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Partie 01 : Isolement et caractérisation des microorganismes à partir du Sol 
Partie 02 : Isolement et caractérisation des Rizobium à partir des nodules racinaire des légumineuses (fèves ou autre)
1 Le but 

Le sol est un environnement vivant et constitue un réservoir exceptionnel de microorganismes, l'objectif de ce TP est d’étudier l’aspect microbiologique et le dénombrement des principaux groupes microbiens (bactéries, champignon et azotobacter) qui se trouvent dans un échantillon de sol par la méthode des dilutions ainsi que l’isolement des Rizobium qui vivent en symbiose avec les légumineuses, tout en maintenant le plan de travail aseptique .

2 Matériel et Produits à utiliser

	Matériel
	Produits

	· Petite Pelle, 
· Recepions
· Pipettes de 1ml stériles,

· Boite de Petri stériles,

· Tubes stériles,
· Portoir
· Anse de platine;
· Pipette Pasteur
· Bec Bunsen; 

· Etuve

· Compteur de colonie

· Bain marie 

· Pince 

· Tamis
	· Gélose nutritive à l’extrait de terre (GNT) ou GN
· Gélose Extrait MALT

· Gélose Yeast mannitol (YEM)
· Gélose Ashby au mannitol
· Gélose glucose peptone (GPA)+BCP

· Eau distillée stérile

· HgC12 à 0,1%

	· 
	· Matériel biologique : 

· sol

· racine des fèves, pois ou autre légumineuses.


3 Méthode d’analyse

3.1. Echantillonnage 
- Avant de commencer l'échantillonnage nous devons examiner le terrain du point de vue de son uniformité.

- Les échantillons sont prélevés avec des outils propres dans la couche superficielle du sol (0-20 cm). « L’activité biologique est maximale dans l’horizon de surface et décroît plus ou moins rapidement avec la profondeur ».
- Après le prélèvement, l'échantillon de sol doit être entouré de soins afin que les mesures biologiques qui seront réalisées au laboratoire. Les échantillons des sols devant être conservés au frais (environ 4°C). « Le séchage des échantillons tue une partie de la microflore et rend impossible la détermination de la biomasse microbienne ».

· Les échantillons doivent être ensuite tamisés à 5 mm pour éliminer les éléments grossiers et les débris organiques. Avant l’emploi, les échantillons du sol seront une nouvelle fois tamisés à 2mm.

3.2. Dilution 
Les préparations des suspensions dilutions consistent à disposer sur un portoir une série de 6 tubes stérilisés, numérotés de 1 à 6, et contenant chacun (9ml) d'eau distillée, peser 1g du sol préalablement tamisé et homogénéisé, le verser dans le tube 1, agiter vigoureusement, c'est la suspension mère, le transférer dans le tube 2 contenant déjà de l'eau distillée (9ml), il s'agit de la suspension dilution 10-1 agiter vigoureusement et recommencer l'opération pour le restant des tubes en transférant 1ml de solution d'un tube à l'autre, afin de préparer les suspensions dilutions 10-2… 10-6 les suspensions dilutions doivent être utilisées aussitôt après leur préparation. 
3.3. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile

Il s’agit du dénombrement des germes aérobies mésophiles qui se développent sur GN à l’extrait de terre (la grande majorité de la flore banale et pathogène pourra se développer). L’ensemencement se fait par étalement (ou ensemencement) de 0.1ml de la solution mère et ses dilutions et le dénombrement se fait après incubation de 24h à 28°C à l'aide d'un compteur de colonies.
· On choisira une boite de Pétri qui contient de 30 à 300 colonies pour calculer le nbr de bact/ml : 
Ʃ nbr de colonies / V*D 
3.4. Dénombrement des Champignons
La méthode des suspensions dilutions, mise au point pour l’isolement des bactéries est également utilisable pour les champignons. 

Les champignons sont cultivés sur un milieu de culture MALT, et ensemencés avec des suspensions dilutions du sol à raison de 3 gouttes de chaque dilution (10-1 à 10-4) soit 0,2 ml sont déposées sur chaque boite et aussi étalées avec soin sur toute la surface. La lecture des résultats se fait à partir du septième jour (07 jrs) d'incubation (28°C). On retient les boites contenant entre 10 et 150 colonies
3.5. Dénombrement des Azotobacters 
Ensemencer avec les suspensions dilutions du sol un milieu gélosé Ashby favorisant la culture des azotobacters.

La numération des colonies développées se fait après incubation pendant 7jours à l'étuve à 28°C. 
3.6. Isolement des Rhizobium  
· Cas des racines 

· Creuser environ 15 cm autour de la plante dans le sol pour extraire la plante et son appareil racinaire, 
· Se débarrasser de la terre manuellement,

· Enlever la partie aérienne et laver la partie racinaire soigneusement à l’eau courante,
· Couper les nodules à 2 mm du site d’attachement et sécher les avec du papier absorbant.

Isolement et stérilisation des nodules peuvent être utilisées: 
Stériliser superficiellement les nodules; on verse une solution de chlorure de mercure d'HgC12 à 0,1%  5mn  (ou d’hypochlorite à 2 % pendant 4 min) après on l’élimine et on lave les nodules 5 à 6 fois avec de l'eau stérile puis à l'aide d'une tige de verre préalablement trempée dans l'alcool et flambée stérile. On broie les nodules placés dans 3 ml d'eau stérile ou individuellement dans 0.5 ml d’eau avec une pince stérile.

A l'aide de pipette pasteur stérile, on place une goutte du liquide ou d'une suspension diluée du surnageant dans une boîte de Petri YEM et on étale aseptiquement les gouttes avec un râteau ou par ensemencement de 4 quadrant. 
· Cas de sol

Ensemencement avec des suspensions dilutions du sol d'un milieu gélosé Rhizobium YEM (yeast Extract Mannitol) favorisant particulièrement la culture des rhizobiums en inhibant la partie celle des autres micro-organismes, numération des colonies développées. L'ensemencement avec des suspensions dilutions de terre préparées selon la technique habituelle; On inoculera 3 boites de dilutions 10-4 ou 10-2 et l’incubation pendant 7 jours à 28°C.
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