Ecologie chimique du milieu édaphique: interactiongntre deux moisissures
Mucor sp. etGeotrichum candidum et le ver rougeEisenia fetida
(Oligochaeta, Lumbriccidae)

Lara Zirbes

1. Résumé du projet FRIA

Ce projet sera réalisé dans le but de comprendnatieractions existant entre les moisissures
Mucor sp. etGeotrichum candidum d’une part et le ver rougéisenia fetida d’autre part. En
effet, la réalisation de mon travail de fin d'étsidepermis de mettre en évidence que le filtrat
de culture de ces moisissures était significativenie-value inférieure a 0,001) attractif pour
E. fetida. La compréhension de cette attraction permettiitaftimiser I'utilisation dE. fetida
dans les domaines de la lombriculture et de leebiédiation.

La premiere étape sera de mettre au point deugtoifetres, un olfactometre a 4 voies et un
olfactometre compartimenté (Figure 1) et de lesdealafin de déterminer leur efficacité a
étudier le comportement @: fetida vis-a-vis des filtrats de culture de moisissures.

Figure 1: Olfactometres a 4 voies (a gauche) et cpartimenté (a droite)

La deuxieme étape consistera a rechercher la melégathétisée par les moisissures qui est
responsable de l'attraction B' fetida. Dans cette optique, trois pistes seront invesggu
celle des molécules organiques volatiles, celleptegines, et celle des autres métabolites
secondaires.

La troisieme étape sera I'étude de la phylogénidutmr sp. et des. candidum afin d'établir

un arbre phylogénique des organismes qui produisentéme molécule attractive que les
moisissures d'intérét. Les microorganismes les phparentés seront testés en olfactométrie
sur le comportement &. fetida.

L'étape suivante consistera a optimaliser la prisoluclu métabolite d'intérét.

Enfin, deux applications industrielles seront eagées: la mise au point d'un systéeme
d'extraction dE. fetida dans le cadre du lombricompostage, et d'un systintéoremeédiation
d'un sol contaminé.

2. Déroulement du doctorat depuis janvier 2008

* Mise en élevage des vers

Les lombriciens utilisés pour ce projet appartierireel’'espécetisenia fetida et proviennent

de la société Ouroboros s.&. fetida est mis en élevage dans une salle conditionnée de
I'Unité d'entomologie fonctionnelle et évolutivd{EAGX). Les lombriciens sont placés dans
des bacs en plastique avec couvercle (42cm de édomg80cm de largeur et 10cm de hauteur)



remplis avec environ 3,6kg de terreau universel DCM contenu des bacs est entierement
renouvelé tous les 2 mois.

Afin de maintenir une humidité convenable pourvess, chaque bac est arrosé une fois par
semaine. Vingt trous sont percés dans chaque lmecleldout d'évacuer le trop plein d'eau qui

entrainerait I'anaérobie du milieu, et de fourmie @ération suffisante au systéme

* Modification de I'olfactomeétre a 4 voies et sa dalion

Afin d’éviter que certains vers se retrouvent p#&gkans la partie inférieure centrale de
I'olfactomeétre a 4 voies, une plaque en plexiglatéaplacée a la base des ouvertures vers les
4 voies. Une fois modifiés, les olfactometres destés dans I'étude du comportemeri. d’
fetida vis-a-vis des jus du culture des moisissuresieniieu 863 (Figure 2). 20 vers ont été
placés au centre de I'olfactometre et 25 ml d’attmat dans un bras de I'olfactometre a 4
voies rempli de terreau universel DCM (6 répétiion
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Figure 2: Comportement d’E. fetida vis-a-vis du jus de culture deG. candidum (a, p = 0,000), du jus de
culture de Mucor sp. (b, p = 0,000) et du milieu de culture 863 (@ = 0,000) aprés 24h dans un
olfactometre a 4 voies.

Un testy? d’ajustement est réalisé afin de comparer laibigion observée a une distribution
théorique, distribution observée si le choix des éait di au hasard c'est-a-dire que chacune
des voies aurait la méme probabilité d’étre visitée

Les figures 2 (a) et 2 (b) mettent en évidencelgsiehangements apportés a I'olfactometre a
4 voies ne modifient pas le comportemert. détida vis-a-vis des moisissures d’intérét.



Le milieu 863 sans microorganisme a éteé testédafinoir si ce n’est pas le milieu dans lequel
se trouvent les moisissures qui attirent les \gesalyse statistique montre que le milieu 863
attire E. fetida de maniére trés hautement significative MAIS l'éwpnce est biaisée car
l'introduction de milieu 863 dans les olfactometée4 voies remplis de terreau DCM entraine
le développement visible de microorganismes duederr De plus, une forte odeur dail
(semblable a celle de l'ail des ours) est déteetablodorat humain. Il est donc impossible
d’exclure les volatils de moisissures comme aténatst

e Essai du milieu OCDE 207

Du milieu universel OCDE 207 inerte (10% de tourb@% de sable, 20% de kaolin) est
préparé selon des recommandations de " OCDE Guo@édr testing of chemical 207 ". Un
test de mortalité des vers est effectué. 15 vems glacés dans ce milieu et y sont laissés
pendant 72h (4 répétitions). Le nombre de verséeatué apres ce laps de temps et les
résultats montrent que 90% des vers survivent.

Des expériences sur le comportement des vers Bostraalisées dans les olfactométres a 4
voies remplis de milieu OCDE 207. 32 vers sont gdaau centre de ['olfactométre (3
répétitions) aprés avoir jeliné pendant 48h. 25urfilttat de la culture d&. candidum sont
placés dans le bras D comme attractant. Apreslé8mmbre de vers dans chaque bras est
évalué (Figure 3).
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Figure 3: Comportement dE. fetida vis-a-vis du filtrat de culture de G. candidum dans du milieu OCDE
207.

L’analyse des résultats montrent que les vers ne g&@s attirés par le jus de culture @e
candidum. Cette constatation est en totale contradictiomcace qui a été observé
précédemment lors de la réalisation de mon TFErstde la validation de I'olfactométre a 4
voies de ce projet. De plus, des comportementsbinfels des vers ont été observés.
Premierement, le nombre de vers qui fait un cha@k moins important que dans les
expériences réalisées auparavant. Deuxiemememhajarité des vers sont soit restés en
contact la ou ils avaient été déposés, soit calleistre les parois de maniére a étre un
minimum en contact avec le milieu.

En conclusion, si le milieu n'est pas mortel poes hers, il n'est cependant pas adapté a
I'étude du comportement des vers vis-a-vis d’'ungs®de nourriture.

» Etude de I'agrégation des vers

Lors de la réalisation de mon travail de fin d’@sgdla formation de boule de vers de terre est
observée (Figure 4). De plus, dans les bacs d'é&evihest fréquent de retrouver les vers les
uns a proximité des autres. Sur base de ces olisasjd’étude d’'un éventuel comportement
agrégatif des vers est entreprise en collabora@e Monsieur le Professeur Deneubourg de
'ULB.



(b)
Figure 4: Observation d’'un comportement éventuellerant agrégatif des vers, (a) en milieu non naturel,
(b) en milieu naturel

Afin d’étudier cet éventuel comportement, 20 venstplacés au centre d’'un olfactomeétre a 2
voies rempli de terreau DCM. Chaque voie contierdoa extrémité la méme source de
nourriture, a savoir un mélange de 25ml de filtfaine culture de moisissures de 42h avec
50g de terreau. Aprés 24h, le nombre de vers dzague voie est évalué. La figure 5 montre

I’évolution du nombre de vers dans les bras A etléBl'olfactométre en fonction des

répétitions.
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Figure 5 : Evolution du nombre de vers dans le bras A (gaine) et dans le bras B (droite)

Un testy? d’ajustement met en évidence qu'il n’y pas ddéédénce significative (p = 0,35)
dans le choix d'une voie par les vers (Figure 6¢s[®ssais avec des densités de vers

différentes sont en cours.
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Figure 6: Comportement dE.fetida vis-a-vis de deux sources identiques de nourriture

+ Etude des volatils de vers de terre

o SPME/GC-MS

Plusieurs catégories d’échantillons ont été test&ées, 10, 20, 50 vers vivants, 5 vers broyés,
terreau et blanco. Chaque échantillon a été tdatéa méme facon : il est introduit dans un
vial fermé hermétiquement et mis au bain-marie aC3Pendant 10 min. La fibre de



prelevement (CAR/PDMS) est ensuite exposée daspdte de téte pendant 1h avant d’étre
introduite dans I'injecteur du GC/MS. Les résultaliéenus sont présentés dans les tableaux 1
et 2.

Cases vertes = présence de la molécule

Case rouges = absence de la molécule

Tableau 1: Volatils émis parE. fetida

Ech. ,T\ps de Rép. |Hexenal | a-pinéne |Méthylheptenone Limonéne [Longifolene
prélevement

Blancos fibre Oh 5
Témoins 1h 2
2 vers 1h 2
5 vers 1h 1
10 vers 1h 1
20 vers 1h 1
5 vers

broyés 1h 6
Terreau 1h 1
50 vers 3h 2

Tableau 2: Répétabilité de la détection des moléasd d'intérét pour les échantillons cE. fetida

Volatils de vers /| SPME/ GC-MS
Hexanal | a-pinéne | 6-méthyl-5-hepten-2-one

Limonéne | Longifoléne

20 vers (1)
50 vers (1)
50 vers (2)
5 vers broyés (1)
5 vers broyés (2)
5 vers broyés (3)
5 vers broyés (4)
5 vers broyés (5)
5 vers broyés (6)

0 Super Q/Ultrafast
Les volatils de vers de terre ont ensuite été péslelynamiquement et piégés sur une phase
Super Q. Les cartouches de piégeage sont alorgesélagec 100 ul de diéthyléther. 5
molécules (Hexanalp-pinene, 6-méthyl-5-hepten-2-one, Limonéne et Lfmigme) sont
systématiquement recherchées. Pour connaitre ngsstde rétention de ces molécules, des
standards ont été préparés et injectés (Tableau 3).

Tableau 3: Temps de rétention des molécules d'intét

Molécules Tt?mps' de
rétention
Hexanal 0,506
a-pinéne 0,721
6-méthyl-5-hepten-2-one 0,802
Limonéne 0,877
Longifoléne 1,449

Les analyses réalisées portent sur des échantillerid vers coupés et 50 vers vivants. Les
vers sont placés dans un flacon de 100ml et celestrelié au systéme de prélevement



dynamique. Le débit des pompes est fixé a 300mlgnla temps d’analyse est de 45 min. Le
tableau 4 présente les résultats obtenus.

Tableau 4: Molécules volatiles émises pdt. fetida vivant et coupé
Volatils de vers / Super Q/ Ultrafast
Ech. Rép. | Hexanal | a-pinéne 6-méthyl-5-hepten-2-one Limonéne | Longifoléne
15 vers coupés
50 vers

Il est important de noter que les analyses ne past répétables dans la détection des
molécules. Les chromatogrammes montrent égalengsnpids qui ne correspondent pas aux
molécules recherchées. Des analyses en GC-MS spatethtreprises.

0 Super Q/GC-MS
Les prélévements de volatils se font dans les mé&mwoeditions que le point précédent. Les
éluats sont analysés en GC/MS sur colonne apolaserésultats sont repris dans le tableau
5.

Tableau 5: Volatils émis parE. fetida lorsqu'il est coupé

Volatils de vers / Super Q/ GC-MS
hexanal | a-pinéne | 6-méthyl-5-hepten-2-one limoneéne | longifoléne

10 vers matures coupés (1)
10 vers matures coupés (2)

 Etude des volatils de moisissures

0 SPME/GC-MS (test préliminaire)
Les volatils deMucor sp. et deG. candidum ont été analysés par SPME/GC-MS. 2 ml des
filtrats des cultures de moisissures de 24h onpktéés dans un vial maintenu pendant 10
min a 30°C dans un bain-marie avant que la fibresoié exposée dans l'espace de téte
pendant 1h. Les chromatogrammes montrent que lieesasont la classe de molécules
majoritaire avec également des cétones et deslalcoo

Tableau 6: Molécules volatiles émises par le jus delture de Mucor sp.

Volatils de Mucor sp./SPME/ GC-MS
Temps de rétention Molécule
1,34 | Ethanol
1-propanol
1,62 | 2-méthoxy-2-méthylpropane
Ac. acétique éthyl ester
1,96 | 2-méthyl-1-propanol
3-méthylbutanal
2,26 | butanol
2,87 | 3-hydroxy-2-butanone
3,4 | 3-méthylbutan-1-ol
5,01 | Ac. butanoique-3-méthyl ethyl ester
6,07 | 2,5-diméthylpyrazine
6,37 | Molécule n.i
11,57 | Molécule n.i




Tableau 7: Molécules volatiles émises par le jus deilture de G. candidum

Volatils de G. candidum/SPME/GC-MS

Temps de
rétention

G. candidum | G. candidum

Molécules

1,33

Ethanol

1,62

2-méthoxy-2-méthylpropane

1,86

ethylacétate

1,94

2-méthylpropanol ou 2-butanol

2,15

Molécule n.i

2,8

Ac. propanoique éthyl ester

3,08

3-méthylbutan-1-ol

3,2

Molécule n.i

3,34

Molécule n.i

3,37

Molécule n.i

3,49

Molécule n.i

3,53

Ethylisobutyrate

3,56

Molécule n.i

3,7

Ethyl isobutyrate

3,88

Ac. 2-méthyl-2-propanoique ethyl ester

4,16

Ethyl butyrate

4,89

2 Ac. Buténoique éthyl ester

51

Ac. Butanoique-2-méthyl éthyl ester

511

Ac. Butanoique-3-méthyl éthyl ester

513

Molécule n.i

53

Molécule n.i

5,33

Molécule n.i

5,45

Molécule n.i

5,49

Molécule n.i

5,86

Ethyl pentanoate

6,09

Ac. propanoigue 2 méthyl 2 méthylpropyl ester

6,33

2 ac. Butanoique 3 méthyl éthyl ester

6,62

Ethyl tiglate

7,06

Ac. Propanoique pentyl ester

7,56

Ac. Hexanoigue ethyl ester

7,68

Ac. Butanoique 2-méthyl-2-méthylpropyl ester

7,79

Ac. Propanoique-2-méthyl-2-méthylbutyl ester

7,97

Molécule n.i

8,31

2 ac. Hexenoique ethyl ester

8,63

2,2,5-triméthylhexane

Les molécules surlignées en jaunes sont celle®muégalement été identifiés lors de mon
travail de fin d’études sur les moisissures erucealsur milieu solide.

en cours.

0 Super Q/CPG

Les prélevements de volatils de moisissures salysés par CPG afin de mettre au point les
conditions de prélevement et les conditions d’as®lshromatographique avant identification.
PourG. candidum, 2 pics majoritaires sont mis en évidence lordguiiitrat est analysé tel
quel et lorsqu’il est en mélange avec du terreagnfmtemps de rétention). Les analyses sont



. Formation doctorale

» Encadrement d’'un stage/TFE de Wladimir Fanali ®wualuation de la qualité du
lombricompostage et la valorisation du lombricomp@smois d’encadrement de
ces manipulations. Environ 70h de correction du €Ef pour I'instant5 crédits

* Présentation orale et écrite de mon travail del#tudes lors de ma participation
au Prix AIGx. Le 14 février a 20h jusque 20h3(falit également compter 2 jours
de préparationl crédit

* Cours de méthodologie documentaire avec M. Podrstances de 2h.crédit

* Représentation de la fonction de bioingénieur-eotogiste au Forum aux
professions a Namur. Le 22 mars de 12h a 1 dnedit

» Chaire Francqui au titre belge 2007-2008. Profaséélly Verstraete2 crédits

0 Lecon inaugurale: "Gestion des ressources microk®nvers une nouvelle
biotechnologie environnementale”. Le jeudi 6 mait§k jusque 18h.
o Lecon 1 surla bioénergie.
= Le 13 mars de 10h a 12h: Anaerobic digestion inkioeefinery
market economy
= Le 13 mars de 14h a 16h: Microbial fuels cellshia tontext of bio-
energy production
0 Lecon 2 sur les microorganismes et la santé.
= Le 20 mars de 10h a 12h: Water in short cycles
= Le 20 mars de 14h a 16h: Gastro-intestinal mictawalogy

* Conférence de Damien Charabidze: "Forenseek: unedélimation du
comportement des larves de dipteres nécrophagksletr environnement dans le
cadre de I'entomologie médico-légale”. Le 18 favaellh a I'ULB jusque 17H.
crédit

» Conférence de Michel Cusson: "Particularités génoes et morphologiques du
polydnavirus de la guépBupta fumiferanae: un nouveau taxon viral". Le 24 avril
de 16h & 17h3Q crédit

* Reviewer de l'article "Détermination des sites dedpiction et d’accumulation des
substances rhizogénes cheambricus terrestris’, pour la revue BASE. Le 25
avril. 2 crédits



