TP N° 1 : La colonne de Winogradsky

De nombreux microorganismes peuvent être observés à partir de prélèvements "frais" effectués dans l’environnement. Des représentants des protozoaires, algues, cyanobactéries, mycètes et bactéries se rencontrent fréquemment.

Pour les bactéries, il est intéressant de pouvoir observer des phototrophes, des formes filamenteuses et autres spirilles, qui ne sont pas très fréquents au laboratoire de microbiologie.

Thiothrix forme des masses blanchâtres filamenteuses dans les cours d’eau peu rapides fortement pollués en sulfates.

Beggiatoa est souvent associée aux racines immergées des saules, parfois en présence de l’algue verte filamenteuse Spirogyra.

Achromatium, ainsi que des phototrophes sulfureuses pourpres comme Thiopedia peuvent être observés à la surface de sédiments noirs.

Les phototrophes sulfureuses pourpres peuvent se développer en masse localement, dans des eaux sulfureuses, ainsi qu’au contact du ciment.

Pour l'observation des bactéries phototrophes, outre l'observation directe qui demande une bonne connaissance des espèces rencontrées, une technique d'enrichissement utilisée depuis longtemps est la réalisation d'une colonne de Winogradsky.

La colonne de Winogradsky est un écosystème anoxique qui reproduit les gradients physico-chimiques d’un lac ou d’un étang, et illustre bien le développement de bactéries variées au cours du temps.
Protocole expérimental 
Il s'agit de mélanger

• des sédiments noirs (vase de bord d’étang)

• de la matière organique (papier, fécule de pomme de terre, oeufs, vitamine B12, ...)

• ajouter du plâtre (sulfate de calcium) ou du thiosulfate comme réserve de soufre

• supplémenter en carbonate de calcium afin de favoriser la photosynthèse

• remplir au 1/2 ou aux 2/3 une éprouvette de 500 mL haute, et compléter à ras bord avec de

l' eau provenant du même milieu.

• Couvrir avec un bouchon ou un parafilm de façon  non hermétique, afin de limiter l’évaporation  de l’eau sans empêcher une légère oxygénation du milieu.

• Ce montage est disposé près d'une fenêtre et éclairé en permanence toujours du même côté

avec au moins une ampoule de 60 W.

Résultats attendus 

Observation d’une stratification du sédiment :  

· En surface du sédiment et dans l’eau : dépôt vert

· Surface et subsurface : couche plus claire
· Au milieu : sédiment gris.  

· Au fond : sédiment noir, Non homogène : zones noires en surface et claires en profondeur.
· Présence d’une bulle de gaz : le gaz a été prélevé et mis en contact avec une flamme, rien  ne s’est passé.

·  Dans certaines colonnes la subsurface est orangée

Discussion 

Il est pratiquement impossible d'obtenir en même temps tous les groupes de microorganismes représentés sur le schéma ci-dessous. Par contre, on peut observer leur succession au cours du temps.

Au bout de quelques jours la matière organique noircit par production d'H2S (essentiellement par réduction des sulfates et sulfites par Clostridium et Desulfovibrio). Pratiquement tout l'oxygène du milieu est consommé par les germes aérobies et il se forme des gradients contraires d'oxygène dissout et de sulfure d'hydrogène.

Généralement, Rhodospirillum rubrum, bactérie pourpre non sulfureuse, se développe en premier dans la colonne à la surface des sédiments : dès que l'anaérobiose est suffisante et avant que la production d'H2S soit importante.

Les bactéries sulfureuses vertes se développent ensuite juste en dessous pour former un second anneau, de couleur verte. Elles sont supplantées par les bactéries phototrophes pourpres sulfureuses peu après.

En surface et dans l’eau, le dépôt vert correspond à la présence de cyanobactéries photosynthétiques. La couche de sédiment plus claire en surface correspond à la couche oxique (présence d’O2), le sédiment est oxydé et change de couleur.

Au milieu, le sédiment est gris, cela correspond à du sédiment réduit, et non oxydé car il n’y a pas d’oxygène. Au fond, le sédiment est noir : dégradation de la matière organique par des processus anaérobies. Il y a également une zone claire en profondeur avec du vert, se qui caractérise la présence de bactéries photosynthétiques qui produisent de l’O2, d’où l’oxydation du sédiment. Présence d’une bulle de gaz : suspicion de méthane, mais qui a priori n’en est pas car aucune réaction ne s’est produite au contact de la flamme. Cependant, il se peut que ça n’ait pas réagit car le mélange contenait plus d’air (au départ présent dans la seringue). Il est également possible de dire que ce gaz n’est pas de l’H2S, car aucune odeur caractéristique n’a été remarquée. Donc, ce gaz était probablement du méthane produit par des bactéries méthanogènes. La couche de subsurface de couleur orangée correspond à la présence d’un autre type de bactéries.

La Colonne idéale (rarement obtenue)
Conclusion 

 Les résultats montrent des différentes communautés bactériennes au sein d’un même sédiment homogénéisé. En effet, selon l’horizon de sédiment considéré, la composition bactérienne change. Ce sont les conditions environnementales et les interactions biotiques et abiotiques qui définissent les populations bactériennes et qui peuvent expliquer l’hétérogénéité de la répartition spatiale des microorganismes.
	Chromatium

bacille Gram négatif incurvé de grande taille, large et arrondi,

contenant des inclusions de soufre. Il se déplace grâce à deux

flagelles polaires.
	phototrophe anaérobie

sulfureuse pourpre

	Rhodospirillum rubrum

Spirille Gram négatif, très mobile par flagellation polaire
	phototrophe anaérobie

pourpre non sulfureuse

	Thiospirillum

Forme spirillaire, inclusions de soufre
	phototrophe anaérobie

sulfureuse pourpre

	Chlorobium,
	phototrophe anaérobie

sulfureuse verte

	Anabaena et Oscillatoria

(Cyanobactérie)
	phototrophe aérobie

non sulfureuse

	Thiobacillus

(Bacilles Gram négatif)
	aérobie

chimiolithotrophe

	Achromatium oxaliferum 
est une bactérie sulfureuse ronde, non

phototrophe. Elle contient des inclusions de soufre et de

carbonate de calcium. Les corps microbiens sont de grande taille

(jusqu'à 100 μm). Ces bactéries se rencontrent à la surface des

sédiments.
	Non phototrophe sulfureuse

	Desulfovibrio,
	anaérobie

sulfatoréducteur

	Clostridium

Bacille à Gram positif, sporulé.
	anaérobie

sulfitoréducteur

	Beggiatoa alba
C'est une bactérie filamenteuse Gram - incolore contenant de

nombreuses inclusions de soufre dans son cytoplasme. Elle

s'observe facilement dans des prélèvements de vase, à 20 cm sous

la surface de l'eau. Elle peut être trouvée fixée sur des algues

vertes filamenteuses et associée à Thiopedia rosea. Elle se

déplace par glissement, comme Oscillatoria dont elle est

phylogénétiquement proche.
	


