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Fiche technique : Quantification de la biomasse et de la diversité
microbiennes via les PLFA

1- Role écologique de I'organisme visé

Les microorganismes du sol — bactéries, archées et champignons — sont des organismes invisibles qui
dominent en nombre et en masse dans la plupart des écosystemes du sol. Principalement
hétérotrophes, ils prélévent le carbone nécessaire a leur métabolisme par symbiose ou par absorption
dans leur environnement. Leur intérét dans le fonctionnement biologique du sol est de décomposer
la matiere organique et de mobiliser les éléments minéraux disponibles pour la plante. Leur réle dans
la cohésion des particules minérales du sol et dans la stabilité structurale est majeur. Véritables
moteurs du fonctionnement biologique du sol, ils peuvent étre appréhendés de différentes facons
avec des approches de microscopie, de biochimie et/ou de biologie moléculaire. L'objectif de leur suivi
est principalement d’étre en mesure de quantifier leur abondance, leur diversité et surtout leur
activité.

2- Principe de la méthode

Les acides gras phospholipidiques (PLFA) sont des constituants des membranes cellulaires des étres
vivants et ont une pertinence taxonomique, car ils sont spécifiques de groupes d’organismes (Zelles,
1999 ; White et al., 1997 ; Hill et al., 2002 ; Zogg et al., 1997 ; Ringelberg et al., 1997 ; Bardgett et al.,
1996 ; Frostegard and Baath, 1996 ; Madan et al., 2002). lls sont considérés comme des biomarqueurs
car ils représentent une fraction constante de la biomasse vivante (Lechevalier, 1989 ; Zelles, 1999 ;
Bailey et al., 2002). L’extraction et I'analyse des PLFA dans les sols est une technique de quantification
de la biomasse microbienne vivante du sol (White et al., 1979). En effet, ils ne sont pas présents dans
les lipides de stockage ou les cellules mortes. Des modifications des profils de PLFA extraits des sols
traduisent des variations dans I’'abondance des groupes microbiens. Les profils PLFA permettent une
approche avec un minimum de biais et d’artéfacts. On peut distinguer par ces profils la biomasse
bactérienne (Gram+ et Gram-, qui sont deux catégories de bactéries différenciables a leur couleur
apres coloration avec un méme produit, di a des composants membranaires différents), fongique et
la part des actinomycetes. Les méthodes développées en ce moment servent de support a
I’élaboration d’une norme (ISO TC 190 - Qualité des sols — TS-29843-2).

Les techniques de profilage phénotypique telles que I'analyse PLFA ne distinguent pas les espéces
microbiennes entre elles (Singh et al.,, 2006a,b). Elles peuvent étre utilisées pour déterminer les
variations de I'abondance relative des champignons, des bactéries Gram-négatives et Gram-positives.



2.1. Nomenclature

Par souci de clarté dans la lecture des résultats, les différents PLFA sont caractérisés par la
nomenclature de leurs acides gras correspondants (Steenwerth et al., 2003 ; Joergensen et al., 2005).
Les acides gras sont notés sous la forme suivante : nombre de carbone : nombre de double liaison w
position de la double liaison a partir du méthyle. Préfixes : i = ramification iso (méthyle positionné 1C
avant la fonction acide), a = anté-iso (méthyle positionné sur le 2¢™ C avant la fonction acide), t ou ¢
= configuration cis ou trans des doubles liaisons.

2.2. Type d’indicateur

Les PLFA représentatifs des bactéries Gram + sont principalement i16:0, i17:0, a17:0, 17:0, 18:0.
Les PLFA représentatifs des bactéries Gram - sont principalement 16:1w7c, 18:1w9c.

Les PLFA représentatifs du compartiment bactérien sont les Gram +, Gram- .
Les PLFA représentatifs du compartiment fongique sont 18:3w3c, 18:2wéc.

La concentration totale en PLFA (nmol de PLFA / g de sol sec) est décrite comme une mesure de la
biomasse microbienne (Zelles et al., 1995).

Les PLFA peuvent étre aussi utilisés pour suivre I’état physiologique des microorganismes des sols. En
effet le ratio PLFA fongiques / bactériens évolue face a différents stress environnementaux tels que la
gestion des sols et le pH du sol. Les bactéries changent la composition de leurs acides gras
membranaires en réponse a un stress. Par exemple une augmentation du PLFA cy19 :0 a été décrit
comme indicateur potentiel de famine microbienne ou d’un déficit d’oxygéne ou encore de
contamination métallique. Le PLFA cy19 :0 est formé via la trans-méthylation du PLFA 18 :1w7c. Cela
permet aux bactéries de minimiser la perte de lipides membranaires et d’accentuer la fluidité de leurs
membranes.

Une diminution du ratio PLFA saturé / mono insaturés indique un stress nutritif des bactéries Gram-.

3- Description des méthodes

3.1. Normes et/ou protocoles de référence
La méthodologie analytique est d’extraire tous les lipides du sol (lipides neutres, glycolipides et PLFA)
puis de les séparer selon leur nature (Bligh et Dyer, 1959 ; Frostegard et al., 1993).

Les PLFA subissent ensuite une trans-méthylation afin d’obtenir les esters méthyliques (FAME = Fatty
Acid Methyl Ester) correspondants, de fagcon a ce qu’ils soient facilement analysables par
chromatographie gazeuse couplée a un spectrométre de masse (GC-MS).

L’analyseur de masse en mode sélection d’ions (SIM) est plus spécifique que le détecteur a ionisation
de flamme (GC-FID) souvent utilisé (Frostegard et al., 1993 ; Baath et al., 2003 ; Ruess et al., 2002).

3.2. Plan et méthode d’échantillonnage

En matiere d’échantillonnage dans le sol, la norme NF X31-100 fait référence. L’horizon 0-15 cm est
habituellement utilisé. En sol agricole limoneux I'indicateur est sensible jusqu’a 15 cm. La stratégie
d’échantillonnage et la représentativité de I’échantillon dépendent de la question agronomique et/ou
environnementale posée et de I'échelle de travail. Toutefois, un minimum de 30 g de sol est nécessaire
a I'extraction.



3.3. Stockage et pré-traitement des échantillons
Le stockage est déconseillé, I'idéal étant de travailler sur sol frais. A minima effectuer I'extraction si
une congélation est nécessaire.

3.4. Description simplifiée des méthodes de mesure

L’échantillon de sol frais est lyophilisé pendant 24H, puis le sol sec lyophilisé est extrait par un mélange
de solvant monophasique a base de chloroforme, méthanol, tampon citrate. L’échantillon est ensuite
agité sous ultrasons puis centrifugé. La phase contenant les lipides est évaporée a sec sous flux d’azote
a chaud. Les cartouches d’extraction SPE sont conditionnées successivement avec du méthanol, de
I"acétone et du chloroforme. Les lipides neutres et les glycolipides sont élués successivement par du
chloroforme et de I'acétone. La fraction contenant les phospholipides est éluée avec du méthanol puis
évaporée sous flux d’azote et stockée a -18°C.

La trans-méthylation s’effectue in situ dans l'injecteur de la GC/MS. Un standard interne 19 :0 est
ajouté avant injection.

3.5. Paramétres mesurés
Gram-/Totaux
Gram+/Totaux
Fongique/Total
Bactéries/Total
Fongiques/Bactéries
Saturés/mono insaturé
Iso / anté-iso

4- Interprétation des résultats

4.1. Nécessité d’un référentiel global, faisant appel a une base de données

Le programme « Bioindicateurs de la qualité des sols 2 » constitue le premier référentiel sur cet
indicateur. La base de données de I'Unité Aghyle capitalise les données de cet indicateur notamment
sur les sols haut-normands.

4.2. Informations complémentaires nécessaires

Les conditions climatiques et saisonnieres ont une influence prépondérante sur ce biomarqueur. Il est
préférable de réaliser les prélevements au printemps a distance d’une période de gel ou a 'automne
a distance d’une période de sécheresse.

Le contexte physicochimique est a prendre en compte, notamment la teneur en matiére organique,
le pH, la texture du sol. L'utilisation et I'occupation du sol ainsi que le type de travail du sol pour les
parcelles agricoles et/ou le chargement pour les prairies peuvent avoir une forte influence.

4.3. Exemple de réponse du marqueur en travail du sol. (Site d’Yvetot — Programme ADEME)

Les PLFA totaux ont montré une réponse trés marquée en changement de pratique (retournement de
prairie). Le ratio Gram+/totaux est trés élevé dans les contextes de grande culture. Les ratios Gram-
/totaux et Bactéries/totaux sont plus élevés en prairie permanente. Les ratios fongiques /totaux et
fongiques/bactéries sont importants en sols pauvres (pH et MO faibles) et faible en sols stressés (fort
chargement en prairie ou prairie retournée).



5- Intéréts et limites de I'indicateur

5.1. Les points forts

L'empreinte digitale que procure cette analyse est intéressante en suivi de la qualité des sols
notamment dans les dynamiques de changement de pratiques culturales (Aschi et al., 2017). Elle
apporte des informations sur la dynamique des communautés microbiennes.

5.2. Limites de I'outil
Il n’existe pas de référentiel sur les PLFA dans les sols bien que son analyse soit maintenant normalisée.
L’évolution de la biomasse microbienne est en général multifactorielle.
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Figure 1 : Exemple de chromatogramme représentatif d’une séparation de PLFA sous forme de
FAMEs.
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