paralleélement, nous avons suivi 1'évolution de la microflore
d'une "terre expérimentale" en fonction de deux espéces végdétales

et de l'4ge des plantes.

Enfin, en appliquant une méthode d'analyse numérique
3 1'étude du spectre microbien d'un échantillon type de sol,
nous avons essayé d'apporter quelques précisions supplémentaires
sur la signification taxonomique des principaux genres bactériens

présents dans ces microflores telluriques.



Le travail préliminaire qui nous a conduit 4 entreprendre
cette analyse microbiclogique de divers sols découle de certaines
observations relatives aux caractéristiques microbiennes de la
rhizosphere des plantules de colza, dont la richesse en germes
corynéformes nous a paru sﬁrprenante (BLONDEAU, 1970). Désirant
connaitre 1l'étendue de ce phénomeéne, nous avons ainsi étudié la
microflore rhizosphérique de quelques plantuleé choisies parmi
les familles végétales tres diverses. Cette analyse nous a conduit
aux résultats suivants que nous allons brievement rappeler. .

| L'expérience a été pratiquée en deux temps. Dans un
premier temps, nous évons placé les graines en germination
gstérile, soit dans des tubes contenant du sable comme substrat,
soit dans des tubes en culture hydropoﬁique9 afin de recueillir,
apres développemeﬁt des plantules, leurs excétions racinaires.
Dans un deuxiéme temps, une terre dite "expérimentale" choisie en
fonction de 1'étude envisager, a été imbibde par ces excrétats et
incubée pendant un certain temps. Quatre types de graines étaient
choisies, une Crucifére : le colza, une Linde : le 1lin, une Papi=-
lionacée : le tréfle et une Graminéde : le blé. la terre expérimen-
tale avait été prélevée & partir d'un champ "inculte", c'est-a~dire
n'ayant pas reg¢u de culture depuis un certain nombre d'années.

Apres incubation de cette terre en présence de ces divers
excrétats racinaires, l'analyse du spectre bactérien nous a ainsi

donné les résultats représentés dans le tablesu ci-apres.



; f
Origine des ; Total des
excrétions ggf:ugi souches Ar § Sp § Ps § b~ § b+ § Divers
racimaires - isoleées
Eau -~ 50 15 14 § 5 4 5 1
4 sable 50 37 2 ¢ 3 2 2 4
Colza hydroponigque 50 39 3 2 0 )
Lin sable 50 30 3 84 4 4 1 8
hydroponigue 50 33 343 3 2 6
sable 50 28 0§ 6 i 4
Trefle hydroponique 50 368 0§ 7 51 o 2
_ sable 50 43 03§73 0 1 3
Ble hydroponique 50 39 04§ 3 2 1 5
g !

Répartition des groupements bactériens dans la terre "expérimentale®

incubée en présence d'eau (témoin), ou en présence des excrétions

racinaires de diverses plantules.

Ce tableau indique les proportions respectives d'Arthrobacter

(Ar), de Pseudomonas (Ps), de germes sporulés (Sp), colonisant la

mais différents des Pseudomonas (b-), le nombre de bAtonnets & gran

positif, mais neprésentant pas de spores (b+) et enfin, le nombre
de bactéries non classées, qui sont surtout des cocci, des formes
particuliéres, ou des germes & gram indéterminé.

Ces résultats prouvent que, quelle gue sbit la nature des
exudats racinaires (colza, lin trdfle, blé) la nméme évolution du
spectre bactérien est retrouvée, c'est-a-dire une stimulation des

Arthrobacter, ainsi d'ailleurs gu'une inhibition des germes sporulés
¥ >




Une expérience complémentaire a ensuite été effectuée
afin de prouver que cette stimulation des germes corynéformes
n'était pas imputable & la présence des sels minéraux provenant
du milieu de culture des plantules et pouvant modifier ainsi la
composition chimique des excrétats racinaires utilisés. Cette
expérience, qui a consisté é cultiver les graines en milieu
hydroponique non nutritif, a donné des résuliats identiques point

par point aux précédents.

Ia stimulation des bactéries du genre Arthrobacier, ob=-

servée dans la rhizosphdre des plantules de colza, ne dépend donc
pas de la nature de l'exudat racinaire, mais peut &tre géndéralisé
& toutes les rhizospheres. Or ce sont les bactéries du genre

Pseudomonas qui sont considérées habituellement comme typiquement

rhizosphériques. D'autre part, certains travaux ont tendance 2
mettre en évidence l'existence d'une relation spécifique entre la
nature végétale des rhizosphéres et leur spectre bacidérien, spéci-
ficité qui est absente dans nos rdsuliats, malgré les nombreuses

A

variantes apportées & nos conditions expérimentales.

Ainsi, nous avons pensé que le principal Ffacteur qui
conditionnalt nos résultats était le spectre initial de la micro-~
flore tellurique employée, puisque nos analyses ont toujours été

levée dans la région

[N

re

s

effectudes 4 partir d'une seule texrre
lilloise. La présence dans cette microflore, diun groupement
4

bactérien dominant tel que les Arthrobacter, peut en effet, ex-

pliquer la nature particulisre de la microflore rhizosphérique,

i‘D

vinsi que l'absence, tout au moins apparente, de toute spécificité

vis-a-vis de l'espdce végétale expérimentde



Afin de nous rendre compnte de 1l'importance relative de
P

ces Arthrobacter au sein de la microflore tellurique des terres de

notre région, nous avons ainsi entrepris d'effectuer une analyse
systématique du spectre bactérien de sols de nature pédologique
trds varide. Par la méme occasion, nous avons essayé de donner

une valeur plus é€cologique & nos résultats en étudiant paralld-

lement des échantillons provenant de terres incultes et de terrss

cultivées.
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Bn raison de 1l'absence d'une méthodologie propre a
1'étude que ncus avons envisagée, axde plus particuliérement sur

la recherche de certains germes, dont les Arthrobacter, les

Bacillus et les Pseudomonas dans les sols, alnsi que sur les

exigences nutritionnelles de leur microflore bactérienne, notre
travail a d'abord consisté 2 mettre au point une technique d'ana~
lyse microbiologique de ces terres. Dans la premidre partie de
cet ouvrage, nous allons donc décrire la méthode que nous avons
utilisée, méthode qui comporte successivement les analyses suivante
1) Apres prélevement, chague échantillon de sol est d'abord
sounis 3 certaines analyses physico-chimiques classiques : la dé-
termination du pH, du taux d'humidité, du taux d'azote total, de
carbone organigue, et de matiéres humiques.
2) Le nombre de bactéries, d'Actinomycdtes et de champignons

est ensuite évalué par ensemencement sur milieux nutritifs gélosés,

U

de volumes connus de certaines suspensions-dilutions, préparées a
partir des terres.

%) Ces suspensions-dilutions sont utilisdes également pour
l'analyse de certains "groupements physiologiques" : la protéolyse,
L'ammonification, l'amylolyse et leur activité est précisée par le
calcul d'un "indice d'activité".

4) L'analyse du spectre bactérien est alors entreprise sur

un certain nombre de souches isolées & partir des milieux pour

nunération et les principaux groupenments bactériens sont réper-
toriés.
5) Enfin, les exigences nutritionnelles de ces souches sont

analysées par la méthode des répliques sur velours.

Tous les résultats sont congipgnés sur des fiches réca-
pitulatives, sur lesquelles sont effectudes les corrections duss

3

a la teneur en eau des échantillons.
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Pour chague analyse de terre, cing prélavements sont
effectués & différents endroits, dans la parcelle de terre choisie,

a l'aide d'un récipient éylindrique de 10 cm de diamétre et de
30 cm de hauteur, qui est enfoncé dans le sol jusqu'a une profon-
deur de 10 cn.
Apreés homogénéisation, la terre est éventuellement sdcohée
4 température ambiante dans une étuve & ventilation, puis passée
successivement sur des tamis 4 mailles de plus en plus petites.
. Le dernier tamis, dont les mailies ont imm d'ouverture, permet
de recueillir un produit final, utilisable pour les expériences.
Sitdt ce tamisage terminé, les mesures de pH, de taux

>

d'humnidité sont opérées, ainsi que la préparation des suspensions-

-+

dilutions. Les échantillons de scl sont alors conservés dans des
sacs en plastique au congélateur, afin que les analyses d'azote
total, de carbone organigue et de matidres humiques, puissent

8tre entreprises par la suite.



ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES
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Nous avone repris les techniques préconisées par POCHON
et TARDIEUX (1962) pour la détermination de certains facteurs

physico=-chimiques des gchantillons de sol.

1) Détermination du pH

\

Elle est effectude & l'aide d'un pH-mdtre & dlectrode

de verre : 20 g de terre sont versdés dans 40 ml dleau distillée

o

et le tout est homogénéisé. Ia valeur du pH est obtenue en plongsan

1'électrode dans cette suspeusion,

Le taux d'humidité est déterminé en rdalisant le poids
sec : on pdse exactement une guantité donnde de 1l'échantillon de

sol dans un flacon a tare qui est placé pendant plusieurs jours

Stuve maintenue & 105°C. Chaque jour, des pesédes sont

Cu
©
ja
4]
£
e
lex
6]

effectudes jusqu'id obltention d'un poids constant. Par différence
avec le poids de terre initial; on en déduit le poids dleau qui

est ensuite rapporté en pourcentage.

%) Teneur on anzobe total

Le dosage de l'azote total est effectudé par la méthode

classique de KJELDAHL.



- 10 -

L'acide sulfurique concentré et & chaud agit comme oxydant
sur les matiéres organiques azotées. Cette attague, ou minérali-
sation, donne apres distillation, une libération d'ammoniac qui
est recueilli dans une solution titrée d'acide sulfurique : il
y a formation de sulfate d'ammonium et le dosage en retour de
l'acide sulfurique par une solution titrée de soude en présence
d'un indicateur coloré, permet de connaitre la quantité d'azots
ninéralisé.

Ces analyses ont toujours été faites & partir d'un échantillor

de 2 g de terre, rapportés au poids sec.

4) Teneur en carbone organigue

Elle est déterminée par la méthode de ANNE qui consiste

en une oxydation a froid du carbone organique par le bichromate de

utilisant

@
ot

potassium et un titrage en rebtour par un sel ferreux,
comme indicateur la diphénylamine. 1 g de terre, rapporté au poids

sec, est utilisé pour chaque dosage.

5) Teneur en matidres humiques

Elie est déterminéde par la méthode de CHAMINADE. L'ex-
traction de l'humus est opérée & partir de 2C g de terre ramenés
au poids sec, qui sont mis en suspension dans une solution d'ocxa-
late d'ammonium & 3 p. 100. Cette préparation est agitée de fagon
intermittente et, aprés 24 heures, filtrée sur papier.

La précipitation de 1l'humus est ensuite cbtenue en

ajoutant de l'acide sulfurique concentré et aprds sdédimentation,



le précipité floconneux est recueilli sur filtre et lavé avec
N
une solution d'acide sulfurique —%6 Jusgqu’a dlimination compl

de 1l'oxalate d'ammonium.

Ce précipité, redissout & 1l'aide d'une solution de
soude —%6, est ensuite traité i chaud par une solution de per-
manganate de potassium pendant 10 minutes ; apres addition de
guantités connues d'acide sulfurigue et d'acide oxalique, le

titrage en retour s’'effectue avec la solution de permanganate

de potassiun.

)
LaNe
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Pour 1l'étude des numérations de germes, des groupements
physioclogigues et du spectre bactérien dans les échantillons de sol
le point de départ est identique : il consiste & préparer des sus-
pensions=dilutions & partir desquelles seront effectués des sense=-
mencements sur milieux gélosés pour l'évaluation des microflores '
et l'analyse du spectre bactérien, ou sur milieux liquides pour
1'étude des groupements physiologiques. Ensuite, c’est i partir
des mémes souches isolées lors ds l'analyse du spectre bactérien,

que seront étudiées les exigences nutritionnelles de la microflore

bactérienne.

I - PREPARATION DBES SUSPENSIONS-DILUTIONS DE SOQOL

Etant donné qu'elle est la base de toutes nos analyses,
la fagon de réaliser les suspensions de terre i ensemencer a la
plus grande importance. En effet, pour que les résultats soient
comparables, 1l est nécessaire que ces dilutions soient réalisdes
toujours de la méme manidre ; aussi nous avons apporté dans leur

préparation un soin particulier.

1) La dilution au 1/10

Afin d'obtenir une meilleure dissociation des particules
Ge terre, la premi®re suspension (10'1) est préparée en homogénéisan
4 l'aide d'un appareil "VIRTIS 45" 10 g de sol & 90 ml dfeau physio-
logique stérile pendant 1 min & 36.000 tours/min. Nous avons préférs
ce mode de dissociation mécanique & l'utilisation de dispersants
chimiques pouvant entrainer des modifications dans la composition
des milieux 2 ensemencer. De plus, nous avons pu vérifier au cours

d'essais préliminaires que cette opération ne modifie pas le nonmbre



2) La_didukiocn au 1/}00

VIRTIS 16-094 de 285 ml) sur un agitateur magnétique, de facon A
obtenis une suspeasicn homogéne coatlnue ; on préleve alors shé-
rilemeny par L'interiédiaire d'une tige de verrc creuse, plongeant
jusqu'a mi Q”Oxondku du liquide en agitation, un volume de 10 wl,
a l'aide d'une pompe péristaltique congue spéeialement pour ced

RT A I3

usage (MATON). Ces 10 ml incorpords dans 90 ml d'eau physiologique

stérile, donnent alors la dilution au 1/100.

dang la figure iv Signalons par ailleurs, qu'il est possible

dlanéliorer ce systime en frachtionnant la sus 3P on de terre
entrainée par la pompe péristalbigue 3 1l'aide d'un hullage, cir=-

culant dans le tuyau. Cetbte opdération permet une progression plus

réguligre de cerbtaines particules de her denses et difficilemeat

figure 1

~
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%Y Les autbres dilutions
- 34 . . P . 1N 4 3""’8 e o ! v . .
Les dilutions suivantes, jusqu'a 10 généralemant, sont

réalisées selon la technique classique, en utilisant des pipeites
gtdériles de 10 ml et en prenant so0in de changer de pipette a

chague dilution.

I — EVATJATION Dmb MTCROFLORES

Afin de connalitre 1l'importance relative des populations
microbiennas dans les échantillons, nous effectuons des numdraiions
de bactéries, d'actinomycetes et de champignons. L'étalement de
dilutions de terre adéquates sur des plaques gélosdes permet, apres

incubation, le dénombrenmsnt de chaque catégorie de germes.

1) Numération des microflores bhactdriennes

Nous avons utilisé le milieu défini par et ROVIRA
(1955) en y apportant cependant quelques modifications en fonction
de 1l'analyse gue nous envisageons : nous ajoutons du glucose a la
concentration de 1°/,, pour favoriser une meilleure croissance des
colonies bactériennes, en vue de l'isolsement des souches ; de plus,
des essais ayant montré que certaines souches trés exigeantes ne s2
développent convenablement qu'en présence d'extrait de sol, nous
préparons directement le milieu dans une solution dlextrait de terre

.

st obtenu

o

au Jieu d'utiliser de l'eau distillée. Cet extrait de sol

fo]

par autoclavage a 110°C pendant 30 min, d'un mélange & parties égale
de terre de jardin et d'eau distillée. Signalons par ailleurs que
pour l'isclewment des germes tellurigues, certains auteurs comnme
CHATLVIGNAC (3957) et GOUNOT (1967) utilisent uniquement l'extrait
de sol gélosé, sans incorporation de sels mindraux et de glucose.

Pour notre part, nous avons toujours employé le miliecu de BUNT et

a—
&
<
et
o
ez
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modifie, dans la composition nutritive suivante :
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Agar 15

Apres dissolution par chauffage, le milieu est sjusté &
pH7,4, répartli & raison de 100 wl par bouteille et autoclavé 2 120°
pendant 20 nin.

Au moment de son utilisation, il est fondu au bain marie
bouillant, puis coulé sn boites de Petri. L'enssmenceuent s'effoctu
alors en étalant soigneusement sur toute la surface de la placque

gélosée 0.1ml de dilutions adéquates de sol (généralement 107,

)

, 10"6) & raison de 10 boites par diiutio

2) Numération des Actinomvcdies

Apres avoir expérimenté plusieurs milieux préconisés pour
L'évaluation des Actinomycdtes, nous avons retenu celui du glyedroli-
asparaginate de sodium défini par POCHON et TARDIEUX (1962). En

effet, le milieu A base de pomme de terre et de bichromate de po-

tassium 1 %, recommondéd par FAIVRE~AMIOT est tr2s rapidement envahi

par de larges colonies de Bacillus myveoides, rendant les numdrations
difficiles ; de mdmes nous avons abandonnd celui de XUSTER { )

[ON
1

plus complexe et plus sélectif, destiné surtout a 1'isclement des

&3]




Ia compesition du milieu au glycérol-asparaginate de

godium utilisé est la suivante :

PO UK, 1 g

Glycérol 10 ml

Asparaginate de sodium 1 g

Oligo=-éléments 1 ml

Agar 15 g

Bau distillée 1000 wl.
pH 7,0

Autcclavage a 110°C pendant 20 min
L'ensencenment se fait comme précédemment en étalant 0,
des dilutions 10"5, 1074 et 1072 & la surface des plaques géleosées

by oy

a4 raison de 5 boltes par dilution.

%) Numération des champignons

A la suite de plusieurs essais, ncus avons préféré le
milieun de CZAPEK aux milieux sélectifs de MARTIN (1950) A& base
d'acide citrique, de rose bengaslie ou de Sirepiomycine. la compCe

sition du milieu de CZAPEK est la suivante :

PO HK, 1 &
NO3Na 3 g
50, Mg, TH,0 0,5 g
CiK 0, g
ja] T

‘uoq_l‘e O;Q‘i g
Saccharose 30 g
Agar 18 g
Bau distillée 1000 ml

pH 6,5 a 6,7
Autoclavage a 110°C pendant 20 min
Cependant, l'azote étant fourni sous forme de nitrate,
11l a été nécessaire d'enrichir le milieu de 1 °/oo de peptones,
pour permettre le ddéveloppement dun plus grand nombre d'espdces

fongigques.,



=

Iifensemencement est effectud daung la mas%o, a raison de
. - -
5 boites par dilusion ; 0.1 ml des dilutions 10 10 3, 10 7 sont

déposeés au fond des boltes de Petri, dans lesguelles on coule en-
suite le milieu préalablement fondu et maintenu au bain-marie X 459

-~

Les boiltes servant 2 la numération des bacidries et des
actinomycétes sont incubdes & 28°C pendant 8 jours, alors que celle
destinées & 1l'évaluation des champignons sont incubdes 3 249C penw
dant 6 jours. Ia reconnaissance et le dénombrement des colonies sur
es 3 milieux sont effectués & 1'aide d'une loupe binoculaire. En
fonction du taux d'humidité de chagque échantillon de sol, les

I 3 i 7

nombres obtenus pour ces numérations sont corrigés et rapporités

fa¥]

an poids de matiére s&che, afin de permetire des ﬁomparalgbnso

II - EPUDE DES GROUPEMEN TS FONCTIONNELS

L'évaluation des microflores totales : bactéries, actino-
myceies, champignons, est insuffisante 2 elle seulc vour carmctiris
un sol et surtout pour juger de son activité biologique. Parmi les
nombreuses techniques d'étude qui rendent compte de 1'activité
globale d'un sol, nous retiendrons tout particulidrement celles

N

mises au peint par POCHON et coll. (1962) et relatives & 1'analvee

des "groupements fonctionnels" appelds aussi "groupements physi

O
i

logiques".

On entend par ces termes, des ensembles de germes remplis-
sant dans le sol une fonction physiologique bien définie, counstitua:
un chainon du cycle de l'azote ou du carbone. Leur différenciation
est basée sur le choix et 1'utilisation de certains milieux &lectif:
qui, par leur compositicn en éléments nutritifs, ne permnetitent que

la prclifbra ion de cprtalns germes accomplissant uue fonction



Nous avons limité cette étude & l'analyse des trois

~
uJ

principaux groupements fonctionnsels : la protéolyse et liaumcni-
fication gui concernent la cycle de l'azote et L'amylolyse pour
i : I

le cycle de carbone.

z

1) Princive oéndral de la méthode

¥

Le milieun de base est constitué par la solution mindrale

de WINOGRADSKY dilude au 1/20, additionnde d'une solution doligo-

¢léments, L'électivité est ensuite confdérée & chacun des trois
milieux par l'incorp v"tlon d'un substrat énergétigque défini.
Les milieux sont répartis dans des tubes de 16/160 &
raison de 10 ml par tube pour 1'ammonification et llamylolyse, ou
dans des tubes 3 hémolyse & raison de 2 ml par tube pour la pro-
$éolyse. Ils sont autoclavés & 110°C pendant 20 nmin.
L'ensemencenent s'effectue en incorporant 1 ml des dif-
sant 5 tubes pour chagque dilution. Les rédsultats sont lus apriés le
Jeme jour et le 82me jour d'incubation 3 282C et 1l'utilisation des

tables statistiques de Me CRADY permet de colculer le ncabre de

o

germes corvespondant i chague groupement physiologique.

o

eg essal

9]

préliminaires portant sur 4 dchantillons de

terre et représentés swuwr la figure 1, montrent en effe’ que pour

]

[ON

ces courbes d'activité, les points les plus significatifs sont
ceux qui sont obtenus le Jéme et le 8éme jour. Cependant,

indication numér ique ne permet pas dfapprécier llactivité des grove
pements, Ausgi, nous avons essayé de traduire cette activitd en
données numériques, en calculant le rapport des chiffres cbienus

le Jeme ct le 8ims jour d'incubation das milieux sélectifs et en

multipliant ce rapport par 100,



A% 2WES dey
dilutions

SEPELGE e O F 66 &
ol , @ @ v @ e

"@oolu.w@slo-.- 1Brcecs

C
&

I

Pz Prairvie

PROTEOLYSH

0 1 i i 1 i ' é&.
1 2 3 4 6 7 8 9 10  ars
indices des 4 .
dilutions ITES IR SPEY PR Tes
5 o ‘““J# " -t e 6 venm 3 wen & e
7 Pt 34 /'/gs—- s o ¢ D e
‘x .’ﬁn—-m@ ‘.@‘ﬁinoe@-c-e.@ee...@s..u
6 »d w@* 6/ e.sg‘
ﬂ”‘ '/‘ecqc.y@‘.
/6
/
AMUNMVIOCONIFICATION
T jou
! i ] 1 £
7 8 ¢ 19
A indices des
-7 } diluations
°I @ @ @@ T
-
@~ peattportiar s C
5F o ott 423 1 467
‘(4-
a-“'/’&
9/. @/ﬁ e B—om Pt G—3 L
.'®.¢av.@~coatp°o-to@l'il" I
' /{‘9 AMYLOLYSE
ot
8

jours

Figure 2 T ANALYSE DES CGROUPEMENTS FONCTIONNELS
A PARTIZR DE 4 ECHANTILLONS DE TERRE



Alnsi est défini ce que nous avons appelé "1l'indice d'tactivité"
des groupenents, qui egt indépendant du nombre total de germes

responsables d'une fonction physiologique donnée,

2) Germes vrotdolyiiques

On utilise le¢ milieu de TAJUDIE et CHALVIGNAC (1956)
rendu €électif par addition de gélatine comme unigue source de
carbone et d'azote :

Solution saline de Winogradsky 50 ml

Gélatine 30 g
0ligo~él énents ‘ 1 ml
Bau distillée A ' 1000 ml

Pour la lecture, l& tubes sont d'abord refroidis au

réfrigérateur. La liguéfaction de la gélatine traduit alors

1l'activité protéolytique dans les tubes positifs.

ammonifiants

N
~
jop]
o
e
£
D
w

Le milieu électif utilisé renferme de l'asparagine
comme source de carbone et d'azote :

Solution saline de Winogradsky 50 ml

Asparagine 0,2 g
Oligo-éléments 1 ml
Bau distillée 1000 ml

Apres développement des cultures, l'activité ammoni-
fiante se manifeste par la formation d'ammoniac, révélé par le

réactif de Nssgler.
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4) Germes anylolytigues

Cn emploie le milieu de BARJAC et CHALVIGNAC (1957) A&

d'amidon :

solubion saline de Wihogradsky 50 ml.
Anidon de riz 1,5 g
NO5NIT, 3 g
Extrait de sol 10 ml
Oligo=-éléments 1 ml.
Bau distillée 1000 ml

Lt'hydrolyse de Ll'amidon, recherchée par le lugol, tra-

duit Llactivité amylolytique.

- Composition de ja solution saline de Winogradsky :
Phosphate bipotassique 5 g
Sulfate de magnésiunm ' 2,5 g
Chlorure de sodium 2,5 g
sulfate ferrique . : 0,05 ¢
Sulfate de manganése 0,05 g
Bau distilide 10060 ml
ition de la solutbtion d'cligo-Sléments
Molybdate de potassium 0,05 g
Borate de sodium 0,05 g

Perchlorure de fer (solution & 28 %) 1 goutte
/ o

Nitrate de cobalt 0,05 g
Sulfate de cadmium ‘ 0,05 g
Sulfate de cuivre 0,05 g
Sulfate de zinc _ 0,0% g
Suifate de manganése 0,05 g

LA

Bau distillée 1000 ml
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IV « ANALYSE DU SPECTRE RACTERIBN

ans le contexte de 1l'expérimentation envisagée, cette
analyse représante l'essentiel de notre travall : elle a pour
objet d'étudier la répartition des principaux genres hactériens

constituant la microflore dominante. Elle zuppose une étude mi~

:{»

crobiologique des souches bactériennes ef leur classification
selon des criteres définis. Ta difficulté d'une Htelle analyse
réside surtout dans la diversité des méthodes de regroupement,
ainsi que dans la variabilité des critéres d'identification des
bactéries. Ainsi BRISBANE et ROVIRA (1961) aprds avoir compard

trois méthodes permettant de grouper les germes isolds & partir

d'une terre : la classification basde sur les associstions de

o
jav
L
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l'identification par l'utilisation de la clé de
SKERMAN basée sur le Bergey's Manuval et la classification sui-
vant l'index d'affinité, obtient des résulitats trds variables
qui confirment la difficulté du probléme, aucune méithode ne
convenant parfaitement.

Pour notre part, étant donné la naturs de la microflore
des sols que nous voulions analyser, nous avons adopté une méthode
simple, basde d'abord sur des examens microscopiques des souches
bactériennes. Ces criteres morphologiques psrmettent alors la
répartition en plusieurs groupes, qui sont ensuite identifiés
en fonction de leurs caractéres taxonomiques déterainants, selon
une nomenclature précise. Nous reviendrens d'ailleurs sur lleffi-
cacité de ces critéres quant i l'identification des germes du
sol, en applicuant une méthode ds taxonomis numérigue & 100 scuchss

bactériennes isolées & partir d'une terre.



1) Isolement des souches

Btant donné qu'elle conditionne la valeur des résultats,
Ja naniére d'isoler les souches bactériennes qui seront ensuite
déterminéss, a la plus grande importance. Nous avons toujours
opéré de la fagon suivante : pour chaque terre, & partir des éta-~
lements réalisés sur le milieu modifié de BUNT et ROVIRA, nous
sélectionnons d'abord au moins 2 ou 3 boites contenant des colonies
bien séparées les unes des autres. Ensuite, sans faire de choix
parmil ces colonies bactériennes, nous en prélevons une centaine en
les numéreotant de 1 & 100 et nous les repiguons sur le méme milieu,
mis réparti en tubes inclinés (en fait, nous avons toujours isolé
plus de 100 souches par €échantillon de sol, ceci afin de pouvoir
éliminer éventuellement celles gui ne scnt pas pures ou celles qui
se révelent par la suite &tre des Actinomycetes. Ces tubes sont ale:

renplacés par les souches portant un numéro supérieur i 100).

2) Critéres d'identification

h

Le point de départ de notre méthode d'analyse du specire

{

bactérien consiste d'abord en une répartition seleon des critéres
morphologigues. Apreés 24 heures et 5 jours d'incubation & 289C,
nous effectuons une coloration de gram pour chacune des souches
précédemment isolées. L'examen microscopique de ces frotiis permet
alors de répartir les germes en plusieurs groupements principaux :
les cocci, les bAtonnets droits & Gram positif, les germes sporulés,
les germes pléomorphas produisant des "cystites" dans les aultures

L)

dgées, des vAtonnets droits ouw:coccobacillaires A Gram négatif, et
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enfin, des formes diverses ou particulidres.

-

Cet examen morphologique permet trés souvent, sans tests
P 819 ® ’

biochimiques complémentaires, d'identifier, parmi les germes Spo=-

A N

rulés : les Bacillus grice a la présence de spores centrales et

Lewd

parmi les germes pléomorphes : les Arthrobacter.

Ce genre Arthrobacter, décrit pour la premiere fois par
CONN et DIMMICK (1947) est un groupe hétdérogéne comprenant les
Corynebactéries saprophytes non cellulotiques du sol. Aussi a-it-il
été décrit sous divers noms, mais a la suife de travaux assez
récents, MULDER et coll. (1963, 1966), GOUNOT (1967), MULLAKHAN BHAI
et BHAT (1970), son individualité est désormais admise et sa carac-—
térisation peut s'effectuer directement selon le crit2re morpholo-
gigque de MULDER et coll. (1963). En effet, ces bactéries sont
essentiellement caractérisées par une morphologie variable : elles
apparaissent dans les stades Jeunes comme des biAtcnnets assez courds
4 gram négatif généralement ; par contre, les cultures Agdes ne
présentent plus que des cellules coccoides : les cysitites, a4 gram
positif. Préecisons d'ailleurs que ces variations morphologiques
sont non ssulement fonction de 1l'dge des cultures, mais également
de la richesse du milieu utilisé : MULLAKHANBHAI et THAT (1967).
Quoiqu'il en soit, la distinction entre ces deux stades est treés
nette et c'est ceitte caractéristique qui nous a toujours permis

de reconnaitre les Arthrobacter. (photos 1 et 2).

Parmi les bitonnets & gram négatif, nous avons recherché
les genres bactériens suivants, dont la présence est souvent si-
gnalée dans les études systématiques des germes telluriques : les

Pseudomonas, Flavobacterium, Xonthomonas, Achromobacter, Acinetobag-

ter, Alcahgenes, Agrobacterium,




e genre Foeudomon
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comme des bitonnets droits & gram négatif, possddant une
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oxydase, mobiles, adrobles siricis, oxydant le zlucose en milisu

[
de Hugh et Leifson et produisant souvent des pigments solubles.
Pour THORNLEY (1960) et STANIER et coll. (1968), lialealinisation

de l'arginine en anadéroviose par le genre Pseudomonas, constitus

t le critire ddéterminant de ce groupe : l'arginine se dé-
gradant en donnant comme prodults intermddiaires 1la citruline et

L'ornithine avec libération d'ammoniac gui alcalinise le milieu.

Pour le geure Ilavobacterium qui est représenté par des
vitonnets droits & gram négatil, il produit géndralement un pisment
jaune~orangé inscluble sur les milieux gdélosés. Pour certains auieu
cas germes ne sont pas mobiles (SCHBEWAN, 1960), HENDRIE et coll.
(1964) ; pour diautres, ils sont mobiles : Bergey's Manual

HOLDING (3960), THORWILEY (1967), BERLAND et coll., {1969), Fn outwrs

ils

cients en cytochrome oxydase. Les autres carachtéres tels le type
respiratoire, L'oxydation du gluceose en milieu de Leiflson, sont

conparables & ceux des Pseudonmonas.

Les fanthomonas constituent un genre voisin des

L.

rium, ils s'en distinguent cependant par la synthdse d'un pigment

P

Jaune inscluble mais pilus clair et par la production d'hydrogtne
sulfuré.

Le genre Achromobacier comprend des bachéries 3 gram

, ils sont mobiles, aérobiles stricts, lége-

ent oxydants et pauvent possdéder une cybtochrome oxydase ; selon

w
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SCHEWAN (1960), DBERLAND et coll. (1969), ils sont iumobiles, oxy-

3 H

dants ou inerftes sur le glucose, sang toutefols 1l'alcaliniser

v

les germes alcalinisant le glucose et le lailt tournesolé étant
considérdés comme faisant partie du genre Alcaligenes.

Les Acinetobacter groupent, selon THORNILEY (1967), de

formes coccobacillaires s'apparentant aux Achromobachter, mals s'en

distinguant cependant par l'absence de mobilité.

X

Enfin, le genre Agrobacterium se rapporte & des bitonnets

gram négatif non pigmentés, possédant une cytochrome cxydase,

By

~

mobiles, aérobies stricts ot oxydants. Four REBJ VERTS et De LEY
(1963), ce genre se caractdrise essentiellement par sa faculité de
transformer le lacitose en céto-lachtose.

Itant donné ces nombreuses définitions souvent contra-

dictoires donnédes par la littérature, pour nos analyses, nous

.

-

avons considéré le genre Psgeudomonsns défini selon STANIER et coll.

b

(1966), les genres Flavobacterium, Fanthomonss, définis selon

o

BERLAND et coll. (1969), les genres Achromobacter et Alcalisenes

gelon Bergey's Manual (1957), le genre Acinethobscter selon THORNLEY

et enfin le genre Agrchacterium selon BERNAERTS et De LEY

{1963). Ia recherche de certains criidres tax conomiques déterminants
t

tra alors de veconraltre chacun des grounes.

Lo

e

Ces diffdrents critdres sont résumés ci-apres sous forme

d’un schéma. Alnsi la production de pigments sclubles, la présenc

¢

de cytochrome-oxydase, l'alcalinisation de 1l'arginine en anadrobiose
l'osydation du glucose en milieu de Hugh et Leifson, constituent
les principaux tests de reconnaissance des Pseudonmonas, avec la

z

wobilité et le type respiratoire. Les bAtonnets droits & gram né-

..

gatif, mobiles, pouvaunt posséder une cytochrome ozydase et synthé-

b
n
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Parmi les sept types nutritionnels définis par LOCHERAD
et CHASE (194%)

.
dans c¢e dowmaine

@

nu six, qui sont les plus lumportants,

(1957), nous en avons rete
Précisons dgalement que nous avons repris les compositions préco-

nisées par LOCHHEAD et CHASE, sinsi que les concentrations.

a) Milieu de base M : c'est un milieu minéral glucosé & 1°/,,

e om0 Tt vt B L G S ST S TG

PO K, 1 &
N0.K 0,5 g

S0 4I\ﬁg, TH,

Ca012 0,1
NaCl 0,1
Pa (O 4 ‘

Fe 613, LH2O 0,01

0 0,2

L4

kR @ & &

Glucose i

Agar 15

Baun distillée 1000 ml
tH 6,8

Autoclavage a 100°C pendant 20 min.

b) Miliecu A
11 est identique au milieu M, mais contient en plus
une solution d'acides aminés (casaminoacids vitamin~free "Difeo™)
stérilisée par filtration sur membrane Millipore D,45f} et incor=-

porée & la concentration de 4 mg/ml.



c) Milieu V

C'sst le milieu M auquel on ajoute une solution des

vitamines hydrosolubles aux concentrations finales sulvantes

Thianmine 5 pg/ml
Acide panthoténique 5 -
Riboflavine 5 -
Acide nicotinique 5 -
Pyridoxine 5 .
Aclide pwaminombenzoique , 5

Acide folique 1 -

Vitanine B12 0,2 -

Biotine 0,1 -

d) Milieuw AV : il est identique au milieu A, mais contient

a0 ey s D us s 00

en plus les facteurs de croissance précédemment indiqués.

e) Milieu L : c'est le milieu M additionnd d'urne solutiocn

s vz D 2 G L e s

d'extrait de levure & la concenbration de 10 mg/ml.

f) Milieu T : c'est le milieu L auquel on incorpore une $o0-

e e VD a7y s o =

lution d'extrait de sol, identique a celle qui comstitue le milieu

modifié de BUNT et ROVIRA,

m s . ’

2) fechnioue utilisde

La méthode classique consiste 3 cultiver les souch en
milieu liguide. ¥n raison du nombre de bactéries que nous devons
analyser pour chaque échantillon de terre, nous avons préféré em-
ployer un procddd plus rapide : la méthode des rdépliques sur velours

2

couramment utilisée on gdéndtigue bactériennc.



-—

W

Cette méthode mise au point par LEDERBERG (1952) est

en effet un procédé simple permettant de tester, pour toute une
série de souches bactériennes, leur aptitude & proliférer sur des
milieux de valeur nutritive différente. On utilise pour cela un
morceau de velours stérile, tendu sur un tambour dont le diametre
est légeérement inférieur & celui d'une boite de Petri. On applicue
sur le velours la plague gélosée portant les colonies bactériennes,
de maniere & y laisser leur enmpreinte : il suffit ensuite d'appli-
quer successivement sur ce velours les plaques gélosées "“vierges®

de composition différente pour en déduire, apres incubation, le

pouvoir de synthése des souches.

Pour nos analyses, les 100 souches précédemment isolées
lors de l'étude duAspeotre bactérien de chaque échantillon de sol,
sont d'abord ensemencées en stries sur le milieu gdélosé complet de
BUNT et ROVIRA & base d'extrait de terre, & raison de 20 souches
par boite de Petri. Aprés incubation & 28°C pendant 24 & 48 heures,
elles sont repliquées en chambre stérile sur chacun des six milieux
décrits, en respectant l'ordre des richesses nutritives croissantes

des milieux.

La lecture des boites est possible aprés 48 heures d'in-
cubation & 28°C. Dans certains cas, lorsque les résultats ne sont
pras suffisamment significatifs, nous pratiquons un deuxiéme passage
sur les mémes milieux, afin d'éliminer les auto-apports de facteurs

de croissance présents dans les inocula.
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ANALYSE DE LA TERRE §
L du prélevement date culture présente culture précédenie
C.organique : a matipres )
. e - ] . /o ¥ s
pH: Humidité: By s . o/ fomi ques:
. e IN.organique: /o
CROFPLORE BACTERIENNE ACTINOMYCETES ] GNOTIS
(en n® de gexmgo./g) {en 1‘73, ( =N nb/g)
ans correction: .10 sans correction: .10 sans correcltion: .10
»res correction: .10 aprés correcticn: .10 apreés correction: .10
RMIES PROTEOLYTIQUIE! GERMES AMMONITIANTS GERMES AMYLOLYTIQUES
3j. 2j. L
8. 3.
fivita: activité: activité:
. b y b Y ;
cansg correction: .10 n_ sans correction: .10 n sans correction: .10
> 1] b b ] b s t :
ADTES : .10 n apres : .10 i apres ' H .10
SPECTRE BACTERIEN
ouchesj cocci spores [cystites b + b - divers
ctéri-
on £
senres
ouches
GROUPEMENTS NUTRITIONNELS
2 ences M A % A+V EL ET
2
lore totale /\‘, ’
Axrthrobacter n
n
CARACTERISTIQUES DIt LA TERRE




i
[N
()

2¢ PARTIE

RESULTATS DES ANALYSES MICRBRORIOLOGIQUES

DES SOLS LE LA REGION DU NORD

DE LA FRANCE
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Compte tenu des résuliaits que nous avons obtenus a pariis

pag
f2d
i
4
e}
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1~ PR~y ~ & s - -
des rhizosph artificielles rdéalicédes en

gue nous avons rappelés brieves

et qui soulignent la

iCz

crofloves rhizosohériques, nous avens voulu rechercher
abord si la cause de ce phénomene dtait imputable

au pourcentage élevé de ces Coryndbactdéries dans les scle de la

(‘3\

gion 1illoise A partir desguels avaient ¢té effectudes ces ex-
périences en laboratoire,

-

b) ensuite s'i

i..-l

&t

Q}

it possible de retrouver ces resulints en
ttudiant les échantillons de terre prélevés paralldlensnt dans des

parcelles de sol démunies de végédtation, ou présentant des cultures

©
<

T80 " 2.5 - 2yt vy e
A 1'aide des méthodes que nous avons décrites dans le
chanitrs "éﬁ?’\d(a + ¥ y o3 " a oined ~éa S aus Aoy o o dfans -
(.z,z.li,;}}w. Yio a recedens ) nous a YOS 8iNSh pTO cens aux 1QUX sg@riese ¢ SRS

cmpre dlechantile-

e

lons de terre de nature pédolegique variée sont choisis 3 diffdre

by

endroibts dans ! pour chaque site
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choisi nous effectuons un prélévement dans une parcelle non cultivé:

s

et un prélévement dans une parcelle cultivée, située & proximité
de la précédente.

e

2 - A partir d'échantillons de terve prélevés a différents

CD\

moments de Llannde dans un méme champ expérimental compartiment
en trois parcelles : l'une restant sans végitation, les deux antres
portant chacune une culiure.

Les résultats obienus dans ces deux séries dianalyses
microbiclogiques sont exposés dang les deux paragraphes suivanis.
Etant donné 1'sxistence de nombreux poinis commung snire les deux

- -y - . e, AL gy v 5 [ S 2 N s re
NONE avoens Tegrcure Gans un roisienme paragrapne




L
A\
§

!

A_ CARACTERISTIQUES MICRCBIOLOGIQUES DES SOQLS

EN FONCTION DE LEUR NATURE PEDOLOGIOUE

ET DE LA PRESENCE DES CULTURES

Cette analyse a donc pour but egsentiel de répertorier
les principaux groupements bactériens présents dans des sols de
nature pédologique différente et de comparer, pour chacun de ces
sols, le spectre microbien de la microflore d'une parcelle culti-
vée, subissant une rotation annuelle de cultures, par rapport &
celui d'une parcelle sans végétation ou recouverte d'une végéta-
tion permanente sauvage.

Cette étude a porté essentiellement sur 14 échantilions
de terre prélevés tous dans la région du Nord de la France. Dans
le tableau I sont précisées l'origine gdographique et la nature
physique de chaque échantillon, ainsi gque la nature de la végétation
en place au moment du prélévement. Dans le cas des parcelles culti-
vées, la majorité des "terres rhizosphériques" proviennent de champs
de blé. Par contre, nous avons une certaine hétérogéndéité dans le
choix des "sols incultes", qui, ou bien ne portent aucune végéta-
tion, ou bien sont couverts d'une végétation naturelle non proli-

férante.
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tablean I, ou les pourcentagess de carbone organigus,

ey e d ey o Pwamay MITE S il a6 vy b oy st A S N T T o n e s Ao Y

(SR € Maviered AQUMNIGUSS 80NT SXDTLAMeES Dar ranpors &l DOLAE 8 B -
e s i £ gt i A

Remarguons que la valeur du pH ne semble pas sn relation

) e s PR I S o o~ N - s SN S
avec la présence deg cultures vegetales. Ces valeurs sont en géndral

nsuisres, ou lége
- Pévile qui ont un pH nettement acide.
Par conbre, pour les analysss cnimiques, les teneuvrs en

arbone organique, azolbe iotal el matisres humiques sont

2 Y ) - e 4 "
lenment plusg elevess dans les ferres incultes que dang les sols
4 4 % 5 £ . RETH - 3 i Fepa g e e
vhizosphérigues, indépendamment du subsitrat et de la natuore des
cultures végétales. Ean particulier, par rapport aux parcelles non

cultivées, ce sont les taux de carbone organique et de matiéres

humiques qui subissent une baisse importante dans les échantillons

i

s’

rhizosphérigques. Ces résultats sont dis aux incorporations d'sngrais
minéraux azotés responsables dgalement de la diminution des rapporis
¢/N dans les pérc@lles portant des culiures. En effet, 1l'incorpo-
ration d'engrais minéraux seuls accélére les processus de mindra-
lisation des matidres organiques du sol, ce qui entraine une balsose
du rapport C/N. Ainsi, ces analyses chimigues sont 4 prendre en
vtion de l'activité de certains

g

groupsments physiologiques du cycle de lfazote et du carbons.
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1 g 1T
- EN S I (OAR 3 3t pm g oy - S T o~ o 4 ey g
montre tout dishord 1limportance welabive des bactéries par rape-

In ce qui concerne leg populations bactérisunes
chantillons provenant des narceiles culitivées précentent boujours
une microflore pius abondante. Ce phénomdne classigue, di & 1l'eifed

ruizosphére, slexplicue par la concentration relativement élsvée

£ 3 - L -+ - ey -
des secretions racinaires dans ces sols. Cet effet rhizosphdre

'A > o e - ] o~ X f=) 3 3 3 T AT P
est particulierement net dans le cas des échantillons prélevés

dans la région de Zuydcoote, conbenant une proporition assez ime-
poritante de sable fin.

Par contre, L'évolution des Achtinomycdtes et des champi-

] TN L - I VU
guons ne senble pas €tre en relation avec la presencs des sexcretions
racinaires. On peut cependant, cn fonction de la naturs du sol,
noter l'imporitance de ces Actinomycétes dans les échantillons
argileux et leur faible proportion, tout comme les champignons,

dans les sols sableux.

3) Btude des_grounsments physiologiques

™ 1

In général, quel gue soit 1L'écuantillon de terre analysé,
les germes amnmonifiants sont les plus abondanis parmi les trois
groupements physioclegiques étudids (tableau III). Mais qu'ils soient
ammonifiants, protéolytigues ou amylolytigues; le nombre de germes

[SEW

déterminé par les tables statistiques de Ve CRADY, ne semble pas

étre en vapport avec le Lype de sol, ni avee la présence des cule-

tures.
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Cette stimulation das Arthrobactsr sleffectus d'aillsurs

2 Ly L
inue {58!1’;;‘ ralement &

s AL =Y

........

1 H -4 PR NP SRI S R s . - R e ] £y C < - o -
riche en Actinomycetes ftableau II) dont certaines souchsas dhaient

productrices d'antiblotiques, donnant de larges Zones d"innhibition
sur plagues gélosées. Un phénomene d'antibiose sembleralt sinsi

intervenir en favorisant la prolifération des

Signalons également que dans tous les dchantillons ana-

z . . 14 Y N ~ R TP FR N
lyses, la majorite des souches diArthrobacter isclides produisent

un pigment jaune-orangé insoluble.
Quant aux bactéries a gran négatif, dont le pourcentage

g

pst relativement impertant dans certains sols (Boulonasis, Mélan~

tois, Dunkerguois) elles ne semblent pas &tre stimuldes dans les

sols rhizosphériques riches en Arthrobacter, sauf dans les terres

limoneuses du Mélantois et de la vsilée de la Iys. De nlus, elles
X 3

3

constituent un groupe taxonomigue itrés hétérogéne, souvent repré-

Lo

senté par les genres Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobscier et

Acinstobacter ; les genres Agrobacterium, Xanthomonas

sont toujours absents ou tres rares.

Cependant, en fonction de l1la nature pdédclogicue du sol,

nous avons noté parfois une abondance relative de certains germes



pour

(9 % vpour Do i), cellie

g e - i = N e oF e
(11 % pour Me ¢) comme pour c2lle du Dunkerqueis (10 % pour Du c).

& < ~ vx b L papy J 5 vy -
des classcs dans la catégorie des "Divers".
5 ) Etude types nutritionnels
Du tavleau V, il ressort gue la me des souches
b} rd Id 3 I 3 I3 - 3 i
bactériennes isclées des différentes terres ont des potentinliiés

de synthése trés élevées, pulsgue dans tous les cag, plus de la

moitié des germes veuveat proliférer sur le milieu M avec comme

unigque source de carbone le glucose. Uepsndant, les bactéries
provenant des sols rhizosphériques se distinguent neivement par
une proportion plus élevée de souches exigeanbes en acldss aminés

(type nutritionnel A) par rapport & celles isoldes des terres non
1

cultivées., Ces différences se retrouvent dlail

VII). Xci sncore, ces résultats peuvent s'expliquer par la pré-
’ 1 &

3 oy - O BN A P A T L VST S SUA
sence dans les sols rhizosphériques, d'excrévions racinalres riches

‘.5
(D N
W

en acides amin

o A o~ FEC N QI 4 3
3,-gui ont pour effet de stimulet leg souches exi-

[N

geantes en acides amines aux dépens des germes probotrophes.
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B - EVOLUTIOR DS CABACTERISTIQUEZ MICROBIOLOGISULS
D’ UKE TERRE EN FORCTIOH DEg LA

CROISSANCE DES PLANTES

Le but de cette étude est triple : nous apporter des
renseignements sur 1'évolution d'une microflore tellurigue donnde,
d'abord en founction de la présence dfune végétation, ensuite en
fonction de la nature des cultures végétales et enfin, en fonction

de l'4ge des plantes.

Bien slir, il faudra prévoir de nombreuses convergences
avec les analyses présentées dans le chapitre précédent, mais les

" .

conditions expérimentales sont ici beaucoup plus strictes. Tous

les prélévements sont effectués & partir d'une terre non cultivée
depuis plusieurs années, ce qui nous permettra d'éliminer le rdle
éventuel des apports d'engrais dans les échantillons rhizosphérique:
La parcelle de sol expérimentée (6 x 18 m environ), situéde dans

le territoire de la Cité Scientifique, a d'abord été labourée en
automne, afin de supprimer la végétation sauvage qui s'y était
installée. Puis nous avons pris soin dfempécher toute prolifdéra-
tion de plante, jusqu'a la péricde des semis (28.3.71). A ce moment,
le champ est divisé en trois parties égales de 6 x 6 m : la parcelle
centrale sert de témoin ou toute végétation sera continuellemefit
éliminée ; les parcelles latérales sont ensemencdes : 1'une avec
une gramindée, le blé et l'autre avec une crucifére, le radis.

Les prélévements de terres ont été effectuds simultandment dans
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1) Analyses ohvsico-chinmigue

Les résultats obltenns sont »rdisentds dans le tablesu VIIT
Chagque dchantillon est ddaigné nar uwae abrdviation composde d'une
letire : T pour la parcelle temoin, B ou R pour lss parcelles enw-
semencées avec le blé ou le radis, et dtun chiffre : 1, 2, 3, cu
4, correspondant A L'ordre des pré

I1 ressort de ces rdsultats qus si le pH n'a pratiguement
pas varié dans la parcelle témoin, il a par contre diminué assez
fortement dans les échantillons rhizosphériques et d'une valeur
identique. On peut aussi noter que les iteneurs re 1ﬁtives en carhon
organique, azote votal et matidres humiques, scnt faibles dans tous

les cas ; mais contrairement aux analyses du chapitre précédent,; le

alcul du rapport C/N failt ressortir une valeur plus €levée pour

les parcelles cultivées.,

2) Btude des microflores totales

Les résultats obtenus par les numérations de bactéries,

b

$,
o
-

Actinomycétes et champignons, sont rassemblds dans le tableau
Nous constatons, pour chacune des microflores, gqu'il
existe une certaine stabilité dans la parcelle témoin, tout au
moins pendant la période étudide. Par contre, pour les parcelles
cultivées, leur évolutbion est différente suivant la microflore
considérée : pour les Actinomycétes et les champignons, nous Obw

tencns une diminution relative de leur population, alors que pour

les bactéries, l'effet rhizosphére est treés net, en particulier
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C - DISCUSSIAGNS ET CONCLUSION

A la suite de ces deux types d'analyses des microflores
telluriques en fonction de la nature pédologique des préléevements
et en fonction de la présence d'une culture, nous pouvons faire
les remarques suivantes :

1) La population bactérienne est toujours plus importante
dans les scls rhizosphériques que dans les terres non culitivées.
Cette stimulation des bactéries dans la rhizospheére est un phéno-

méne général constaté par la plupart des auteurs : citons par

o

exemple les travaux assez récents de LEVAL et REMACLE (1969) sur
le peuplier, et ceux de RIVIERE (1970) sur le mais. Les secrétions
racinaires, responsables de cet effet rhizosphere, provoquent
également des modifications dans le spectre bactdrien, l'activité
physiologique ainsi que les exigences nutritionnelles des gernes.

2) Bn ce qui concerne les Actinomycétes et les champignons,

leé résultats que nous obtenons sont peu significatifs et ne per-
mettent pas de comparaison. Cependant, leur nombre ne semble pas
en relation directe avec la présence des cultures. Notons d'ailleur:
que KUSTER (1967) trouve plus d'Actinomycites dans les sols de
prairies que dans les terres rhizosphériques correspondantes.

3) A propos des groupements fonctionnels, nos résultats font
ressortir une augmentation de l'activité ammonifiante et protéoly-

tigue dans les sols cultivés, tout comme L'ont signalé KATZNELSON
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APPLICATION

A L’ ETUDE

PARTIE

DE LA TAXONOMIE NUMERIQUE
DU SPECTRE BACTERIEN

D’ UNE TERRE



Nous avons vu précédemment que 1l'originalité de notre
méthode d'analyse microbiologique des terres consistait a en étu-
dier ce gue nous avons appelé "le Speétre bactérien”, c'est-a-dire
les principaux groupes de germes taxonomiguement définis.ASi la
connaissance des familles bactériennes colonisant un sol ne peut
nous renseigner sur son "état physiologique", caractérisé par la
recherche des groupements fonctiommels que l'on ne doit en aucun
cas soustraire d'une analyse microbiologigue correcte, elle corres-
pond néanmoins & un état d'équilibre de la microflore & un temps
donné et dans des conditions écologiques précises. Mais la répar-
tition de ces flores dominantes en genres bactériens dépend essen-
tiellement des criteres de détermination adoptés et de 1'importance
accordée a tels ou tels caracteres taxonomiques. Ainsi la connais-
sance de ces familles bactériennes du sol pose d'abord un probléme
d'identification de germes, étant donné la diversité des clés
utilisables.

Or, dans nos analyses, l'étude de ce spectre bactérien
reposait sur la recherche d'un nombre limité de caracteres morpho-
logiques, physiologiques et biochimiques. Il nous a semblé intéres-
sant de vérifier suivant une méthode différente utilisant un grand
nombre de critéres de la taxonomie bactérienne classique, si ce
spectre microbien, tel que nous l'avons défini, correspondait bien
4 une réalité, dans le contexte d'une population, au sens écologique

du terme.



Nous nous sommes donc proposé de tester notre méthode
en comparant les résultats qul en découlent avec ceux de la tazo-
nomie numérique. A partir de la microflore bactérienne d'une terre
donnée, nous avons ainsi effectud une analyse factorielle des
correspondances sur ordinateur. Avant de présenter les résultats
relatifs a cette étude, nous décrirons d'abord, en raison de leur
particularité, les techniques et les principes qui sont & la base

de cette analyse factorielle.
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I - MATERIELS ET TRCHNIQUES

1) Choix de la microflore expérimentale

La collection de souches nécessaires & cette étude a ¢té
isolde a partir d'une terre prélevée dans le Mélantols. Apreés
étalement de suspensions-dilutions sur milieu gélosé modifié de
BUNT et ROVIRA, suivant la technique décrite dans la premiere
partie de ce mémoire et incubation pendant 7 jours & 28°C, la nu-
mération de la flore bactérienne a donné une valeur voisiné de
35 x 108 germes par gramme de sol (rapportée au poids sec).

A partir de plaques gélosées priésentant des cclonies
nettement sépardes les unes des sutres, nous avons alors constitué
notre collection de souches en prélevant les baciériss et en les
ensemencant sur le milieu gélosé identique au précédent, mais
réparti en tubes inclinés. Les souches sont ensuite numérotées
de 1 & 100, aprds vérification de leur nature spéeifiguement bac-
térienne, ainsi que de leur pureté par examen des cultures sur
milieu gélosé, et par observation microscopique .de frottis aprés
coloration de Gram. Signalons aussi que nous avons été contraint
d'éliminer certaines, & cause de leur faible pouvoir de prolifé-
ration sur les milieux gélosés, tout au moins dans nos conditions
expérimentales. Etant donné la particularité du travail prévu &
partir de cette collection, comportant notamment des séries de
repiquages et d'ensemencements;, nous risguions en effet d'obtenir
pour de telles bactéries des résultats uniformément négatifs et

non significatifs.
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En appliquant les criteres de détermination définis
précédemment, nous avons alors analysé le spectre bactérien qui
nous a conduit aux résultats suivants :

- 42 souches présentent des cystites sur des frottis
préparés a partir de cultures &gées et correspondent donc au

genre Arthrobacter.

- 14 sont des bitonnets & gram positif avec des spores

centrales : ce sont des Bacillus.

15 sont & gram négatif, mobiles, possédant une cyto-
chrome oxydase et présentant une pigmentation jaundtre caracté-

ristique du genre Flavobacteriun.

- 4 sont & gram négatif, alcalinisent 1l'arginine en

-

anadrobiose et possédent les autres caractires des Psesudomonas.

- Parmi les 25 souches qui restent et qui n'ont pu &tre
classées, 14 sont des biAtonnets & gram positif d'aspect polymorphe,
11 des formes diverses.

Afin de faciliter les analyses ultérieures, nous avons
ajouté devant le numéro de chague souche une letire correspondant
a4 son groupe : ainsi les numéros des Bacillus sont précéddés de la

lettre B, ceux des PFlavobacterium de la lettre F et ceux des

Pseudomonas de la lettre P. En ce qui concerne les Arthrobacter,

quand les cystites observées sont nettement sphériques et typiques
du genre, nous avons fait préceéder le numéro des souches par la
lettre C ; gquand elles sont d'aspect polymorphe allongé ou globuleux
c'est la lettre G qui est affectée aux numéros. Etant donnd gque

nous ne savons pas si la morpnclogie de ces cystites a une signi-
fication taxonomique, nous avons voulu attendre les résultats de
l'analyse factorielle avant de nous prononcer sur la nature de ces

germes.
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2) Choix des tests pour la caractdirisation des souches

en gnalvee factorielle

Les tests utilisés sont énumérés dans le tableau XV.
Du point de vue théorique, il est évident gue la précision de
cette methode numérigue d'identification sers d'autant plus grande
que le nombre de tests est plus élevé, i condition toutefois que
ces épreuves ne donnent pas que des résultats uniformément néga-
tifs ou positifs pour toutes les souches. Aussi, en fonction de

notre propre expérience et d'aprés les résultat

“
cbtenus & paritir

(A’)

des collections de germes telluriques par BRISBANE et ROVIRa (1965)
NIGEL Da SILVA et coll. (1965), GYLLENBERG et RAURAMAA (1966),
SKYRING et QUADLING (1968) et SUNDMAN (1968 et 1969), nous avons
sélectionné un total de 47 tests.

Pour les modalités opératoires concernant ces tests et
la caractérisation des souches, sauf indications contraires, les
milieux de culture utilisés sont toujours stérilisds & 115°C pen-
dant 20 min ; tous les ensemencemerts sont effectuds & partir
d'inocula liquides 8gés de 48 heures et les souches sont incubdes

a 28°C.
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

réaction de Gram

présence de cystites
présence de
production de pigments
production de pignments
présence
présence d'une catalase
présence d'une uréase

présence
hydrolyse de l'amidon

hydrolyse de la gélatine
résistance au KCN 0,5 %

spores centrales
insclubles
solubles
d'une cytochrome oxydase

d*une phosphatase (ac

ide)

alcalinisation de l'arginine en anadrobiose
production de SHp & partir de la cystéine
production de céto-lactose & partir du lactose
réduction des nitrates en nitrites

mobilité

type respiratoire
fermentation du glucose
oxydation du glucose
oxydation de l'arabinose
oxydation du xylose
oxydaetion du mannitol
oxydation du fructose
oxydation du maltose
oxydation du saccharose
utilisation du citrate
utilisation de l'acétate
utilisation du succinate
utilisation du Tween 80
dissolution du CaH POA
résistance
résistance
résigtance
résistance
résistance
croissance
croissance
croissance
croissance
réduction du
production 4'NH
production d'indole

au NaCl (3 %)
au NaCl (10 %)
pH 9,0

pH 4,0

37°cC

4°C0

m/ m/ m/ Q:V

b
PN

=4

exigences en acides aminés

4 la pénicilline (100 ui
& la streptomycine (
au chloramphénicol (

milieu de HUGH et

} milieu de CHRISTENSEN

miiien

BUNT et RO

bleu de méthyleéne

a partir des peptones
partir des peptones
croissance sur azote minéral

exigences en acides aminés et vitamines
exigences en extrait de levure ou extrait de terre

\

TABLEAU XV

Tests choisis pour la caractérisation des souches.

de

VIRA

mili
liguid
LO\/LI

LT RO 7
DHEIPB0ON

liau

eu
.i

HiEA
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- Les caracteéeres morphologiques : réacticn de gram,
présence de cystites ou de spores centrales sont notés apres

in-

o]

examen microscopique de frottis effectués le premier et le
quieme jour de culture & 28°C sur le milieu gélosé modifié de
BURT et ROVIRA. La production de pigments solubles ou insolubles
est déterminde apres ensemencement sur le milieu & base de gly-
cérol déja décrit précédemment.
- Pour la mise en évidence des différentes enzymes, nous
avons utilisé les méthodes suivantes :

. La présence d'une cytochrome oxydase est recherchde

a partir de cultures dgées de 24 h, &4 ltaide du papier rdactif "Poil
o 1 p

tec-CO" imprégné de diméthyl p-phényléne diamine et d'« -naphtol.

-

Z

. L'uréase est mise en évidence en incubant & 37°C pen-
dant 2 heures une émulsion de chaque souche en présence de papier
réactif "Pathotec-U" imprégné d'urée et de phénophtaléine.

. Pour la phosphatase acide, nous avons utilisé les so-

K3

lutions de réactifs "phosphatases Kit acides™ (Merieux) : aprés

incubation des bactéries a4 37°C pendant une heure dans une solution

3 1, 2 5

tamponnée de phénylphosphate disodique (substrat), la prése

\f‘
‘J

ence de
l'enzyme est révélée a l'aide de 4 amino-antipyrine et de ferri-
cyanure de potassium.

. ILa catalase est mise en dévidence & partir d'émulsicns
denses de cultures bactériennes dans de l'eau distillde, & l'aide
de 1l'eau oxygénée.

. Enfin, l'hydrclyse de la gélatine 2t de 1tamidon est
recherchée respectivement sur des milieux & base de gélatine nu-

-

tritive et d'amidon de riz aprés 7 jours de culture a 28°C,
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~ L'alcalinisation de l'arginine en anaérobiose est notde
aprés 15 jours d'incubation en milieu semi-sclide de THORNLEY (196C
ltanaérobiose étant réalisde en ajoutant, aprés ensemencement, 1 ml
de vaseline stérile a chaque tube. La production de SHZ est recher-
chée dans un milieu semi~gélosé renfermant de la cystéine et du
citrate de fer ammoniacal apres 15 jours de culture & 289C. Quant
4 la production de céto-lactose A partir du lactose (BERNAERTS et
DE LEY, 1963), elle est révélée & l'aide du réactif de BENEDICT

sur des cultures dgées de 48 heures. De méme, la réduction des

v
'™
ot
[¢)
mn
(4
«t
§
[0
ot
[}
@]
ct
[oN
@
Y]

o 4. - > S, . e
nitrates en nit apres un temps d'incubation ans-

logue des souches sur milieu gélosé & base de K NOg, a l'aide

d'acide sulfamilique et d' -naphtol amine. La recherche de la

mobilité et du type respiratoire est effectude respectivement en

(D

gélose molle et en gélcse profonde, aprds 2 & 3 jours de culiurs.

- Pour l'utilisation des sucres (glucose, afabinose,
xylose, mannitol, fructose, ssccharose, maltose) nous avons employé
la technique de HUGH et LEIFSON (1953) en incorporant 0,5 ml de lan
solution sucrde 4 10 % stérilisée par filtration sur membrane de
porosité O,4§y ; les résultats sont lus au boﬁt‘de 5 jours. Quant
8 l'utilisation de l'acétate, du citrate et du succinate de sodiunm,
incorporés & la concentration de 3 jzé , c'est le milieu de
CHRISTENSEN que nous avons choisi. La dégradation du Tween est
testée par la méthode de SIERRA {1957), alors que la dissolution
du Ca HPO4 est mise en évidence par la technique de KATZNELSON et
BOSE (1959).

-~ Le milieu liguide de BUNT et ROVIRA a été employé pour

. . . s . . ’ = 7
sistance aux antibiotigues {(pénicilline 100 wi/ml,

[

1'étude de la 1
streptomycine 25 pg g/ml, chloramphénicol ZS}Lg/ml), au chlorurs de

sodium 3 % et 10 %, au cyanure de potassium 0,5 %, aux pH 9,0 et



4,0, et aux températures d'incubation 379C et 4°C, les lectures
étant toujours effectudes apres 5 jours de culture.

~ La réduction du bleu de méthyléne est recherchée &
partir du milieu standard "ULRICH MIIX" ( B B L ) : la produc-
tion d'ammoniac & partir des peptones est révélée & l'aide du
réactif de NESSLER, alors que la production d'indole est mise en
évidence apres 48 heures d'incubation des souches dans de 1'eau
peptonée exempte d'indole, & l'aide du rdéactif de KOVACS.

- la détermination des exigences en facteurs de cr

o]
g..ﬁ
%]
m
®
o
(9]

des souches est effectuée aprés deux passages successifs dans le

-

milieu liquide de LOCHHEAD ; en foncticn de l'exigence considérée

(acides aminés, acides aminés et vitamines, extrait de levure ou

3]

(

extrait de terre), le milieu est complémenté de la méme facon que
pour l'étude des exigeﬁces nutritionnelles par la méthede des 1é-
pliques sur velours décrite précédemment.

Les résultats de cesvtests sont notés par (+) ou par (=)
selon que les réactions effectuées sont positives cu négatives,
indépendamment de leur vitesse et de leur intensité. En foncticn
de l'analyse factorielle envisagée, ces résultats sont finalement
transcrits sous forme d'une matrice logique dans laguelle les
épreuves sont codées 1 ou O afin d'dtre dépouillées eunsuite sur

ordinateur.



3) Principes de l'analyse faciorielle des correspondance

I1 n'est pas quesiion de pr»uenter ici 1l'analyse facto-~
rielle eﬁ toute rigueur, ni l'analyse d@s correspondances. Nous
nous contenterons d'en raypeler les principes généraux, en nous
inspirant des revues bibliographiques de SOKAL et SNEATH (1G63) et
de celles de BENZECRI (1970).

On désigne par "analyse factorielle générale' quelques
principes qui sont a la base des diverses méthodes d'analyses pluse
spécialisées, comme l'analyse en composantes principales et 1‘tana-
lyse des correspondances. Le but de ces méthodes quantitatives est
de proposer une représentation synthétique d'un vaste ensemble
d'individus définis selon un nombre important de caractéres.

Ainsi, dans notre étude, nous avons employé 1'analyse
factorielle des correspondances et nous avons défini l¢ tableau
de correspondances du type suivant :

caractéres ou tests

1 k p = 45
1
[
i 'n i k i
individus o m = = e e e L e ad.
ou '
bactéries | . _ _ _ _ _ _ _ %n_J_k ______ _ dn 3.
!
n |
= 100 n.k

Ce tableau comporte n individus ou vecteurs - lignes
qui sont représentés par les 100 souches bactériennes étudides,
et p caractéres ou vecteurs - colonnes correspondant aux 45 tesis

effectués.

ni. = nombre de tests positifs pour la scuche bacidérienne 1i.

nj. = ncmbre de tcuts positifs pour la scuche bactérienne j.

n.k = nombre de socuches qui donnent une rcpoz se posgitive au test k.
nik = réaction de la souche i au test k {(soit O ou 1).

njk = réaction de la souche j au test k (%011 0 ou 1).



a) Distance

ent’

B e T T

Le principe de

calcul des distances entre les individus.

de telle fagon qu'elles

tant deux vecteurs. lignes

mémes réponses aux 45 tes
deux individus présentent
a-dire donnant des réacti

Les diverses méthodes d'a

1

Ax in dmv1du%

o . ot D 4 0 Ry S P e e )

tre dey
l'enalyse factorielle

Ces distances sont

comparables (c'est-d-dire dommant 1

les

s) et gu'elles soient importantes le

des vecteurs - lignes sans rapport (c'es

ong différentes ts).

vis-a-vis des 45 tes

nalyse factorielle se distinguent entre

elles par le choix de ces distances. Dans le cas de l'analyse des
correspondances, ces distances sont notées de la manitére suivante
P N
. . .ene . .
ni. = nik (somme des termes de la i ligne
k=1
P N
. . - 4. seme ..
nj. = njk (somme des termes de la j ligne)
=1
n .
. . eme
n.k = E nik (somme des termes de la k colonne)

i=1

le carré de la distance entre les individus i et j est domnée
par la formule :.
P . . 2
d2 (1, 3) _ 1 ni _ _njix }
v J 2 n.k ni. nje. (j

b) Construction

i o o S o ome g

La connaissance

hactéries est une maniére

S,

am

sur le probhléeme posé. Par

culées, on pourrait const

d'un nuage _de poinits

a— ra ot 20 @, K 2> PROipEn A S,

la distance entre chague couple de

d'appréhender le maximum d'informziions

v

exemple, 2 partir

ruire un nu ag

W

choisl

soient faibles pour deux individus présen-

S

L
L=
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distribution de la populaticn bactérienne étudiée : ainsi une
séfie de points groupés ensemble (i, i', i" ....) correspondront
4 un type de bactéries qui ont des affinités comparables, alors
gue deux groupes i et 3 séparés par une distance importante, re-
présenteront deux types de bactéries ayant des caractéres diffé.-

rents en fonction des tests effectuds.

/’" J J
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Malheureéement, 8i la description de ce nuage de points
est trés simple sur le plan théorique, sa visualisaticn sur le plan
pratique est impossible, puisque sa construction devrait se faire
dans un espace a grand nombre de dimensions. Dans notre analyse,
les 100 souches bactériennes devraient &tre représentdes dans un

espace & 45 - 1 = 44 dinmensions.

¢) Projection du nuage de points

Nous allons donc projeter ce nuage de points sur un axe
(espace & une dimension), sur un plan (espace & deux dimensions),
ou dans un espace & troie dimensions, en choisissant judicieusement
l'espace sur lequel nous projetons. C'est l'application de 1l'ana-

lyse factorielle qui permettra de déterminer le meilleur espace

comme étant celui sur lequel la déformation du nuage est minimum.
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On obtient ainsi des types de graphicques cu "diagrammes" comme

ceux que nous représenterons dans la suite de cette étude.

d) Représentation simultande

Le schéma de calculs proposé est exactement symétrigue,
car on peut, toujours en calculant des distances, consiruire un
nuage de points correspondant a la distribution des tests qui ont
servi & caraétériser les individus. Mais la méthode de lfanalyse
factorielle des correspondances permet aussi d'obtenir directement
des représentations simultandes, c'est-a~dire des diagrammes sur
lesquels sont projetés & la fois et les individus et les caractéres
qui les distinguent les uns des autres.

‘Les nombreux calculs que nécessite l'application de cetle
analyse numérique impliquent l'emploi de l'ordinateur et de pro-
grammes appropriés. Les résultats que nous présentons, ont 4té
obtenus a l'aide des programmes congus par le laboratoire de
Monsieur le Professeur BENZECRI (I.S.U.P. Paris) et adaptés &

l'ordinateur I.B.M. 360.25 du Département d'Informatigue de
1'I.U.T. de Lille.



II - RESULTATS

~
-~

1) Réponses des souches en fonction des tests emplovés

Les résultats figurés dans le tableau XVI indiquent le
nombre de réactions positives données par les 100 souches bacté-
riennes en fonction des 47 tests effectués. A chague test, nous
avons fait correspondre un numéro qui est le méme que celui du
tableau XV, et un nom de code comportant quatre lettres. Cette
notation, nécessitée par la forme des programmes de l'ordirateur
utilisé, sera également employée pour certaines représentations
graphiques.

Précisons que les chiffres donnés dans ce tableau n'ont
gqu'une valeur relative. De plus, une valeur nulle ou égale a 100,
c'est-a-dire une réponse uniformément négative ou positive d'un
test pour toutes les souches, est un résultat sans signification
taxonomique dans le cadre de cette étude. Ainsi, nous pouvens
constater que les tests numérc 15 et 43 : la production de céto-
lactose et la production d'indole, n'apportent aucune information :
nous pouvons donc les éliminer pour la suite de l'analyse facto-

rielle gui se réduit finalement & l'utilisation de 45 caractéres.

2) Résultats donnés par l'analyse factorielle

L'analyse factorielle effectuée & partir de nos résultats,
nous a conduit & considérer treis plans particulidrement signifi-
catifs, c'est-a-dire donnant le maximum d'information sur la
population bactérienne : les plans déterminés respectivement par
les axes (1 et 2% (1 et 3))(1 et 4). Ia projection sur chacun de

ces plans des 100 souches en fonction des 45 tests effectuds,



Ne des tests Notation des tests| 1OTPTE de.répons-s
positives
1 GRAMY 74
2 CYsT 29
3 SPOR 16
4 PIGT 29
5 PIGS 5
6 COXY 36
7 CATA 50
8 UREA 20
9 PHAC 21
10. AMYL 45
31 GELA 70
12 RCYA 54
13 ARGI 4
14 Ccsiie 4
15 CETO 0
16 NITR 51
17 MOBI 46
18 AEROC 81
19 CLUF 55
20 GLUX 11
21 ACAR 60
22 ACXS 80
23 ACOL 94
24 ACFR 55
25 ACHA 33
26 ACSA 41
27 UcCIT 56
28 UACE S0
29 usuc 3
30 UTWE 41
31 DICA 37
32 RPEN 26
33 RSTR 10
34 RCHL 14
35 Na03 64
36 Na10 6
37 CpH9 78
38 Cpl4 2
39 CT37 29
40 CT04 10
41 REDB 28
42 PNH4 32
43 INDO o
44 HMGOO 56
45 MGAO 28
45 MGAV 9
47 MGLT 7
TABLEAU XVI

Pourcentage de réponses positives donnédes par les souches en fonction

des tests employés,



nous a donné les "diagrammes individus" (1 x 2) (1 x 3) (1 x 4)
sur lesquels nous allons analyser la distribution de la population,

ainsi que le regroupement des souches.

a) Groupement des souches en fonction des résultats

On o s st — s s exie e Y G e AT G i A 2R G R hn TS A S SO I W W TS i Y s A i R e AR TR £ NS

de_L'analyse factorielle

A partir de l'examen simultané de ces trois diagrammes-
individus, représentés ci-aprés, nous avons pu délimiter un certain
nombre de "classes" comprenant des souches gqui restent généralemsnt
groupées dans chacun des trois plans considérés. Rappelons que le
numéro de chaque bactérie est précédé d'une lettre qui indique son
groupe défini par notre méthode habituelle d'étude du spectre mi-
crobien.

Ainsi, nous avons pu différencier 4 "classes" au sein de
la population bactérienne : les "classes" A, B, F et P, présentant
d'ailleurs une répartition inégale autour du centre de gravité
fictif du nuage d'individus, matérialisé par l'origine (OR). Sur
le diagramme (1 x 2) les classes A, B et F se distinguent tres
nettement les unes des autres ; cependant dans ce plan, la classe
F semble confondue avec P, et c'est sculement en considérant les
plans (1 x 3) et (1 x 4) que leur disérimination devient plus
apparente.

Mais d'apres leur mode de regroupement dans les trois
systémes d'axes, les individus qui composent chacune de ces quatre
classes, semblent pouvoir se subdiviser en "sous-classes". Dans le
tableau XVII, nous avons donné la liste des souches qui constituent

chacune des sous-classes ainsi obtenues.
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- A partir des 40 individus de la classe A, nous voyons
gu'il est possible de reconnaitre guatre sous-classes : la sous-
classe A%l comprenant des souches restant toujours groupées quel
que soit le systeme d'axes considéré, et présentant donc des affi-
nités tres étroites entre elles ; la sous~-classe A2, peu apparente
dans le disgramme (1 x 2), mais facilement différenciable dans le
plan (1 x 3), la sous-classe A3, reconnaissable surtout dans le
diagramme (1 x 2), et la sous-classe A4 dans le systéme d'sxes
(1 x 3).

Signalons que 5 souches de la classe A (051, C58, C70,
C77, C92) n'ont pu étre regroupées, en raison de leur manque d'af-
finité avec l'une de ces sous-~classes.

= Quant aux 14 individus de la classe B, en considérvant
les trois diagrammes pra cédents, nous constatons qu'en dehors de
la souche B34, ils ne forment pratiquement gqu'un senul groupe. Ce-
pendant, apreés une analyse factorielle complémentaire portant sur
les "non tests" (c'esti-h-dire & partir de 1'inverse des résultats
des 45 tests), analyse dont nous ne rapportons pas les diagrammes
afin de faciliter la lecture de ce mémoire, nous avons pu diffé-
rencier la présence de deux sous-classes B1 et B2 (diagramme non-
tests 1 x 2).

~- Les 17 individus de la classe F peuvent également se
subdiviser en deux sous-classes F1 et F2, reconnaissables surtout
dans le plan (1 x 4). Mais une souche F39, ne semble pas présentetc
d'affinité avec ces deux sous-classes.

~ Bnfin, étant donné le nombre restreint d'individus de
la classe P (6 souches), groupés principalement dans le diagramze

(1 x 3), cune sous-classe n'est apparente.



Classes sous—-classes souches
A1 c5, C12, G21, C25, G29, C31,
G56, 659, Cé62, C62, C68, G72,
G81, €22, @85, Q9%
A2 c13, C16, C24,C53, (84, €88
A A3 c22, G30, C32, C35, C67, C74,
C79
A4 c6, C18, C19, G20, C98

souches non

5

c58. C 7 [93°]
classées €51, ©58; €70, C77, ©92
B1 B8, B9, B28, BS54, B64, B73, B78
B B2 B4, B33, B48, B%90, B9, B%9
che nor
sov§ e}nou 534
classée
F1 G3, F15, F42, F43, T46, F49,
Fe0, 166, F69
F e D45, 65, F75, 689, D91, F94,
Fg7
souche’non P39
classée
P ~- bto, P17, P23, P38, P50, D55

TARLEAU XVIIL

Groupements des souchnes en fonction de l'analyse factorielle
(diagrammes individus (1x2) (1x3) (1x4) et diagrammes non-
tests correspondants

|
o

il
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- Ceg quatre classes ncous ont ainsi permis de rassembler
un total de 77 souches sur notre collection bactérienne. Parmi les
2% souches qui restent, étant donné leur large distribution dans

les diagrammes, il n'a pas été possible de conatituer de classe

suffisamment significative.

b) Résultats donnés par_l'analyse des_correspondances

R s et o e e o e i — s s oy o

Grice & la représentation simultanée des diagrammes

&)

individus et des diagrammes caractéres, la méthode de¢ l'analyse
factorielle va nous permettre de rechercher les relations entre
les classes bactériennes précédemmént définies et les tests gui
les différencient les unes des autres. Par contre, cette premiére

analyse ne suffit pas pour caractériser les sous-classes : pour

est actuellement en cours au laboratoire d'Informatigue, et
n'ayant pas ses résultats au moment de la rédaction de ce mdémoire,
nous nous limiterons uniquement a l'analyse des correspoﬁdaﬁces
en fonction des classes.

Etant donné que la distribution des tests est pratique-
ment la méme que les diagrammes (1 x 3) et (1 x 4) relatifs aux
caracteéres, nous avons surtout étudié ces correspondances & l'aide
des graphiques (1 x 2) et (1 x 3). Rappelons que le nom de chague
test est représenté par une abréviation de quatre lettres, dont
la signification est donnée dans les tableaux XV et XVI. Préecisons

également que sur ces diagrammes, les tesis qui sont rassemblds

autour de l'origine sont peu spécifiques, les plus significatifs
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étant ceux gqui sont les plus éloignés de cette origine, et occu-
pant la position de plan correspondant & une classe bactérienne.

Ainsi, 1'examen simultané des diagrammes caractéres
(1 x 3) et des diagrammes individus correspondants, montre que la
classe A peut &tre différenciée & lfaide de 5 tests : en premier
lieu CYST (présence de cystites) et CATA (présence d'une catalase),
puis UCIT (utilisation de citrate) et NaO3 (rdésistance & NaCl 3 %)
et enfin ACFR (acidification du frquOSQ> qui n'est cependant que
relativement spécifique.

De la méme facon, & la classe B correspondent les tesis
SPOR (présence de spores centrales) et CT37 (croissance & 37°C).

La classe T semble se caractériser par la production de
pigmente insolubles (PIGI), ltutilisation du Tween 30 (UTWE) et,
dans une certaine mesure, la présence d'une phosphatase acide (PHAC

Enfin, la classe P est identifiable & l'aide des tests
PIGS (production de pigments solubles) et ARGI (alcalinisation de
l'arginine en anaérobiose). Ces deux réactions semblent cependant

trés spécifiques en raison de leur position toujours excentrique

sur les diagrammes.

3) Comparaisons entre les résultats donnés par 1! analyse factoriell

et ceux obhtenus 3 1'aide de notre nméthode.

Ces comparaisons sont résumées dans le tableau XVIII. Ia

(@]

premiére colonne indique le nombre de souches correspondant & cha-

cune des classes A, B, F et P déterminées par l'analyse factorieclle

et la deuxiéme colonne, le nombre de souches que nous avons classde:

parmi les Arthrobacter, les Bacillus, les Flavobacterium, les

Pseudononas.
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Nous coﬁstatons que dans 1 'ensemble, les résultats de
ltanalyse factorielle confirment notre répartition initiale des
souches, puisque les 14 Bacillus correspondent exactement & la
classe B ; parmi les 42 souches qui présentent des cystites et

que nous avons appelées Arthrobacter, deux seulement ne sont pas

groupées dans la classe A (G7 et G89). Pour les 15 souches & gram
négatif ayant une cytochrome oxydase, mobiles et produisant des
pigments insolubles, que nous avons identifiées comme Flavobac-
tefium, une seule (F52) ne fait pas partie des 17 individus de la
classe F, qui comprend cependant eh plus trois autres souches [45,
G89 et D91. Par contre, les quatre souches arginine + que nous

avons appelées Pseudomonas, correspondent bien & la classe P, qui

regroupe en plus deux autres individus (D10 e% D55) gqui ne sont
pas arginine +. Pignalons enfin que parmi les 100 souches &tudides,
23 n'ont pu étre classées par l'analyse factorielle, tout comme
les 25 individus que nous avons rassemblés dans les %Divers".

Afin de mieux visualiser ces comparaisons, nous avons,
dans le diagramme individus (1 x 2), souligné toutes les souches
pour lesquelles l'analyse numérique a confirmé l'appartenanée aux
genres bactériens définis par notre méthode d'étude du spectre

microbien.
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ITT - DISCUSZIOND et CONCLUSION

Notre intention, en entreprenant cette analyse numérique,
était de comparer les groupements de germes tellurigues, définis
suivant des méthodes microbiologiques propres basées sur un nombre
limité de critéres et ceux donnés par une méthode numérigue utili-
sant un nombre important de caractéres. A partir des résultats
obtenus, nous pouvons faire les remarques suivantes :

1) Le spectre bactérien d'une terre, tel que nous l'avons Jus-
qu'ici étudié en employant un nombre réduit d'observations et en
regroupant les souches par genres, correspond & une réalité écolo-
gique, puisque lfanalyse factoriellei & quelques souches preés, donn
une répartition en classes" identique 4 la précédente. Ces groupe-
ments, dans le cas de 1'échantillon de sol expérimenté, sont repré-

sentés par les Arthrobacter, les Bacillue, Les Flavobacterium et

les Pseudonmonas.

2) De plus, l'analyse numérique a permis de révéler & 1'inté-
ieur des classes différenciées, l'existence de sous-—classes que
nos méthodes microbiologiques ne permettaient pas de déceler, et
il sera intéressant de connalitre les carsctéres qui nous peruzettron
de les distinguer rapidement.
3) L'analyse factorielle précise également gue les souches
corynéformes présentant des cystites globuleuses, sont & considérer

comme des Arthrobacter, car elles restent généralement groupdes

avec les souches produlsant des cystites typiques. Ce résultat prou
gue la morphologie particuliére de ces cystites (sphériques, allon-
gées ou globuleuses) n'a pas de signification taxonomique stricte es
confirme les travaux de MULDER et coll. (1963), GOUNOT (1967),

MULLAKHANBAT et BHAT (1967) suivant lesquels les Arthrobacter peuver

présenter des cystites de formes trés variables, dépendant non seu-

lement des souches, mais aussi des conditions culturales.
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4) En ce qui concerne les correspondances entre les groupexment
bactériens et les tests permettant de les différencier, l'analyse
factorielle a fait ressortir 1'intdérdt de certains caractéres phy-
siologiques ou biocchimigues qui pourront &tre utilisés comme com-

plément pour l'identification des germes tellurigues.

Ainsi pour les Arthrobacter, si la présence de cystites

reste le critére sélectif le plus rapide et le plus slr, dans
certains cas, la présence d'une catalase, la résistance au NaCl
3, l'utilisation du citrate, et 1l'acidification du fructose,

peuvent confirmer un diagnostic hésitant.

O

De méme pour les Bacillus, en dehors dé la présence 4
spores centrales, la croissance & 37°C et dans une certaine mesure
la résistance & NaCl 10 %, peuvent aider dans leur détermination.
Cette faculté de pouvoir proliférer & 37°C ext dfailleurs soulignéde
comme test spécifique par SUNDMAN (1970), alors que GVILENBERG o%
coll. (1966), ainsi gque SKYRING et coll. (1968) en restent & 1s
seule considération de la présence de l'endcspore.

Pour lee Flavobacterium, nous avons vu que l'utilisation

du Tween 80 pouvait représenter un criteére d'identification utile ;

-

cependant, il serait intéressant de vérifier 1'intérét de ce test

0

en étudiant des Flavobacterium telluriques d'origine différente.

5) Enfin, cette analyse factorielle nous a montré que le genre

o3
G}
]
S

Pseudomonas défini par le test arginine, correspond & un groupen

bactérien dont les limites sont probablement trop restreintes. Nous

pensons que cette définition doit 8tre élargie afin d'inclure éga-

rei
lement certains germes arginine-, a gram négatif, produisant un

pigment soluble et ayant une cytochrome oxydase. Le nombre westreint

w
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de souches de Pseudomcnas que nous avicns isolées de 1°

de terre analysé ne nous permet cependant pas de préciser les

limites exactes, ni la signification écologique de ce groupe.
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Le but du travail que nous avons entrepris a consisté
essentiellement & metitre en évidence les principaux groupements
bactériens présents dans la microflore des sols de la région du
Nord de la France.

Afin de mener & bien cette £tude, nous avons tout d'abord
mis au point une méthodologie particuligrement adaptée 4 ce genre
de travail. Cette méthodologie comporte des analyses, dont certaine
comme la détermination des caractéristiques physico~chimiques,
1'évaluation du nombre de bactéries, d'actinomycttes et de champi-
gnons, ainsi gue l'évaluation des groupements fonctionnels de germe
sont assez classiques, alors que d'autres, telles gue 1l'analyse du
spectre bactérien et de ses exigences nutritionnelles, le sont
beaucoup moins.

A 1l'aide de ces méthodes, nous avons procédé & l'étude de
14 échantillons de terre de nature pédologique trés varide. Dans
chaque site choisi, les prélévements ont été effectuds simultandmen
dans une parcelle inculte et dans une parcelle cultivée, située 2
proximité de la précédente. Dans la méme cptique de travail, nous
avons ensuite analysé 1'évolution d'une microflore tellurique en
fonction du développement de deux plantes : une graminde : le blé,
et une crucifére : le radis. De ces recherches, il découle que :

1) La population bactérienne comprise entre 10 et 30 millions
de germes par gramme pour les sols incultes augmente de fagon sen-—
sible dans les terres cultivées ol elle atteint généralement 20 3

60 millions de germes par gramme. -
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2) Bn ce qui concerne les Actinomyceétes et les champignons,
les chiffres obtenus présentent parfois des variations plus impor-
tantes en fonction des dchantillons. De plus, il ne semble pas que
leur nombre scit en rapport direct avec la présence d'une végétatio

3) Si les groupementé fonctionnels de germes ne sont pas plus
inportants nuumériquement dans les sols rhizosphérigues, 1l'indice
d'activité que nous leur avons stitribué y est par contre toujours
plus élevé, que ce soit pour les germes ammonifiants, protécly-
tiques ou amylolytigues.

4) Les corynébactéries du genre Arthrobacter constituent dans

tous les cas 1la flore basctérienne dominante des terres analvsdea.

avons toujours retrouvé des proportions assez élevées de Pacillus,

et d'une fagon plus fluctuante, des Flavobacteriun,

des Achromobacter et des Acinetobacter. Quant aux cocci, il se sont

révélés trés rares, quels que soient les prélévements considérés.

5) La densité de ces Arthrobzcter, déji trés élevée dans les

terres incultes, augmente encore lorsque le sol supporte une cul-
ture. Par contre, la présence des sécrétions racinaires dans ces
échantillons rhizosphériques provogue une diminution relative du
nombre de ZBacillus.

6£) L'étude des types nutritiomnels des souches bactdérienncs
isolées, prouve que celles-ci, dans leur grande majorité; ne mani-
estent aucune exigence particuligre en facteurs de croissance
cependant, dans les sols rhizosphériques, la proportion de ces

.

germes probotophes diminue également au profit des souches exi-

cantes acides nind Les Bmea pavraprtderd atini a riityrd 4 7
gentes en acliaes amines. Les memes caracrverisiigues rutritionnell

L]

Ia)
1

se retrouvent parmi les souches d'Arthrobascter lorsqu'on les consi-

e ar

dére sdépardément.
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Afin de prouver que la technique employée pour 1'établis-
sement du spectre bactérien repose sur des critéres sigﬁificatifg,
et que celui-ci constitue une réalité écclogique, nous avons ef-
fectué, & partir d'une collection de 100 souches bactérienncs
isolées d'une terre de référence, une étude numérique basde sur

ltanalyse factorielle des correspondances. Les résultats obtenus

O

ont permis de confirmer que le spectre bactérien, tel que nous 1
définissons, est parfaitement utilisable pour une <tude microbio-
logique complete, car il traduit une certaine distribution de la

population bactérienne d'une terre. De plus, cette analyse
rielle a fourni des renseigunements complémentaires gui nous per-

mettront de parfaire notre technique d'znalyse des sols



RESUME .

Les caractéristiques microbiologiques d'une série
d'échantillons de terre prélevés dans la région du Nord de la France ont
été étudiées en fonction, soit du site pédologique des prélevements, soit
de la présence d'une culture végétale. Le spectre bactérien de ces échan-

tillons a révélé la présence constante de nombreux Arthrobacter dont la

proportion augmente quand les échantillons proviennent de parcelles cul-
tivées, Dans ce dernier cas, leurs potentialités de synth&se sont cependant

légerement modifiées, Les Bacillus, Flavobacterivin, Achromobacter et

Acinetobacter constituent les autres genres bactériens dominants.

Une étude numérique de la microflore tellurique,
basée sur l'analyse factorielle des correspondances, et traitée sur ordi-
nateur d'apres un programme de Benzecri, a permis finalement de mettre

en évidence 1'intérét écologique de 1'étude du spectre bactérien.
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