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NOUVEAUTE EXCELL

Les analyses d’activité et de quantité de microorganismes dans les
sols viticoles.

Depuis les ouvrages de référence de Winogradsky (1949) et de Pochon et de Barjac (1958), la microbiolo-
gie des sols n’a jamais été autant plébiscitée que ces dernieres années. De nombreux travaux de recherche y sont
consacrés et les publications sur le sujet se multiplient. Les approches sont aussi disparates que le systeme étudié
est complexe. Certaines techniques employées peuvent étre relativement ubuesques (la fameuse technique du slip en
coton...) ou infiniment sophistiquées (approche métagénomique...) parfois méme aux détriments de certains axiomes
agronomiques (représentativité du prélévement, profondeur de prélévement...) ou analytique (délai entre le préléve-
ment et 'analyse, négligence de certains effets environnementaux (température, humidité...).

Lorsque nous avons lancé des réflexions a ce sujet au laboratoire EXCELL notre principale ambition était de
proposer un dispositif analytique global, pratique et pragmatique. Dans I'immensité de la diversité des moisissures,
bactéries et autres levures présentes sur et dans les sols, deux composés communs a toutes ces cellules sont repré-
sentatifs premiérement de leur présence, deuxiemement de leur activité. Ces deux grandeurs sont respectivement la
quantité totale d’ADN et la quantité d’ATP. Ces deux biomolécules sont universelles a tout organisme vivant.

En éliminant les organismes visibles & I'ceil (un microorganisme est par définition un organisme vivant invisible
a I'ceil nu) et en dosant ’ADN et ’ATP, il est ainsi possible d’évaluer la quantité totale de microorganismes (toute cel-
lule microbienne dispose d’ADN hormis certains virus) et leur niveau d’activité (’ATP est la molécule responsable de
I’énergie cellulaire ; sa quantité totale est donc représentative de la vitalité globale du consortium microbien présent).
Le tableau page 2 synthétise les avantages de ces deux approches complémentaires par rapport a d’autres techniques
possibles.



Synthese des différentes approches analytiques possibles pour caractériser la vie microbienne d’un sol viti-
cole et avantages des deux techniques retenues au laboratoire EXCELL
Lanalyse de I'ATP (vitalité) et de 'ADN (charge microbienne totale)

Technique possible pour ana-
lyser la vie microbienne dans
un sol viticole

Avantages/inconveénients

Technique du slip en coton

Pas de référentiel

Effets possibles de phénoménes abiotiques (acidolyse, phénoménes oxydatifs...)
et certainement pas que microbiens (interventions possibles d’insectes, de collem-
boles...)

Cytométrie Bruit de fond variable lié au comptage de phénomeénes non microbiens
Influence des étapes de préparations des échantillons.
Microscopie Difficulté de mises en ceuvre des techniques de colorations habituellement perti-

nentes en microscopie

Analyses d’activités enzyma-
tiques

Analyses ciblées donc prises en compte d’une partie seulement du consortium mi-
crobiologique

Mesures de respiration induite
par substrats

Idem que les analyses d’activités enzymatiques

Approches métagénomiques

Analyses la aussi treés orientées et pouvant cibler des phénomeénes potentiellement

trés rares, les isolant également les uns des autres sans vision d’ensemble.
En I'état actuel des connaissances ; les données obtenues sont relativement difficiles
a interpréter

Test de vitalité biologique EX-
CELL : mesure de 'ATP

ATP est une molécule universelle a toute cellule vivante. La quantité d’ATP par cellule
représente I’énergie cellulaire et donc son activité.
Son dosage est facile et précis.

Estimation de la charge mi-
crobienne totale : mesure de
’ADN microbien total

L’ADN est aussi une molécule universelle a toute cellule vivante. Sa quantité est fixe
selon un type de cellule et un stade cellulaire. Sa méthode de mesure de quantifica-
tion dans les sols et normalisée ce qui assure de pouvoir bien comparer et interpréter
les données.

Le ratio ATP/ADN doit potentiellement également fournir des informations intéressantes. Un sol qui présente
des quantités notables d’ADN mais de relatives faibles valeurs d’ATP pourrait questionner sur son fonctionnement :
pourquoi les germes sont présents mais ne sont-ils pas actifs ? Présence de composés toxiques ? Carence en nutri-
ments, en tel ou tel élément minéral ? Excés d’eau ?

Aprés avoir établi et optimiser les modes opératoires analytiques, nous avons donc cumulé de nombreuses
mesures depuis trois ans afin de constituer des bases de données robustes permettant d’interpréter ces données et les
confronter a certaines données complémentaires. Cet article détaille ces travaux en évoquant les grands principes de
ces analyses puis en présentant quelques exemples concrets de résultats obtenus laissant entrevoir un potentiel fort
a ces analyses comme outils de diagnostics mais également comme outils décisionnels pour guider vers les pratiques
agronomiques les plus adaptées.

Les préléevements de terre sont réalisés a I'aide de matériels de prélevement classiques (tariére, petites pelles,
plantoir & main...) préalablement nettoyés. Les prélévements se font sous la litiere végétale a 20/30 centimetres de
profondeur. Au laboratoire toutes les éléments biologiques visibles a I'ceil nu (végétaux, insectes, vers de terre...) sont
éliminés. L’humidité de la terre est alors mesurée puis la terre est mise en solution selon des conditions définies et
I’ATP et ’ADN sont mesurés avec des dispositifs spécifiquement dédiés. Les dosages de cuivre dans les sols évoqués
également dans les résultats présentés dans cet article sont réalisés a partir de protocoles normés (cuivre total : norme
ISO 11466 ; cuivre échangeable NF X31-120).



Le tableau ci-dessous présente une synthése des données cumulées ces 3 dernieres années lors des mesures
d’ATP dans les sols. La mesure de 'ATP s’exprime en RLU (gréce a une enzyme, la luciférase (enzyme présente dans
les lucioles), la quantité d’ATP est transformée en intensité lumineuse. Les valeurs enregistrées dépendent bien sir du
mode opératoire utilisé et de I'appareil de mesure. Nous utilisions fréequemment cette technique lors de nos audits d’hy-
giéne dans les caves. Pour les analyses de sol le contexte est évidemment totalement différent (y compris le mode opé-
ratoire analytique). Nous avons notamment pris le parti de transcrire la mesure de RLU en quantité d’ATP par gramme
de matiére seche (sol). Les milliers de données cumulées (tableau 2 et figure 1) ces deux derniéres nous permettent
d’estimer qu’en deca de 50 RLU le sol étudié est « trés pauvre » en vitalité biologique ; qu’entre 50 et 100 RLU la vitalité
biologique est « faible », entre 100 et 200 elle peut étre considérée comme « moyenne », entre 200 et 400 RLU la vitalité
biologique est qualifiée de « forte » et au-dela de 400 RLU de « trés forte ».

Valeurs clefs de la base de données danalyses de vitalité biologique par
mesures de IATP exprimées en ng dATP par g de matiere seche réalisées
depuis 2018 sur différents vignobles

168 ng d’ATP/g MS

140 ng d’ATP/g MS

3 ng d’ATP/g MS

972 ng ’ATP/g MS

Représentation de la base de données sous un graphique dit «boite a moustaches»
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Figure 1 :
Représentation en graphique type boite a moustaches de l'exploitation de la base de données des analyses de
vitalité biologique des sols par mesure de I'ATP au laboratoire EXCELL ces 3 dernieres années.



Le graphique ci-dessous présente les résultats obtenus sur les différentes placettes d’une parcelle de Merlot du
Libournais au début du printemps (prélévements de mars) et au milieu de I'été (prélevements de juillet). Il est intéres-
sant de remarquer que les niveaux de vitalité biologique étaient globalement relativement élevés au printemps, qu’ils
ont sensiblement baissé au milieu de I'été et que la placette qui présentait le niveau de vitalité le plus faible en mars est
celle qui présente le niveau de vitalité le plus élevé mi-juillet. Cette placette correspond a la partie la moins argileuse de
la parcelle étudiée.
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Figure 2 :
Comparaison des analyses de vitalité biologique (ATP) sur 6 placettes dune méme parcelle de Merlot dans le libour-
nais entre le début mars (1er point de mesure en bleu) et la mi-juillet (2éme point de mesure en vert).

Parmi les composés du sol probablement hostiles a la vie microbienne, le cuivre est évidemment au centre de
tous les questionnements. De nombreuses publications évoquent ce sujet (Karimi et al 2021 ; Nunes et al. 2016 Wang
et al. 2009) mais les résultats proposés y sont divergents. Certaines données découlent sur des conséquences fortes
de la présence de cuivre sur la richesse (biomasse, diversité...) microbienne et d’autres démontrent que le cuivre n’a
pas d’effet significatif sur des voies métaboliques centrales et essentielles comme I'activité béta-glucosidase impliquée
dans le cycle du carbone et la dégradation de la matiére organique. Ces études visent souvent a corréler la dose de
cuivre employée sur la saison et la vie microbienne dans le sol. A partir de nos indicateurs d’ATP et d’ADN, nous avons
cherché a étudier les effets des teneurs réelles en cuivre total et échangeable dans le sol au moment de I'analyse mi-
crobiologique.

Le premier nuage de points, en page 5, présentent les résultats obtenus sur 80 analyses réalisées sur différentes
placettes de 5 vignobles (Bordelais et Languedociens) appartenant & une méme structure. Une tendance apparait : les
terres présentant les vitalités biologiques les plus élevées sont celles dont les teneurs en cuivre échangeable sont les
plus faibles. Cette premiere série d’analyses avait été réalisés durant I'été 2020. Une seconde campagne d’analyse a
été menée en décembre 2020 consolidant donc I'observation avec le double de points de mesures ; indiquons ici que
les valeurs de cuivre total et de cuivre échangeable sont solidement corrélées mais que des variations notables sont
observées entre les deux points de mesures (été et début de I'hiver) traduisant certainement une différence de capacité
de rétention du cuivre selon les sols étudiés.
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Figure 3 :
Confrontation entre les mesures de vitalité biologique (ATP) et celles de cuivre échangeable et de cuivre total.

L’étude d’autres résidus de pesticides présents dans le sol peut également s’avérer intéressante pour com-
prendre les différences de résultats de vitalité biologique. Le tableau ci-dessous confronte les données de vitalité
biologique et le type de résidus de pesticides et leurs concentrations sur différentes parcelles d’'un méme vignoble.
Les graphiques qui s’en suivent regroupent les placettes selon leur niveau de vitalité biologique. Nous constatons que
celles qui présentent une vitalité biologique inférieure a 100 ng d’ATP/g de sol (pouvant donc étre qualifiée de relative-
ment faible) sont celles qui présentent le nombre de résidus et la somme des concentrations en résidus les plus élevés
(méme si bien slr ce genre d’exploitation des données concernant les pesticides sont toujours assujettis a certaines
précautions et a des notions de toxicité dont ne nous sommes pas experts).



Exemple de résultats obtenus lors d'analyses de vitalité biologique (ATP), du pH, du cuivre total et échangeable et de
résidus de pesticides (parmi une liste d’environ 180 composés recherchés a différentes placettes de prélevements dun
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Nombre moyen de résidus de pesticides retrouvés
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Figure 4 :

lllustration graphique des résultats du tableau 3 en regroupant les placettes de prélevement selon leurs résultats de
mesures de vitalité biologique (ATP) et le nombre de pesticides quantifiés et la somme des concentrations retrouvées.
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Comme évoqué en introduction la mesure de la vitalité biologique estimée par la quantité d’ATP peut étre
confrontée a la quantité de microorganismes présents. Pour estimer cette grandeur nous avons choisi de nous référer
au dosage de ’ADN microbien total. Le tableau ci-dessous compare deux prélévements issus d’'un méme vignoble
qui bien gu’affichant une quantité d’ADN microbien total semblable présentent deux niveaux de vitalité biologiques
radicalement différents. Ces deux prélévements ont été réalisés sur deux typologies de sols bien différentes associées
également a deux modes de conduites et de travail du sol différents.

Ces résultats laissent présager que pour une charge microbienne totale relativement semblable, la vitalité
biologique et donc les activités métaboliques des microorganismes est nettement plus importante sur le site de préléve-
ment A. En pareil cas, il convient évidemment de s’interroger sur les causes de ces différences (hydromorphie des sols,
concentrations en azote, en carbone, en minéraux, en éléments toxiques...) car ces différences d’activités peuvent cer-
tainement avoir des conséquences sur les cycles de la matiere et les possibilités d’assimilation pour les ceps de vigne
qui s’y trouvent.

Comparaison des valeurs de vitalité biologique (mesure de I'ATP) et de charge microbienne totale (estimée par la me-

sure de I'ADN) sur deux sites de prélevements d'un méme vignoble mais présentant une typologie de sol et des modes

de travail différents. Si la quantité dADN est semblable, la vitalité biologique est considérée comme forte pour le site A
et de faible pour le site B.

Vitalité biologique (ATP en ng/g Charge microbienne totale (ug
MS) d’ADN/g MS)

Site de prélevement A 338 14,4

Site de prélevement B 89 14,7

De facon trés générale, le consortium microbiologique des sols est un élément clef dans le cycle de la matiéere
organique (Anfrey 2017). Plus cette microflore est importante, diversifiée et active plus le processus de dégradation de
la matiére organique est rapide et rend davantage d’éléments nutritifs intermédiaires (minéraux, inorganiques et orga-
niques) disponibles pour les ceps de vignes. L'analyse de la composante microbienne d’un sol revét donc d’un intérét
évident mais requiert une relative prudence car les systémes a étudier sont complexes et régis par de nombreuses
interrelations écologiques.

Pour disposer de données précises, globales et pragmatiques, au laboratoire EXCELL, nous avons choisi de
concentrer nos stratégies analytiques sur deux grandeurs liées a toute forme de vie microbienne : ’ADN et 'ATP. LADN
permet d’estimer la quantité totale de cellules microbiennes présentes et I’ATP représente I'activité de cette microflore.

Aprés avoir compilé les résultats de nombreuses analyses ces trois derniéres années, les niveaux de vitalité
biologique peuvent désormais étre bien discernés selon les quantités d’ATP mesurées. Ces analyses peuvent permettre
de mettre en évidence d’'importantes différences de niveau d’activité microbienne dans les sols en fonction de différents
facteurs : typologie du sol, mode de travail de ce dernier ou bien la composition d’éléments nutritifs ou toxiques. Parmi
ces derniers, les sollicitations les plus fréquentes actuellement sont celles qui visent a confronter la mesure de vitalité
biologique aux teneurs en cuivre résiduel présent dans le sol.

Globalement afin d’aider dans les observations de vitalité biologique des sols par I'approche ATP, la mesure
complémentaire de ’ADN permet de pondérer le niveau d’activité analysé. Nous observons ainsi que dans certains cas
ou les quantités d’ADN paraissent relativement élevées, les niveaux de vitalité peuvent étre faibles ce qui interrogent sur
les causes et les conséquences de tels prolepses : si les microorganismes sont bels et bien présents (quantité d’ADN)
pourquoi ne sont-ils pas actifs ?
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