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RESUME

L'anaérobiose dans le sol peut avoir des impacts néfastes sur le sol, la zone non saturée profonde, la nappe, et I'atmosphére. Dans ces
conditions, les activites microbiennes sont en étroite interaction avec les transformations géochimiques abiotiques tant au niveau de la
solution que des phases solides. Quelques modeles combinent la description des processus microbiens et des transformations géochi-
miques dans le sol. Jusqu'a présent, les évolutions quantitatives et qualitatives des populations microbiennes n'ont pas été mesurées simul-
tanément pour attester de la fiabilite des modeles proposés. Les dynamiques microbiennes globales peuvent &tre caractérisées en quan-
tifiant la biomasse ou en comptant les microorganismes. Les dynamiques de groupes microbiens spécifiques peuvent étre suivies par des
techniques de biologie moléculaire en utilisant des amorces spécifiques de I'ARNr16S. Toutefois, aucune méthode n'a été mise au point
pour analyser simultanément les dynamiques de nombreuses communautés microbiennes fonctionnelles en relation avec les processus
géochimiques du sol. Recemment, une nouvelle méthode combinant biologie moléculaire (PCR-SSCP) et denombrements directs a per-
mis de caractériser les dynamiques des communautés microbiennes fonctionnelles en relation avec les transformations géochimiques du
sol.
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SUMMARY

INTERACTIONS BETWEEN ANAEROBIC MICROBIOLOGY AND SOIL GEOCHEMISTRY:

Description of the microbial dynamics

Anaerobiosis in soil can have undesirable environmental effects on the soil, the deep vadose zone, the aquifer and the atmosphere. In
these conditions, microbial activities closely interact with soil abiotic geochemical transformations in solution and at the solid/solution
interface level. Only a few models combine microbial and geochemical transformations. However until now, qualitative and quantitative
evolutions in microbial populations have not been measured simultaneously to check the reliability of the proposed models. Bulk
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microbial dynamics can be characterized by quantifying biomass or by counting micro-organisms. The dynamics of specific microbial
populations or groups can be monitored using molecular biological techniques using specific probes targeting 16SrRNA genes. So far,
however, no attempt had been made to analyze the dynamics of numerous coexisting microbial groups in relation to soil
biogeochemical processes. Recently, a new method combining PCR-SSCP and direct counts have enabled to study the dynamics of
microbial functional communities in relation with soil abiotic geochemical transformations.

Key-words
Anaerobic microbiology, geochemistry, microbial dynamics, soil.

RESUMEN

INTERACCIONES ENTRE MICROBIOLOGIA ANAEROBIA Y GEOQUIMICA DEL SUELO:
Descripcion de las dindmicas microbianas

La anaerobiosis en el suelo puede tener impactos nefastos sobre el suelo, la zona no saturada profunda, el manto fredtico y la atmdsfe-
ra. En estas condiciones, las actividades microbianas son en estrechas interacciones con las transformaciones geoquimicas abidticas tanto
al nivel de la solucion que de las faces sdlidas. Algunos modelos combinan la descripcion de los procesos microbianos y de las trans-
formaciones geoquimicas en el suelo. Hasta ahora, las evoluciones cuantitativas y cualitativas de las poblaciones microbianas no fueron
medidas simultdneamente para atestar de la fiabilidad de los modelos propuestos. Las dindmicas microbianas globales pueden ser carac-
terizadas cuantificando la biomasa y contabilizando los microorganismos. Las dindmicas de grupos microbianos especificos pueden ser
sequidas por las técnicas de biologia molecular usando esbozos especificos de ARNr16S. No obstante, no existe ningtin método para
analizar simultaneamente las dindmicas de las numerosas comunidades microbianas funcionales en relacion con los procesos geoqui-
micos del suelo.

Recientemente, un nuevo método que combina biologia molecular (PRR-SSCP) y enumeraciones directas permitio caracterizar las dind-
micas de las comunidades microbianas funcionales en relacion con las transformaciones geoquimicas del suelo.

Palabras claves

Microbiologia, anaerobiosis, dindmicas microbianas, suelo.

Etude et Gestion des Sols, 12, 1, 2005



Dynamiques microbiennes et géochimie du sol

27

zones anaérobies limitées a des microniches. L'existence

de conditions anaérobies généralisées découle de faibles
possibilites de transfert d'O, et/ou d'activites microbiennes respira-
toires élevees (Hojberg et al., 1994 ; Parry et al.,, 1999; Parry et al.,
2000). De telles conditions se rencontrent notamment dans les sols
engorges voire submerges, avec les rizieres, les tourbieres, et cer-
taines zones de bas-fonds (Reddy et al., 1998). L'anaérobiose peut
avoir des impacts sur (i) le fonctionnement du sol, (i) la zone non
saturée profonde et la nappe, ainsi que (iii) 'atmosphere. Les effets
indésirables de I'anaérobiose incluent la mobilisation de métaux (De
Cockborne et al,, 1999; Forstner, 1987), et I'emission de gaz a
effet de serre (Bouwman, 1990). Les effets positifs incluent la réduc-
tion de la pollution au NO5™ (Curmi et al., 1997), la degradation des
contaminants organiques (Lovley, 1995), et Iimmobilisation de
métaux toxiques et de radionucléides (Lovley et Coates, 2000).

En anaérobiose, les activités microbiennes sont en étroite inter-
action avec les transformations géochimiques abiotiques (Dassonville
et Renault, 2002). Si cette interdépendance entre processus biotiques
et abiotiques existe déja en conditions aérobies, elle n'est que plus
marquée en conditions anaérobies. La prise en compte explicite de
ces couplages dans les modeles s'avere alors incontournable, car
(i) beaucoup de transformations se font hors équilibre thermody-
namique (Stumm et Morgan, 1996) et (i) les lois qui régissent les
activites biologiques different fortement des celles qui régissent les
réactions physico-chimiques (Dassonville et Renault, 2002). Peu de
modeles combinent la description des processus microbiens et des
transformations géochimiques dans le sol, ou dans d'autres envi-
ronnements dont la zone non saturée et I'aquifere, les digesteurs
anaérobies, et le rumen (Dassonville et Renault, 2002). Parmi ceux-
ci, le modele de Dassonville et al. (2004a) propose une description
des communautés microbiennes au regard de leurs fonctions (déni-
trification, reduction des oxyhydroxydes, fermentations, acétogénese,
reduction des sulfates); il simule leurs activites et dynamiques,
alors que les réactions géochimiques abiotiques incluent les réac-
tions en solution (réduction/oxydation, complexations, réactions
acides/bases) et la précipitation et la dissolution de minéraux. Ces
modeles ont été évalués en comparant des données expérimentales
et simulées au cours du temps. Les données expérimentales rete-
nues incluent des concentrations en substrats et produits dans la solu-
tion du sol et dans l'atmosphere gazeuse ; quelquefois, elles concer-
nent aussi d'autres parametres géochimiques, dont le pH et le
potentiel d'oxydo/réduction (Eh) de la solution du sol. Cependant,
jusqu'a présent, les évolutions quantitatives et qualitatives des
populations microbiennes n'ont pas &té mesurées simultanément pour
attester de la fiabilite des modeles proposés.

Les dynamiques microbiennes globales peuvent &tre caractéri-
sées en quantifiant la biomasse (Witt et al., 2000) ou en comptant
les microorganismes (Kusel et al,, 1999). L'utilisation de la microscopie
a épifluorescence (principalement par marquage a I'acridine oran-
ge et au DAPI) permet de contourner les difficultés liées a I'extrac-
tion et a la culture des micro-organismes (Kepner et Pratt, 1994).

l es sols sont genéralement bien aérés et présentent des

Cependant, les dynamiques microbiennes globales refletent seu-
lement le bilan entre mort et croissance de populations ou de com-
munautés microbiennes fonctionnelles, et ne permettent par ailleurs
pas d'identifier des populations microbiennes stagnantes capables
de survivre dans de telles conditions. Les dynamiques de popula-
tions microbiennes spécifiques peuvent &tre suivies par des tech-
niques biologiques moléculaires comme la « fluorescent in situ
hybridization » (FISH) (Weber et al,, 2001) ou I'hybridation dot blot
utilisant des amorces spécifiques de 'ARNr16S (Scheid et Stubner,
2001). Plusieurs études ont utilisé ces techniques pour déterminer
les profils de groupes microbiens (Teske et al., 1996 ; Weber et al.,
2001); d'autres études ont combiné les mesures moléculaires avec
la caractérisation de processus particuliers et de parametres envi-
ronnementaux (Teske et al., 1996). D'autres méthodes fournissent
une visualisation rapide de la complexité des communautés micro-
biennes et permettent d'apprécier leurs fluctuations; elles incluent
la D/TGGE (Denaturing or temperature gradient gel electrophore-
sis) (Weber et al, 2001), la TRFLP (terminal restriction fragment leng-
th polymorphism) (Scheid et Stubner, 2001), et la PCR-SSCP
(single-strand conformation polymorphism) (Delbes et al., 2001;
Godon et al., 1997a). Cette derniere méthode a été beaucoup uti-
lisée pour étudier les dynamiques des communautés bactériennes
et aussi des arché-bactéries dans les digesteurs anaérobies
(Zumstein et al., 2000). Malgré ces nombreuses études, aucun tra-
vail n'a été fait pour analyser les dynamiques simultanées de nom-
breuses communautés microbiennes fonctionnelles en relation avec
les processus géochimiques abiotiques du sol.

Le but de cette synthese est dans un premier temps de faire un
rappel sur les communautés microbiennes fonctionnelles anaéro-
bies du sol, leurs activites métaboliques et sur les principales inter-
actions entre leurs activités et les transformations géochimiques du
sol en anaérobiose. Nous présentons ensuite les différentes
approches méthodologiques actuellement disponibles pour I'analyse
des dynamiques des communautés microbiennes fonctionnelles
du sol. Nous ne faisons pas dans ce cadre une analyse exhausti-
ve de toutes les méthodes existantes car des revues sur ce sujet sont
déja disponibles (Kepner et Pratt, 1994 ; Liesack et al., 1997;
O'Donnell et Gorres, 1999; Torvisk et al., 1996; Wintzingerode et
al., 1997). Lors d'une derniere &tape, nous présentons une nouvelle
méthode combinant une technique de biologie moléculaire (PCR-
SSCP) et une technique de dénombrement direct qui permet d'étu-
dier les dynamiques des communautés microbiennes fonctionnelles
en relation avec les transformations géochimiques du sol.

DYNAMIQUES MICROBIENNES,
BIOTRANSFORMATIONS ET REACTIVITE
GEOCHIMIQUE ABIOTIQUE.

Les principales activites microbiennes en anaérobiose dans le
sol ont &té largement étudiées et comprennent (figure 1) (i) la réduc-
tion d'accepteurs terminaux d'électrons varies pendant les proces-
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Figure 1 - Les principales voies mis en jeu dans la dégradation anaérobie de la matiere organique.
Figure 1 - Main pathways involved in the anaerobic degradation of organic matter.
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sus respiratoires, incluant les oxydes de N, de Mn, de Fe, et les
oxydes de S (Peters et Conrad, 1996), (ii) les réactions d'acétogeé-
nese (Dolfing, 1988), d'homoacétogénese (Diekert et Wohlfarth,
1994) et de fermentations (Pelmont, 1993a) et (iii) la méthanogénese
(Oremland, 1988). Ces activités sont réalisées par de nombreuses
especes bactériennes dont limportance dépend de l'environne-
ment. Pour ne pas avoir a décrire exhaustivement la diversite des

especes microbiennes, on peut définir des communautés micro-
biennes fonctionnelles selon les voies cataboliques anaérobies
qu'elles peuvent mettre en oeuvre. Elles peuvent parfois &tre défi-
nies par la possibilite de mise en ceuvre simultanée ou successive
de plusieurs de ces voies métaboliques (en fonction des condi-
tions environnementales). Ainsi, plusieurs réducteurs du Fe et du Mn
possedent aussi une réductase NOg dans leur chaine respiratoire
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Figure 2 - Principales interactions entre les activites microbiennes anaérobies et les transformations geéochimiques abiotiques du sol.
Figure 2 - Main interactions between anaerobic microbial activities and soil geochemical transformations.
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(Pelmont, 1993b). Dans le cas des voies fermentaires, certains
micro-organismes peuvent favoriser les voies métaboliques les
plus efficientes d'un point de vue énergétique quand aucun accep-
teur d'électron inorganique autre que le CO, est disponible (Hedderich
et al, 1999; Widdel, 1988). Chez les méthanogenes, la mise en
ceuvre simultanée ou successive de plusieurs voies n'est pas tres
répandue, mais certaines communautés peuvent réaliser a la fois
les voies hydrogénoclastes (i.e a partir de H, et CO,) et acétoclastes
(i.e. a partir de I'acétate) (Oremland, 1988). Il est donc tres impor-
tant de comprendre les regles qui déterminent les priorites des
réactions ainsi que leurs contributions aux besoins énergétiques lors-
quon s'intéresse a la modeélisation des processus biogéochimiques
du sol. Les dynamiques microbiennes sont spécifiques de chaque
communauté microbienne fonctionnelle et contribuent a la capaci-
té de ces communautés a s'adapter a des environnements spéci-
fiques. Elles peuvent &tre reliées a la consommation en substrat et
au rendement énergétique en ATP des réactions, qui differe selon
les voies cataboliques et entre les différentes chaines respiratoires.
L'adaptation des communautés microbiennes dépend aussi de leur
capacité a survivre pendant des périodes défavorables comme les
conditions de faible température, de faible pH, et dans le cas des
micro-organismes anaérobies, les périodes transitoires oxiques.

Les activites microbiennes sont en étroite interaction avec les
transformations géochimiques abiotiques (figure 2). Si cette inter-
dépendance entre processus biotiques et abiotiques existe déja en
conditions aérobies, elle n'est que plus marquée en conditions
anaérobies (Dassonville et al., 2002). Dans ces dernieres conditions,
les activites microbiennes affectent le pH par la production ou
consommation microbienne de Ht, de CO,, de NH,*, de HS", d'acides
organiques, etc. (Ponnamperuma, 1972; Reddy et al., 1998), le
niveau d'oxydoréduction en influencant les différents couples redox
dont NO5/NO,, Fe¥/Fe*, HtH,, SO,2HS:, CO,/CH,, et les concen-
trations en ligands organiques (acetate, propionate, and butyrate)
(Peters et Conrad, 1996) et minéraux pouvant complexer des
métaux. Les activites microbiennes affectent aussi les phases
solides. Ainsi, les réactions d'adsorption/désorption sont affectées
par les productions microbiennes (H+ et autres cations) qui inter-
agissent avec les phases solides selon leurs caractéristiques spé-
cifiques (Stumm et Morgan, 1996). La dissolution de minéraux
(oxydes et oxyhydroxydes métalliques, calcite, etc.) est affectée par
le pH du milieu et par la réduction microbienne d'éléments métal-
liques des phases solides (Stumm et Morgan, 1996 ; Lefebvre-
Drouet et Rousseau, 1995). Les activites microbiennes peuvent
aussi affecter en dernier lieu la précipitation d'autres minéraux
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comme les rouilles vertes, la magnétite... (Brown et al., 1999). Les
conséquences des activites microbiennes peuvent &tre partiellement
tamponnées par I'existence de phases solides réactives (carbo-
nates, oxydes et oxyhydroxydes métalliques) via les processus de
dissolution ou de précipitation. Mais, les activites microbiennes
dépendent elles-mémes des caractéristiques géochimiques du
milieu et de leur évolution qui affectent (i) la disponibilité en substrat
en solution et a I'interface liquide/solide (Vavilin et al.,, 1996), et (ii)
|a faisabilité des réactions microbiennes, a travers les mécanismes
diinhibition par des especes chimiques (NO,, acides gras vola-
tils...) et les régulations thermodynamiques (H,). Au travers de ces
meécanismes, les couplages entre activites microbiennes et trans-
formations géochimiques abiotiques conditionnent I'apparition et/ou
le devenir de certaines pollutions (NO5, ETM...) et la biodisponibi-
lité d'elements pouvant induire des carences ou des toxicites (P et
ETM...).

METHODES D'ETUDE DES DYNAMIQUES
MICROBIENNES DU SOL.

Estimation de la biomasse microbienne

Les dynamiques microbiennes peuvent &tre caractérisées de
maniere globale en quantifiant la biomasse. Les méthodes les plus
utilisées pour estimer la biomasse des sols sont les techniques de
fumigation/incubation au chloroforme (CFI) (Jenkinson et Powlson,
1976), fumigation/extraction au chloroforme (CFE) (Vance et al.,
1987), et de respiration induite par un substrat (SIR) (Anderson et
Domsch, 1978). La technique SIR présente I'avantage d'obtenir
une estimation plus rapide de la biomasse microbienne par rapport
aux techniques de fumigation (quelques heures contre dix jours pour
les techniques de fumigation). Ces méthodes ont &té appliquées dans
[etude des effets de polluants sur l'activité de la biomasse microbienne
du sol. Par exemple, Chander et al. (1995) ont utilisé la technique
de fumigation/extraction au chloroforme pour étudier l'effet des
métaux lourds contenus dans des boues de station d'épuration sur
[évolution de la quantité de biomasse totale d'un sol. Si ces méthodes
permettent d'établir un bilan entre mort et croissance microbienne,
elles ne permettent en revanche ni de distinguer la biomasse « acti-
ve » (i.. la biomasse qui croit) de la biomasse « inactive » (i.e. bio-
masse qui se maintient sans croissance), ni de distinguer des com-
munautés microbiennes fonctionnelles. Or, les vitesses de diverses
biotransformations comme la degradation de la matiere organique
dépendent majoritairement de la fraction active de la biomasse.
D'autres méthodes d'estimation de la biomasse microbienne, déve-
loppées plus recemment, sont basées sur la description mathé-
matique de la croissance de la biomasse microbienne, dont les
déterminants peuvent étre facilement déterminés par I'analyse ciné-
tique des courbes de respiration obtenues expérimentalement (ex.
courbes de production de CO,) (Panikov, 1995 ; Blagodtasky et al.,

2000). A partir de ce type d'analyse, Blagodatsky et al. (2000)
répartissent la biomasse microbienne selon deux pools distincts : la
biomasse dite « active » qui correspond a la part de la biomasse qui
croit suite a un amendement (glucose), et la biomasse dite « inac-
tive » correspondant a la biomasse stimulée aussi par un amende-
ment mais sans croissance apparente (i.e. biomasse qui se main-
tient). Toutefois, suivant les approches employées par les differents
auteurs, les définitions se rapportant a la biomasse dite « active »
etalabiomasse dite « inactive » des sols peuvent varier. Ainsi, Werf
et Verstraete (1987a,b) considerent, que la biomasse microbienne
dite « active » comprend la biomasse croissant de maniere expo-
nentielle suite a un amendement (i.e. en glucose) ainsi que la bio-
masse qui se maintient, ce qui rend les comparaisons entre les dif-
ferentes approches cinétiques impossibles malgré un degré de
description supérieur aux méthodes conventionnelles d'estimation
de la biomasse totale (fumigation/extraction au chloroforme...). Au
final, lensemble des méthodes d'estimation de la biomasse totale
permet seulement d'approcher de maniere tres globale les dyna-
miques microbiennes car elles considerent que l'ensemble des
populations microbiennes du sol peut &tre traité comme une seule
et unique entité.

Les méthodes de denombrement indirect et
direct

Les dynamiques microbiennes peuvent aussi etre appréhen-
dées par dénombrement des bactéries par deux grands types de
méthodes. La premiere consiste en un comptage indirect sur
des milieux de culture (Josephson et al., 2000). La seconde
méthode consiste en un comptage direct par observation au
microscope (Roane et Pepper, 2000). Parmi les méthodes de
denombrement indirectes, les deux méthodes les plus utilisees sont
la méthode standard de culture sur boite de pétri et la technique
de denombrement dite « technique du nombre le plus probable »
(MPN) (Josephson et al., 2000). Cette derniere est tres utilisee
car elle permet l'estimation des populations bactériennes ayant
des fonctionnalites données comme la dénitrification (Cannavo et
al., 2002) (figure 3), la réduction du Fe*, etc... Malheureusement
ces techniques restent limitées dans I'approche des dynamiques
microbiennes car moins de 1 % des bactéries présentes dans le
sol sont cultivables (Liesack et al., 1997). Les techniques de
déenombrement sur milieu de culture ne mettent ainsi en éviden-
ce que les bactéries viables (i.e. les bactéries capables de croitre
sur un milieu de culture spécifique) qui ne sont pas forcément les
bactéries responsables des processus majoritaires dans I'eco-
systeme étudié. De plus, les résultats associés a ces techniques
sont influencés par plusieurs facteurs comme la composition du
milieu de culture (pH, concentrations en substrats...), les condi-
tions d'incubation et la méthode d'extraction des bactéries du sol
(Liesack et al., 1997; Torvisk et al., 1996). Les techniques de
dénombrement direct permettent de contourner les difficultes
liees a l'extraction et a la mise en culture des micro-organismes
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Figure 3 -
Dénombrement

des denitrifiants sur
micro-plaque par
technique MPN.
Révélation des
dénitrifiants apres ajout
du réactif de Morgan
(Debroux, communication
personnelle).

Figure 3 - Enumeration
of denitrifying bacteria by
the Most Probable
Number (MPN) method.
The presence of
denitrifiers is revealed by
Morgan's reagent
(Debroux, personal
communication).

Figure 4 - Denombrement des bactéries par microscopie a épifluorescence apres marquage a l'acridine orange.

Cas d'un échantillon de sol (Richaume, communication personnelle).

Figure 4 - Enumeration of bacteria by epifluorescent microscopy using acridine orange staining. Case for a soil sample
(Richaume, personal communication).
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Figure 5 - FISH a partir de cellules bactériennes détachées mécaniquement d'une paille incubée pendant 8 jours dans un sol de
riziere. Trois amorces de 'ADNr16S ont &té utilisees simultanement pour I'hybridation. L'amorce marquée (bleu) Eub338 spécifique du
domaine bactérien (Eub338) a &té utilisé avec I'amorce marquée (rouge) Clost XIVa, spécifique d'une partie du cluster XIVa se
rapportant au genre Clostridium, et avec I'amorce spécifique Clost XIVa-c (verte). La superposition des amorces Eub338 et Clost XIVa
donne des cellules colorées en rose; la superposition de I'amorce Eub338 et Clost XIVa-c donne des cellules vertes a turquoise. Le
nombre de cellules hybridées avec les amorces spécifiques Clost XIVa et Clost XIVa-c (donnant des cellules blanches) est inférieur a
1 % de toutes les cellule détectées avec I'amorce Eub338. Echelle (barre), 5 um (Weber et al., 2001)

Figure 5 - FISH of fixed cells detached mechanically from straw incubated for 8 days in soil slurries. Three 16S rDNA probes were
used simultaneously. CY5-labeled bacterial-domain probe Eub338 (blue) was used together with CY3-labeled probe Clost XIVa (red),
specific for parts of clostridial cluster XIVa, and FITC-labeled probe Clost XIVa-c (green), designed from 16S rDNA sequence data. The
overlay of probes Eub338 and Clost XIVa resulted in pink cells; the overlay of Eub338 and Clost XIVa-c resulted in green-to-turquoise
cells. The number of cells hybridized simultaneously with the group-specific probes Clost XIVa and Clost XIVa-c (resulting in white cells)
was less then 1% of all Eub338-detected cells. Scale bars, 5 um (Weber et al., 2001).

(Kepner et Pratt, 1994). Ainsi, l'utilisation de la microscopie a épi-
fluorescence (principalement par marquage des bactéries a l'acri-
dine orange et au DAPI) permet de dénombrer les bactéries
totales présentes dans le sol et donc d'avoir acces aussi aux bac-
teries viables non cultivables. En théorie, les observations directes
au microscope permettent de differencier les bactéries dénombrées
au regard de leur activité. Dans le cas du marquage a l'acridine

orange, les bactéries avec un niveau élevé en ARN (révélateur
d'une activité métabolique) devraient apparaitre en « vert » alors
que les bactéries avec un niveau élevé en ADN devraient appa-
raitre en « orange» (Kepner et Pratt, 1994). En pratique, il est tres
difficile de distinguer objectivement ces deux cas « extremes » et
[utilisation de ces techniques est donc restreinte a I'estimation du
nombre de bactéries totales dans le systeme d'étude (figure 4).
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Figure 6 - Dynamique des arché-bactéries dans un digesteur
anaérobie en disfonctionnement (exces d'acétate). Evolution
des profils SSCP des produits issus de I'amplification de la
région V3 des ADNr16S et ARNr16S des arché-bactéries.
L'ADNr16S est représenté par une ligne continue et 'ARNr16S
est représenté par une ligne en pointille (Delbes et al., 2001).

Figure 6 - Archeal populations dynamics during an acetate
crisis in an anaerobic digestor ecosystem. Dynamics of SSCP
patterns of archeal 16S rDNA and 16S rRNA V3 region
amplification products.16S rDNA and 16S rRNA are indicated
by black and dotted lines respectively (Delbés et al., 2001).

Les méthodes de denombrement direct et indirect constituent donc
un bon outil d'approche des dynamiques microbiennes, mais les dyna-
miques microbiennes globales mises en évidence par ces techniques
refletent seulement le bilan entre la mort et la croissance de diverses
populations ou communautés microbiennes fonctionnelles, et ne per-
mettent pas d'identifier des populations microbiennes stagnantes
capables de survivre dans de telles conditions.

Les méthodes basées sur les techniques de
biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire basées sur I'etude de
[ADNr 16S permettent d'atteindre l'ensemble des groupes microbiens
présents dans le sol y compris ceux qui ne sont pas cultivables (Kemp
et Aller, 2003 ; O'Donnell and Gorres, 1999). Si ces techniques ont
été dans un premier temps beaucoup utilisées pour étudier la diver-
site microbienne du sol (Borneman et al,, 1996; Dunbar et al,,
1999; McCaig et al., 1999; Scheid et Stubner, 2001), elles sont désor-
mais utilisées pour analyser les dynamiques de groupes micro-
biens. Ces méthodes sont basées sur I'ybridation d'amorces spé-
cifiques de génes comme I'ARNr 16S. A I'aide de ces techniques,
les dynamiques de populations microbiennes spécifiques peuvent
étre suivies. Ces méthodes incluent la « fluorescent in situ hybridi-
zation » (FISH) ou I'hybridation slot- ou dot-blot qui utilisent des
amorces spécifiques de 'ARNr16S (Scheid et Stubner, 2001 ; Weber
etal, 2001). Par exemple, Weber et al. (2001) quantifient par FISH
l'abondance relative de differents groupes phylogénétiques lors de
lincubation de paille de riz dans un sol de riziere et mettent en évi-
dence I'abondance du genre Clostridium dans ces conditions (figu-
re 5). Pour ces deux techniques, le probleme majeur reste I'auto-
fluorescence des échantillons pouvant générer des artéfacts
(O'Donnell Gorres, 1999). Recemment, deux nouvelles techniques
quantitatives (PCR en temps réel et PCR compétitive (CPCRY)) ont
éte déeveloppées (Rayemaekers, 2000). Elles sont basées sur la
quantification de génes spécifiques (« marqueurs fonctionnels »)
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représentatifs de groupes microbiens. Par exemple, 'existence d'un
gene spécifique chez les bactéries oxydatrices d'ammonium (gene
amoA) a permis a Kowalchuk et al. (2000) de quantifier I'abondan-
ce de ce géne dans un sol et par extension I'abondance du groupe
microbien en question. Toutefois, l'utilisation de ces techniques
nécessite au préalable lidentification d'un gene spécifique univer-
sel au sein du groupe microbien et aussi spécifique de ce dernier.

D'autres méthodes moléeculaires fournissent une visualisation rapi-
de de la complexité des communautés microbiennes et permettent
d'apprécier leurs fluctuations ; elles incluent la D/TGGE (Denaturing
or temperature gradient gel electrophoresis) (Marschner et al.,
2003; Teske et al., 1996; Weber et al., 2001), la TRFLP (terminal
restriction fragment length polymorphism) (Scheid et Stubner, 2001),
etla PCR-SSCP (single-strand conformation polymorphism). Cette
derniere méthode a été utilisee pour étudier les dynamiques des
communautés bactériennes et aussi des arché-bactéries dans les
digesteurs anaérobies (Delbes et al,, 1998; Delbes et al., 2000;
Godon et al., 1997a; Godon et al,, 1997b; Zumstein et al., 2000).
Delbes et al. (2001) ont ainsi utilisé la PCR-SSCP pour étudier la
composition (ADNr16S) et les dynamiques (ARNr16S) des bacté-
ries et des arché-bactéries dans un digesteur anaérobie en pério-
de de disfonctionnement (exces d'acétate) (figure 6).

Certaines approches combinent I'utilisation de techniques molé-
culaires avec la caractérisation de processus particuliers et de para-
metres environnementaux. Teske et al. (1996) quantifient les popu-
lations microbiennes dans un Fjord stratifie par hybridation in situ
quiils mettent en relation avec les flux verticaux de donneurs d'élec-
trons et d'accepteurs d'électrons.

L'utilisation des outils moléculaires présente un potentiel tres
important dans I'étude des dynamiques microbiennes. Méme si
certaines études prennent en compte les caractéristiques environ-
nementales du milieu, les approches existantes ne proposent pas
d'analyse des dynamiques des communautés microbiennes fonc-
tionnelles en relation avec les processus géochimiques. Nous pré-
sentons dans le paragraphe suivant une nouvelle méthode dont la
logique s'inscrit dans une prise en compte des dynamiques micro-
biennes en relation avec les composantes géochimiques du sol, et
qui a été appliquée dans le cas d'un sol soumis a 'anaérobiose.

UNE NOUVELLE METHODE D'ANALYSE
DES DYNAMIQUES DES COMMUNAUTES
MICROBIENNES FONCTIONNELLES EN
RELATION AVEC LES PROCESSUS
GEOCHIMIQUES DU SOL

Une nouvelle méthode d'analyse des dynamiques des commu-
nautes microbiennes fonctionnelles anaérobies en relation avec
les processus géochimiques du sol a recemment été mise au point
par Dassonville et al. (2004b). Les dynamiques microbiennes ont éte
étudiees en combinant la méthode de PCR-SSCP et une méthode

de denombrement direct (denombrement direct des bactéries totales
apres marquage a l'acridine orange). La méthode a été testée sur
des incubations en batch (petit réacteur) d'un Calcic Cambisol
(WRB) amendeé pendant 8 jours, sans amendement (traitement C),
ou avec un amendement en glucose (traitement +G). La méthode
a permis (i) de suivre 'evolution au cours de l'incubation des den-
sites bactériennes pour les deux traitements étudiés (figures 7a, 7b)
et (ii) de définir, dans les conditions expérimentales envisagées, 78
groupes microbiens dont les dynamiques ont pu &tre suivies au cours
de l'incubation pour chaque traitement (figures 8a, 8b).

Au niveau des évolutions géochimiques, les processus micro-
biens prépondérants liés la degradation du glucose ont &té mis
en évidence dans le traitement +G: (i) reduction du NO5" et du NO,
respectivement pendant les 12 et 24 premieres heures d'incu-
bation, (i) fermentation pendant les 6 premiers jours avec en paral-
lele une fixation non symbiotique de I'azote nécessaire a la crois-
sance microbienne du 2¢ au 6° jour inclus, et (iii) réduction du Fe®
concomitante avec oxydation de H, sur I'ensemble de la période.
Parallelement, pour ce méme traitement, les 78 groupes micro-
biens mis en évidence par la méthode ont été ensuite regroupés
en 7 sous ensembles (A-G) au vu de leurs dynamiques tempo-
relles (figures 9a-d). Il a alors été possible de relier les différents
sous-ensembles mis en évidence aux principales évolutions bio-
géochimiques. Ainsi, les groupes microbiens appartenant aux
sous-ensembles A, E et F croissent pendant les périodes intenses
de fermentation et sont probablement capables de fixer le Ny,
comme c'est le cas d'une bactérie identifiee dans ce sous-
ensemble (Clostridium butyricum, sous-ensemble A). Les bacté-
ries appartenant aux sous-ensembles B, D et G sont probable-
ment capable de réduire le Fe3* en Fe?* avec oxydation
concomitante de I'H, en H;O*, mais probablement incapables de
fixer le N,. Deux groupes microbiens appartenant a ces sous-
ensembles sont proches de Clostridium favosporum (sous-
ensemble B) et du genre Bacillus (sous-ensemble B). Les bac-
téries appartenant au sous-ensemble C sont probablement
seulement capables de réduire les oxydes de N. Des estimations
similaires de la croissance brute de la biomasse microbienne
ont &té obtenues en tenant compte (i) des croissances brutes des
78 groupes microbiens définis par la méthode et (ii) des énergies
fournies par les activités cataboliques prepondérantes mises en
évidence (reduction du NOg et NO,, fermentations et réduction
du Fe®). La méthode proposée par Dassonville et al. (2004b) per-
met d'approcher les dynamiques microbiennes en relation avec
les évolutions géochimiques du sol, dans des conditions (anaé-
robiose) ou ces interactions sont importantes. Certaines limites
méthodologiques liges a l'utilisation de cette méthode ont tout de
meéme été soulevées par les auteurs (limites liees aux techniques
de biologie moléculaire (dont SSCP), limites liées a la procédu-
re de définition des groupes microbiens au sein du profil SSCP...).
De plus, cette méthode n'a pour l'instant été testée que pour un
seul type de conditions environnementales (i.e. incubations en
batch d'un sol) qui different beaucoup des conditions générale-
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Figure 7 - Evolution au cours de l'incubation des densités bactériennes obtenues a partir de la méthode combinant PCR-SSCP et
déenombrements directs pour le traitement témoin (C) et le traitement avec glucose (+G) (Dassonville et al., 2004b).
Figure 7 - Bacterial density variations for treatment (C) and treatment (+G) using the method combining PCR-SSCP and direct counts

(Dassonville et al., 2004b).
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ment rencontrées in-situ (« simplicité » du systeme expérimen-
tal en batch éloigné de conditions in situ, quantité de glucose ini-
tiale apportée au sol...) et il est néanmoins nécessaire de tester
cette méthode dans d'autres contextes environnementaux se dif-
ferenciant par le type de sol utilisé, la nature et la quantité de(s)
substrat(s) apporté(s)...

CONCLUSION

Les conditions anaérobies dans les sols se rencontrent notam-
ment dans les sols engorgés voire submergeés, avec les rizieres, les
tourbieres, et certaines zones de bas-fonds. L'anaérobiose peut avoir
des impacts sur (i) le fonctionnement du sol, (ii) la zone non satu-
rée profonde et la nappe, ainsi que (iii) I'atmosphere. En anaérobiose,
les multiples communautés microbiennes fonctionnelles sont a la base
de nombreuses activités en étroite interaction avec les transforma-
tions géochimiques abiotiques tant au niveau de la solution que des
phases solides. La prise en compte explicite de ces couplages
dans les modeles s'avere parfois incontournable, car les lois qui regis-
sent les activites biologiques different fortement de celles qui régis-
sent les réactions géochimiques. Peu de modeles combinent la
description des processus microbiens et des transformations géo-
chimiques dans le sol. Ces modeles ont été évalués en comparant
des données expérimentales (concentrations en substrats et produits
dans la solution de sol et dans l'atmosphere gazeuse...) et simulées
au cours du temps. Cependant, jusqu'a présent, les évolutions
quantitatives et qualitatives des populations microbiennes n'ont pas
été mesurées simultanément pour attester de la fiabilite des modeles
proposés. Les dynamiques microbiennes globales peuvent &tre
caractérisées en quantifiant la biomasse ou en comptant les microor-
ganismes. Cependant, les dynamiques microbiennes globales refle-
tent seulement le bilan entre la mort et la croissance des populations
ou communautés microbiennes fonctionnelles, et ne permettent
pas d'identifier des populations microbiennes stagnantes capables
de survivre dans de telles conditions. Les dynamiques de popula-
tions microbiennes spécifiques peuvent &tre suivies en utilisant des
techniques biologiques moléculaires, en utilisant des amorces spé-
cifiques de 'ARNr16S, avec parfois la caractérisation de processus
particuliers et de parametres environnementaux. D'autres méthodes
fournissent une visualisation rapide de la complexité des commu-
nautés microbiennes et permettent d'apprécier leurs fluctuations.
Malgré ces nombreuses études, aucune méthode n'avait &té élaborée
pour analyser les dynamiques de nombreuses communautés micro-
biennes fonctionnelles du sol en relation avec les processus géo-
chimiques. Dassonville et al. (2004b) ont recemment proposé une
nouvelle méthode combinant une technique de biologie moléculai-
re (PCR-SSCP) et une technique de denombrement direct (denom-
brements de bactéries marquées a l'acridine orange) permettant d'étu-
dier les dynamiques des communautés microbiennes fonctionnelles
en relation avec les transformations géochimiques du sol. Cette
méthode doit néanmoins &tre testée dans d'autres contextes envi-

ronnementaux. Une telle approche devrait permettre a terme d'op-
timiser les modeles décrivant explicitement les interactions entre
microbiologie et géochimie du sol au niveau de la description et de
la paramétrisation des dynamiques des communautés microbiennes
fonctionnelles.
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Figure 8 - Limites initiales et finales des groupes microbiens obtenus en utilisant la méthode combinant PCR-SSCP et dénombrements
directs pour a/ le traitement avec glucose (+G) et b/ pour le traitement témoin (C) a 8 jours d'incubation (Dassonville et al., 2004b).

Les pics sont indiqués par des croix.

Figure 8 - The initial and final boundaries of all peaks, a/ for treatment +G and b/ for treatment C (8 days of incubation) using the
method combining PCR-SSCP and direct cell counts. The peaks identified are indicated by black arrows.
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Figure 9 - Pics représentatifs de chaque sous-ensemble défini selon la méthode combinant PCR-SSCP et denombrement direct.

a/ pics représentatifs du sous-ensemble A et B, b/ pics représentatifs du sous-ensemble C et E,
¢/ pics représentatifs du sous-ensemble D et G, d/ pics représentatifs du sous-ensemble F.
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Figure 9 - Representative peaks of each class defined according to the method combining PCR-SSCP and direct cell counts.
a/ Representative peak from class A and B, b/ Representative peak from class C and E,
¢/ Representative peak from class D and G, d/ Representative peak from class F.
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