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PARTIE ADMINISTRATIVE

1 RAPPORT MORAL POUR L’ANNEE 1975

Chers Collégues,

Conformément a nos statuts votre Président doit vous donner un compte rendu
moral pour 'année qui se termine.

Ce résumé de notre activité va permettre aux 107 membres nouveaux de mieux
se rendre compte des ressources de leur association.

A fin 1974 notre effectif était de 1559 membres, il est de 1478 a ce jour. Cette
tendance déja notée par nos prédécesseurs peut s’expliquer en partie par la mise en
ordre de notre fichier.

11 serait intéressant de savoir si ces radiations correspondent & des lecteurs lointains
ou s’il se dégage une forte proportion de résidants de notre région ?
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Le fait que l'optimum d’activité des endoPG mesurée par viscosimétrie
ne précéde pas celui de la PME indique que celles-ci contrairement aux exoPG,
agissent sur des substrats faiblement méthylés.

La souche de Rosellinia quercina nous a été fournie par la Station de Patho-
logie végétale de I'ILN.R.A. de Clermont-Ferrand et celle de Fomes annosus
par Mme A. Davip.
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. MICROFLORE DES AIGUILLES DE SAPIN ABIES ALBA MILL.
" BACTERIES ET LEVURES

par M. FAUuRe-Raynaup et F. (GOURBIERE.

Résumé. — Mise en évidence de bactéries et levures sur les aiguilles de sapin Abies
alba Mill. Evolution lors de la sénescence des aiguilles — variations saisonniéres.
Importance des bactéries dans cette microflore.

INTRODUCTION.

De nombreux travaux ont été consacrés a la microflore, bactéries, levures
et champignons de la surface des feuilles. Certains résultats, obtenus depuis
1955 date d’apparition du terme de « phyllosphére» (Last 1955), sont cités et
commentés par LasT et DricHTON dans un article relatif & la microflore des
feuilles vivantes (1965). Des espéces végétales varides, pomme de terre
(HoLLomon 1967), concombre (LeBen 1961), légumineuses diverses (DICKINSON
1967 - Stout 1960), ont fait I'objet de ces études. Celles relatives aux coniféres
concernent essentiellement les microfonges. Ils ont été trouvés soit sur les
feuilles de larbre: méléze, épicéa, pin (BIrTr 1956) soit. sur la litiére (pin
sylvestre) a la dégradation de laquelle ils participent (KENDRICK et BURGES
1962). Les autres microorganismes, levures et bactéries, ont rarement été
recherchés sur les coniferes. Seuls Larix decidua (McBripE 1970) et Pinus
strobus (LEBEN 1972) semblent avoir été étudiés dans ce but.

Nous avons tenté de mettre en évidence les microorganismes des feuilles
du sapin Abies alba Mill. Les méthodes employées nous ont conduits a associer
levures et bactéries. Les champignons ont fait l'objet d’une étude séparée
(GOURBIERE 1974 a-b, 1975).
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MATERIEL ET METHODES.

Le feuillage étudié provient de la sapiniére du Grand-Bois, située dans le
massif du Pilat (Loire) a une altitude d’environ 1100 m. Les caractéristiques
de cette station ont été décrites par ANprE (1973).

Les recherches ont été effectuées sur trois types d’aiguilles :

— aiguilles vertes prélevées sur les branches basses de l'arbre; ce sont
des aiguilles d'un ou deux ans. Compte tenu de la vie relativement longue des
aiguilles du sapin (8 a 10 ans) il est probable que celles Agées de deux ans
ne présentent pas encore de caractéres sénescents :

— aiguilles récemment tombées, recueillies 'dans des tamis sous les arbres
donc protégées de tout contact avec le sol. Parmi celles-ci nous avons étudié
séparément aiguilles brunes et aiguilles vertes qui représentent jusqu’a 40 %
des aiguilles tombées.

Les prélévements ont été faits de septembre 1971 a novembre 1972 et
d'octobre 1973 a novembre 1974. Les aiguilles sont prélevées et transportées
stérilement. Les microorganismes recherchés sont mis en évidence par la
technique des suspensions-dilutions de PocuHon et Tarpieux (1962) adaptée a
notre matériel, Les aiguilles (30 par échantillons) sont placées dans un tube
contenant 10 ml d’eau distillée stérile et soumises, pendant 10 minutes, & une
agitation énergique (Vortex Cénie). Les dilutions préparées a partir de cette
suspension sont ensemencées, a raison de trois boites par dilution (0,1 ml par
boite), sur le milieu de Diem (1967) renfermant glucose, peptone et yeast
extract!. Les comptages sont faits aprés une semaine d’incubation a 20° C.
Le nombre des germes est calculé a partir de la dilution assurant une cin-
quantaine de colonies par boite puis rapporté au gramme d’aiguilles séches. A
lexclusion des colonies fongiques filamenteuses toutes les colonies ont été
comptées. Les proportions levures/bactéries ont été ensuite établies par I'obser-
vation microscopique de toutes les colonies d’'une boite prise au hasard.

RESULTATS ET DISCUSSION.

Importance quantitative de la microflore étudiée.

Comparativement aux valeurs citées dans la littérature (Last et DEIGHTON
1965, Ruinen 1956, LEBEN 1972) le nombre des microorganismes mis en évidence
sur les aiguilles du sapin est faible. L’'ensemble de résultats, consignés sur le
tableau I, montre qu'a deux exceptions prés {octobre et juillet) la microflore
augmente lorsque I'on passe des aiguilles vivantes aux aiguilles vertes tombées
puis aux aiguilles brunes. Si 'on considére les moyennes la microflore double
d'une série a l'autre.

Pour chaque type de feuilles la microflore, maximale en automne, régresse
trés vite en hiver pour s’accroitre au cours du printemps et de 1'été. Les valeurs
élevées d’avril 1974 doivent étre considérées comme accidentelles. Dans leur
ensemble ces résultats concordent avec ceux obtenus lors des prélévements
effectués en 1971 et en 1972

1. Des essais préliminaires réalisés en lavant les aiguilles & l'eau physiologique
additionnée ou non de tween 80 et en variant le milieu d’isolement (gélose nutritive,
milieu & l'extrait de terre, a l'extrait de feuilles, milieu additionné de peptone ou de
phytone) nous ont conduits & retenir cette technique comme permettant l'isolement du
plus grand nombre de germes.
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Iaccroissement de la microflore lors de la sénescence des feuilles est un
fait bien connu (DIEm 1967) lié & la brusque libération des composants solubles
de la feuille (MancevoT 1966). Les aiguilles vertes, tombées pour des raisons
mécaniques : vent, pluie, insectes, se comportent comme des feuilles sénescen-
tes. Ce fait a déja été remarqué en ce qui concerne la microflore fongique
(GOURBIERE 1974 b).

Nombre de microorganismes trouvés sur les feuilles
Date des prélévements
Vertes vivantes‘ Vertes tombées Brunes tombées

16 octobre 1973 ....... 213000 g 170 000 g 620 000 g
19 novembre 1973 . .... 60 000 140 000 660 000
21 janvier 1974 ....... 25 000 55 000 70 000
25 février 1974 ........ 20 000 50 000 145 000
18 mars 1974 .......... 12 000 20 000 275 000
29 avril 1974 .......... 160 000 880 000 1800 000
8 juillet 1974 ......... 135 000 i 130 000 500 000
19 septembre 1974 . .... 220 000 800 000 1200 000
10 octobre 1974 ....... 200 000 400 000 1 400 000
14 novembre 1974 . .... 110 000 625 000 700 000
Moyennes ...... 115 500 327 000 737 000

TaBLeau 1. Nombre de microorganismes (bactéries et levures), par rapport au poids
sec des feuilles, mis en évidence sur les feuilles d’Abies albe Mill.: feuilles vertes
vivantes, feuilles vertes tombées et feuilles brunes tombées.

L’augmentation du nombre des microorganismes sur les trois types de
feuilles en été et en automne résulte probablement de I'amélioration des condi-
tions climatiques (température).

Composition de la microflore.

La majorité des colonies obtenues a partir des eaux de lavage des feuilles
est constituée par des levures. L'examen du tableau II montre que souvent les
proportions des bactéries augmentent lorsque l'on passe des aiguilles vertes
vivantes aux aiguilles vertes tombées puis aux aiguilles brunes. Cependant
cette régle ne peut pas étre considérée comme constante car quelques inver-
sions ont été notées. L’augmentation du nombre des bactéries en valeur
relative comme en valeur absolue s’accentue encore dans les aiguilles de la
litiére au sol. Quelques essais montrent que les feuilles de la couche de fermen-
tation portent 4.10° germes par gramme de feuilles (poids sec) dont 79 a
100 % sont des bactéries.

Les bactéries semblent disparaitre complétement au début du printemps
sur les trois types d’aiguilles. Cependant, si on laisse macérer ces aiguilles dans
TPeau de lavage pendant 72 heures avant d’effectuer les ensemencements on
constate la présence de bactéries. Leur nombre, au début de l'expérience était
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Date des prélévements Feuil.les vertes Feuilles ’vertes Feuilles l?runes
vivantes tombées tombées
%o % o
Octobre 1973 .......... 11 12 21
Novembre 1973 ....... 20 40 61
Janvier 1974 .......... 5 70 44
Février 1974 .......... 50 0 54
Mars 1974 . ............ 0 ‘o 0
Avril 1974 ............ 0 0 0
Juillet 1974 . .......... 4 16 31
Septembre 1974 . ...... 1 30 10
Octobre 1974 .......... 18 42 50
Novembre 1974 ....... 27 11 10
Moyennes ...... 13,6 22,1 28,1

TapLeau II. Pourcentage des bactéries par rapport 4 la microflore {bactéries et
levures) isolée par lavage au cours des prélévements 1973 et 1974.

Nbre Prolductlotn Gram — Gram +
Feuilles | .. Nbre | Mobi- pigmen
, .. d’isole- X o, spore
étudiées cocci lité

ments soluble |

insoluble | coc. | bac. | coc. | bac.
fluores.

Feuilles
vertes, 100 22 77 26 43 2 68 20 10 7
vivantes
Feuilles
vertes, 170 11 148 27 22 6 141 5 18 11
tombées
Feuilles
brunes, 190 4 167 56 14 0 170 4 16 9
tombées

TaBLEau III. Principaux caractéres des bactéries isolées sur les frois types de
feuilles: forme, coloration de Gram, production d'un pigment soluble fluorescent ou
insoluble non fluorescent, mobilité, présence de spore.
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Fig. 1: Variation du nombre des bactéries mises en évidence sur les trois types de
feuilles étudiées du sapin Abies alba Mill. au cours des prélévements effectués en 1973
et 1974. :
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trop faible pour qu'elles soient décelables par la technique utilisée. Le pour-
centage des bactéries augmente en automne. Ce maximum automnal s’observe
plus nettement sur les courbes montrant les variations du nombre absolu des
bactéries au cours de année (Fig. 1).

Bactéries.

Au fur et a mesure de lisolement des bactéries nous avons étudié un
certain nombre de leurs caractéres: forme, mobilité, présence de spores, colo- v
ration de Gram, pigmentation, production d’un pigment fluorescent, analyse
des besoins nutritionnels par leur développement sur les milieux de LoOCHHEAD
modifiés (Gounor 1967). Les résultats obtenus sont groupés sur le tableau IIL

Les germes isolés a partir des trois types d’aiguilles sont pour la plupart
des formes bacillaires mobiles, Gram négatives. Les Pseudomonas dominent.
Beaucoup produisent un pigment fluorescent diffusible. D’autres bactéries
forment des colonies pigmentées en jaune ou orange ; compte tenu des autres
caractéres de ces souches on peut les rapprocher des genres Xanthomonas et
Flavobacterium. Les bactéries Gram positives sont plus rares: quelques formes
bacillaires sporulées du genre Bacillus et des cocci du genre Micrococcus. Occa-
sionnellement d’autres cocci Gram négatif sont rencontrés.

Ces genres bactériens ont aussi été remarqués sur la phyllosphére du
méleze (McBripeE 1970) et sur celle d’autres végétaux non résineux (LAST et
DEeicHTON 1965). '

Les bactéries isolées au cours de ces recherches ont été trouvées sur les
feuilles vertes et sur les feuilles brunes. Aucune d’elles ne s'est révélée spéci-
fique d'un type de feuille. On peut noter cependant gue les cocci ont été
décelés surtout sur les feuilles vertes et au cours de l'automne. Les Pseudo-
monas fluorescents sont répartis uniformément sur les feuilles vertes et brunes,
a deux périodes de I'année : septembre-octobre et mars-avril. Enfin les formes
pigmentées sont plus nombreuses sur les feuilles en place que sur les autres.

Levures.

Les levures isolées ont été déterminées par le Centraal Bureau Voor
Schimmelculture de Baarn.

Les levures le plus fréquemment rencontrées sur les aiguilles vertes et
brunes sont essentiellement des Aureobasidium sps associés a Sporobolomyces
pararoseus Olson et Hammer, Torulopsis fujisanensis Soneda, Torulopsis
auricularice Nakase, Candida foliarum Ruinen et Hansenule canandenis :
Wickerham. "

CONCLUSION.

De lensemble de ces résultats il ressort que les bactéries ne semblent
représenter qu'une partie mineure de la microflore des aiguilles du sapin dont
les levures et les microfunges constituent l'essentiel. Cette population bacté-
rienne, déja faible, disparait presque complétement au cours de Phiver aussi
bien sur les aiguilles vivantes que sur les aiguilles tombantes.

Plusieurs facteurs peuvent géner la fixation et le développement des bacté-
ries, parmi ceux-ci: le caractére hydrophobe de la surface de la feuille, la
présence possible de substances foliaires inhibitrices a l'’égard des bactéries.
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Les champignons (filamenteux ou levuriformes) plus aptes & coloniser les
aiguilles pourraient en outre exercer un effet inhibiteur ou antagoniste. Nous
nous efforcons de préciser les facteurs qui semblent faire de la feuille vivante
du sapin un milieu défavorable au développement des bactéries.
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