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Microflore et activité de groupements fonctionnels
dans les sédiments de trois grottes de I'Italie Centrale

mar
A. PASQUALINI, B. FUMANTI et L. VISONA'"

Microflory and activily of functional growps in the sediments of three caves of Central Ttaly,

SUMMARY
A comparative study s presented of the mwcraflora of sediments o three caves with diffcrent 1ra-
phic characlerisics,
Chuantitative and qualitative variations of migroflora were investigaied for ane vear by studving
the toral micraftora and the sotivicy ol 1he nitrogen cycle funcisnal geaups. Data were compared
with those af other warks of previcus authors.
Results sheva That Lhe quantity and kind of organie matler af sedisent arg most imporian Taciors
regulating the abundance and aciivity of cavermicolous micrallora.
Fhe experimental part of this paper i prefaced by a digest ol investizatons previowsly carcied o
on caver mcelous micrallora and by a report of wpographic, scomarphalogic, hedrologic and
trophic characteristics of 1he caves examined,

INTRODUCTLION

La présence d'une microflore autotrophe et hétératrophe dans le milieu caver-
nicole fur mise en évidence pour la premiére fois en 1930 par E. Dudich, En
particulier, la découverte de Bactéries autotrophes dans les groties revétait une
importance considérable puisque ces Bacléries représentaient les seuls organi-
smes cavernicoles capables de produire des composés organiques en utilisant
des substrats minéraux; done des organismes qui, du point de vue trophique,
ne dépendent pas des apporis organiques externes.

Aux travaux de Dudich (1934, 1932, 1933) suivirent ceux de Magdeburg (1933,
19357 qui attribua les patines noirdtres qui recouvrent les parods de cerlaines
groftes, aux mérabolites de Bactéries nitrifiantes. Politl (19407 mit ensuite en
rapport les phénoménes de noircisserment des concrétions des grortes de «Po-
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stognan {Istoie) avec la présence de microorganismes, Successvernent Lovetl
{1949} ¢n Crrande-Bretagne, Birstein et Borutzky (1950) cn URSS et Lidde
(19513 dans les prortes de «Castellanay (Malic), mirent en évidence la présence
de microorganismes dans les dilférents milicux cavernicoles,

A partir de 1937, avee les recherches de Caumartin (1957a, 1957h, 19598,
19590, 1960, 1961, 1962, 1963, 196da, 1964b, 1964¢, 1965), la microbiologie
des grottes a acguis un réle important dans la spéléabiologic. Caumartin a iso-
& une Bactérie constamment présente dans les groltes, le Perabacierium spe-
fei, Ferrobactérie autotrophe e microaérobie capable de fixer 'azore gazeux
et de mener, dans des conditions déterminges, une vie hétérotrophe, Far la sui-
te, Caumartin ¢t Benadll (1958) ont mis en évidence 'intense activite des mi-
croorganismes, ¢f plus particuliérement des Ferrobactéries, sur les concré-
tions, sur les coches, dans les argiles des grottes, el ont formuole une hypothése
biochimicque sur U'évolution des conerétions et sur |a genése du mondmilch, at-
treibuant un rile fondamental 4 la présence du Perabacrerinm spelei et d autres
Baciéries capables de désapréger le substrat. Du mondmilch se sont successive-
ment occupes Mason-Willlams (1959, Pochon et coll, (1964), Caumarlin
{1964c) et Bertowlle (1972), ce dernier a observé une nitrilicalion aclive due
aux Bactéries qui appartiennent au genreg « Nirosoaonasy et au genre aNire-
baciers,

Les recherches de Mupson-Willlams ol Benson-Evans {(1958) en Grande-
Bretagne, de Fischer (19592, 19590} ¢ de Chodorowski (1239 en Pologne, de
Varga of Takats (1960} en Hongrie, de Martini {19623, 1962k, 1962c, 1963) en
ltalic, ont mis en évidence, dans les grottes, la présence de microorganismes
capables d'effectuer les dif férentes activités fonctionnelles du cyele de azote,
du soufre, du carbone et du phosphore,

C¥autres auteurs se sont oecupés des microorganismes des différents milieux
cavernicodes et en onl Gvalud les aspects guantitatifs et qualitatifs: Molnar
(19617, Luppi-Mosca ol Campanine (1962), Orpurt (1964}, Bene ot coll.
(19641, Pohl ¢l White {1965), Mason-Williams (1965, Perrier (1970, 1971),
Barr el Kuehne {1971),

L'importance de la microflore des sédiments dans le trophisme des animansx
cavernicoles a e mise en celief par Ginet (19601 et par Gounot {19607 gqui ond
etudig le role du limon dans Malimentation du e Nipharggen, Gounop (1964,
1966, 1967, 196%, 196490} a en cutre évalué I'activité productrice de la micro-
flore des limons de grotte d cravers 1'élude des activités lonctionnelles et duo
powveir de synthése des Facteurs de croissance. Gounot (1968, 1969, 19704,
19700, 1973, 1974} a étudié aussi les efters sélectils de température sur las mi-
croorganismes des grotics.

DESCRIFTION DES GROTTES

Les grottes choisies pour nos recherches se trouvent dans trois différentes zo-
nes karstigues de 'Nalie Centrale (fig. 1) 11 s5"agit de la grotte de «Punta degli
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Fig. 1. - Lacahsalon des groties udies:
al Gimortle de o Punta degls Strettis

by Cironre de la o Mandorlae

b Résurpence ce «Trevie

Strettin duns le Mont Argentario, de la grotte de la «bandorlas dans les maon-
tagnes de la Sabina du Mord, de s résurgence de «Trevie dans les Moms Erni-
cl.

Les trols cavités se trouvent A Uintérieur d'une bande geopraphique comprise
entre 427237547 @ 4175171877 de latitude MNord, La position géographigue,
comme altiude movenne, déterminent dans les trois grodtes une condition
climatique typiquement tempérée. Ao contraire, du pont de vue trophigue, la
arptie de la «Mandorlaxs est une cavité distrophique, selon la classilication de
Shordoni et coll, {1977), tandis que les deux autres sont aligetrophiques.

GROTTE DE «PUNTA DEGL] STRETTI»
Donndes générales

Frovinee: Grosseto. - Commune: Forto S, Stelano. - Localild: Punta degli Sretts. - Carte LGN
F* 135 111 M.E. - Longnude: 1716'53"" 00 du meéricien de Rome. - Latitude: 4253554 8. - AlLi-
nde:r 15 moap-dessus de la mer, - Déveleppement total: 1K - Bikliographie: Daod (1930), Due
c1 et Seers {19500, De Sio ol Chiancane (1963),



76 A, PASQUALINI, B. FUMANTI ET L. ¥ISONA

Caractéristiques opographigues, geomorphologigues er Iiydrologigues
ffig. 2.

La grotte de «Punta degli Strectis se trouve sur le versant Nord du Maont Ar-
gentario, relief qui forme le promontoire du méme nom, uni 4 la Maremma
toscane par deux cordons sablonneux qui renlerment la lagune d'Orbetello,
Le Monte Argentacio est constitué surtout de caleaires triasigues en partie mé-
tamorphosés et minéralisés (Cumin, 1928; T.C.1., 1957,

La cavité s'ouvre prés de la route gqui méne & 5, Stefano, 4 20 m de la lagune,
aveo une entrée petite et riche en végpétation, A environ 25 m de cetre entrée na-
turelle, un tunnel ferroviaire, désormais inutilisé, 4 coupé la grotte, ouvrant
ainsi une petite entrée artificielle,

La grotte de «Punta degli Strettis est une cavilé «a stalactitess, d'un dévelop-
pement horizontal d'environ un kilomerre. Teés abondantes v sonl des coneré-
tions, avee de massives coulées stalactitiques et stalagmitiques el de nombreu-
ses colonnes., Au contraire les sédiments ne sont pas abondants.

La couverture rocheuse est réduite, cela influence le rézime des suintements
qui présente sa phase maximum en automne el au printemps (la pluviositd de
la répion varic de 600 & BO0 mim par an). La cavité présente diverses {lagues et
deux lacs alimentés par les suintements el par des sources souterraines. L'eau
est dowce, avec un pH 7, malgré la proximité de la lagune.
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Fig. 2. - Girotle de «Punta degli Steettis: Plan. ("point des prélévements),
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Appores Lrophicgles,

La protte de «Punta degli Strettiy esl une grotie tempérée typigue, aves ap-
ports exogénes réduits et faune rare. Des Chauves-souris peuplent la premidre
partic de la cavitg o se trouvent des dépdts de guano. La couverture rocheuse
réduiie permet la pénétration, 4 travers les eaux d’infiltration, de débris végé-
taux plus ou moins décomposés, Trés étudiée la faune des eaux (Stella, 1951a,

S19s1b, 1953, 1933, 1959 Baschicri-Salvadori, 1952, Siclla et Baschieri-
Salvadori, 1953} ol ont été trouvé des Crustacés troglobies de grand intéréc.
De la Faune terrestre ont &té étudiés les Orthoptéres (Lanza, 1954).

Frovenanee des dohantitions,

Les échantillons de sédiment onl é1é préleves dans Lo salle appelée «Sala dellay
Franas (fig. 2}, & environ 320 m de Mentrée artificielle. La couverture rocheuse
v est limitée, comme le démontre la présence de guelques fines racines. Le gua-
no y est rare puisque les Chauves-souris peuplent d'autres zones de la grotte.
Les échantillons ont &€ collectés dans une anfractuosité de la salle, 4 1'abri des
courants d'air el du passage des Chauves-souris ot d’éventuels visiteurs, Les
sédiments sont partiellement recouverts d'une couche stalagmitique inactive
qui les protege de pollutions possibles et que 'on a di enlever en parlic pour
effectuer les prélévements.

GROTTE DE LA «MANDORL A
Dlonndes pénérales.

Provipeg: Ricti - Comune: Comigliane - Lecalitd: Colle Palaim - Carte LG.M o F2 138 1L 5.0
Lomgitude: 0%17°43 E. du méridien de Rome. - Latioude: 42722700 M. - Aluluce: 620 o au-
dessus de la mer - Développement total: 52 m - Dénivellation: =5 m - Bibliographie; Riccardi
(19270, Segre (1943).

Caractéristiques fopographigues, séomarphologiques e fvdrologigues (fig,
X

La cayité se trouve dans les moniagnes de la Sabina du Nord gui représentent
géologiguerment 'extrémité méridionale de 1" Appennin de I"Ombrie-Marches.
Les monts de la Sabina, constitucs en grande partie de calcaires erétacés et lia-
siques, présentent des phénoménes karstiques 1solés el modestes, limités en gé-
neral au Lias, avec des groties de petites dimensions. La pluviosité de la région
varie entre 8300 et 1000 mm par an, mais augmente avec 'altitude qui, toute-
Fis, nalteint pas de niveaus appréciables {Segre, 1948; Maxia, 1956).

La grotie de'la «Mandorlan s’ouvre dans le caleaire du Crétacé inférieur, a
840 m d'altitude, & & m au-dessus du 1it d'un torrent & see, ce gui fait penser
quiil s'agit d'une résurgence fossile. La cavité a une couverture rocheuse trés
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récuite, surmortée d'une épuisse végdtation dont les racines (cerlaines de
grandes dirmensions) penétrent a Uintérieur de la cavité, La grotle suit une dia-
clase, elle a une entrée de 5,50 1,40 m et un développement gérement
ascendant, sur un reval de 52 m. La volite est basse et la largeur est également
réduite, Les eaux courantes sont absentes, Les suintements sont abondants en
hiver et inexistantls en été, Fréquentes sont les conerétions inactives.

Apports trophigues,

La «Mandorlas est une grotte climatiguement tempérce, mais avec des carac-
téristiques tropicales du point de vue trophique, avee grande abondance de ra-
cines, débris végétaux el avec du guano épars. La faune eat riche et se compose
d'lsopades, Araignées, Chilopodes, Collembaoles, Diplopodes, Orthopiires,
Coléoptéres, pelits Mammiféres, Dans les dix premiers métres de la grotle, on
trouve des patines d’Algues recouvrant la roche et, plus loin, de fréguentes
moisissures qui se développent sur les débris organigues,

{
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Fig. 3. - Grotte de la «Mandorlae: Plan, ("point des prélévements),



Fig. 4. - Résureence de e Trevia: Flan, ( point des prélévements).

Provenance des échiantiffons.

Les prelévements ont été effectues dans 1a salle terminale 11z, 3), pelite el bas-
sg, 4 environ 40 m de Nlentrée, La vodite est separdée de Uexlériedr par unt cou-
che rocheuse limitée de laquelle pendent de fines racines. Des Chauves-souris
peuplent cette petice salle. Le subsirat est constitué d'une terre riche en débris
vépétaux &t meéme animaux.

RESURGENCE DE «TREVI»

Donndes générales.

Frovince: Frosioone - Commune: Trevi nel Lacio- Localitg: sous les «Coste dh Arcinaceoas, prés
e la rividre Aniene - Cacte 1LGM: F7 IS0 500 - Langitude: 0745735 E, du méridien de Rame
SLacicuce; 1751718 ML - Adritecde: 00 o au-dessus de la mer - Développement 1otal: 119 m - [e-
nisellation + 13 m - Billiographic: Ball. Ass. Spel. Ram. (saus pressch.

Caractdristiques fopogruphigues, gdomorphologigues ef hvdrofogigues (fig.
4}

La cavilé sc trowve duns les Monts «Frnicis, au bord des plateaus d' Arcinaz-
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zo. Les reliefs sont formeés de calcaires et de dolomics en grande partie datanl
du Crétace. le p}:énmnéne karstique y est trés inlense. La pluviositg ¥ est for-
te, clle varie de 1200 4 1500 mnm par an ol gugmente avec | altitude gui atteint
dc«: hauteurs rennrqu.ublex (Sepre, 1948)

La résurgence de «Trevis s'ouvre dans le caleaire crétace 4 une altitude de 600
mr, aux alentowrs de la riviére Aniene, 11 s"agit d'une modeste césurgence acti-
ve, aver une eolrée large et un développement ascendant, surtour dans la par-
tic [inale. Le développement total est de [1%m el la largeur maximum s obser-
ve dans la salle du guano avee 6,3 m. Abondantes sont los concrétions aclives
et tarpile.

Le petit ruissean qui traverse presgle toute la orotte se jetle dans " Aniene, Sa
température esf de 9,770 (mai).

Durant la saison séche, il n'en reste que gquelgues flagques. Les suintements
somt abondants,

Appaores reaphilgues,

La résurgence de oTrevis sl ung grotie tempérce typigue; les apports exogé-
nes sont céduits et la faune rare. De nombreuses Chauves-souris peuplent la
salle du guano ol se trouve une ahondante couche de guano,

Provenagnee des Schantillons.

Les prélévements onl ¢té effeciués sur 'argile qui recouvre les pacois de la sal-
le du guane (fig. 43, 4 plos de 100 m de Plentrée, 11 s agit d'un subscrac teés hu-
mide ¢t dépourvue de guano.

CARACTERIS TIQUES PHYSICO-CHIMIQUES
DES SEDIMENTS EXAMINES

Dans les sediments des irods grolies ona relevé les paraméatres physico-
chimigues suivantes: iemperature, leneur en ean, pH, carbone orzanique, ma-
ticre organigue otale, azote wotal, rapport ©A/M, carbonates, granulomérrie,
Les résultats obtenus sont rapportés aux tableaux 1, 2, 3.

TEMPERATURE

Les températurcs ont &1¢ mesurées avec un tharmométre su dixidme de depré
et se réftrent 4 la superficie de contact terresair des zones oo onl été effectuds
les prélévements.

Les valeurs abrenues, reportées au tableaw |, rentrent dans les limites caracté-
ristiques des cavités de "ltalic Centrale, gui varient en général entre 7 et 1270
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X720 1173 V73 ¥WII-73 XI-T3

A} «Punta degli Strettin

Extérieur 16 9.3 20 26 16

Entrée 14 10 16 16 14,5

Point des prélévements 15 15 15 16 16
B) «Mandorlan

Extérieur b 1,5 20 23,5 14

Entrée @ 4 13 |7 [

Faint des prélévements 14,5 12 11 13 14,5
) «Trevia

Extérieur 3 1.5 20 23 f

Entrée .5 3 13 149 10

Foint des prélévements 9.5 9.5 9.5 9.5 10

Tableau 1 - Températures en “C.

dans les groties au-dessus de 300-600 m d’altitude et entre 12 et 18°C dans cel-
les situées 4 une altitude inférieurs (Segre, 1948),

Des trois grottes etudides, celle de «Punta degli Stretei» est la plus chaude mais
c’est également celle qui se trouve & 1Maltitude Ta plus basse, tandis que la résur-
gence de « Trevis qui se situe & 600 m est la plus froide. Tes températures de la
arptte de la «Mandorlas sont plurdt élevées si l'on considére son altitude (640
m).

Lin indice important de la dépendance climatique des grottes par rapporl 4
Pextéricur est représenig par amplitude thermique. La différence entre la
température maximale el minimale est teés reduite 4 oTrevis (003°C) et &
wPunta degli Screttis {(1°C), tandis gu'elle est plus importante & la «Mandor-
law (3,5°C). Le fait que Pamplitude thermigue de la grotie de la «Mandorlas
soit plus importance dépend de sa longueur réduite, de la mince couverture ro-
cheuse et du type de circulation d’air de la cavité, La «Mandorla» est en effel
un typigque scul de sae ascendants, c'est-a-dire qu’elle est caractérisée par une
stagnation de 1"air chaud en hiver et par une condition dynamigue en été,
quand "air fraid sort de Ta grotte au niveau du sol.

TENEUR EN EAL

i teneur en eau des échantillons a été évaluée en desséchant 4 100°C, pen-
dant 24 h, une certaine quantité de sédiment frais. De la différence entre le
poids de 'échantillon frais ¢f celut du méme échantillon séché, on a obtenu le
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poids de I'échantillon frais et celui du méme échantillon séché, on a obtenu le
pourcentage d'eau présente.

Comme cela était & prévoir, les valeurs obtenues (tab. 2) étalent assez élevées
et cela a cause de Uimportante humidicé typique du miliew cavernicole. Les sé-
diments de la grotte de «Punta degli Stretti» sont les moins humides des trois
et présentent des valeurs assez stables, variant entre 21,7% et 32,5%, Dans la
résurgence de «Trevin les variations sont plus sensihles: de 33,1 %o & 49, 6%,
C'est dans les sédiments de la grotte de la «Mandorlar gue les variations sont
les plus marguées: de 19,309 4 62,0%, cela s'explique en grande partie par la
finesse de la couverlure rocheuse de cette grotte qui est ainsi plus sensible aux
variations de pluviosité.

Les valeurs obtenues sont semblables 4 celles signalées par d'autres auteurs:
Martini (1962a) a trouve des teneurs en eau allant de 26,7% & 33,0% dans le
terrain d'une grotte de 'Ombrie (Iralie); Luppi-Mosca of Campanineg {1962),
dans les sédiments de deux grottes du Fidgmont (Italie), oot célevé 20,85% et
27,87% d'eau; Gounot {1970k}, dans le imon de groltes norvégiennes a Lrou-
vé des valeurs d'houmidilé variant de 14,6 4 22,4,

pH

Le pH des sédiments des trois grottes (lab, 3) est de 7.5 - 7,6, Cette alcalinité
est mormale dans le milien cavernicole ol la grande guanticé de Ca ™ ' neutrali-
se les acides des sédiments.

DFautres auteurs ont eux-aussi observe des valeurs analogues: Bogli (1961 7,7
- B,5; Marum (1962a), dans une grotie de I'Ombrie, 8,6 - 9,0; Luppi-Mosca et
Campanine (1962), dans deux grottes piémontaises, 8,5 - §,9; Orpurt (1964,
dans une grotte des Bahamas, 7,1 - 9,9; Gounot, dans des proties frangaises
(19673, 7,2 - 8,3 at, dans des grottes norvégiennegs (1 970b), 8,4 - 8,5, Seuls ¥ar-
ga et Takats {1960}, dans la grotte «Baradla» (Hongrie), ont trouvé un pH aci-
de de 5,3.

CARBONE ORGANIQUE ET MATIERE ORGANIQUE TOTALE

Pour le dosage du carbone organique on a suivi la méthode de Walkey-Black,
basée sur |"oxydation par le bichromate de potassiwm et ticrage par une solu-
tion de sel de Mohr, La matiére organigue totale été caleulée en multipliant le
pourcentage de carbone organigque par la valeur standard de 1,726,

Ler résultats obtenus sont exprimés en pourcentage par rapport au poids de
sédiment sec (tab. 3), Dans la grotte de «Punta degli Stretti» of dans la résur-
gence de «Trevir les teneurs en matisre organigque n'aticignent pas 1% 11
s'agit .de pourcentages décidément bas, méme par rapporl & ceux signalés par
différents aureurs dans les grotres des régions tempérées {lab. 4) qui varient
d'un minimum de (,026% 4 un maximuom de 4,8% pour le carbone organique
el d’'un minimurm de 1,48% 4 un maximum de 9,6% pour la matiére organigque
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totale. Les taux de la grate de la eMandorlays sont au contraire tres éleves:
#,72% de carbone organique et 15,03% de matiére organigue représentent des
valeurs remarguables, méme pour des sals de surface on la guantité de matidre
oraanique totale est en général comprise entre 1'%e o 6% (Lott, 1956; Bardin,
1970y, Ce pourcentage augmente dans les tarrains organiques acides (tourhes)
o il dépasse 0% et arrive méme & 48% (Latti, 1956; De Barjac, 1956), Dans
les sédiments boueux fluviaux, marins cf des estugires, les teneurs en matiére
organique totale vont de 2% 4 33%, atteignant un maximum de 90% lorsgu'il
<"agit de certains sédiments lacustres (Boucact et Francis-Baeuf, 1342), Quant
au carbone organigue, des taux assez semblables & ceux des sédiments caverni-
coles ont €44 signalés dans les limons des glaciers ol Motroud (19700 & trouve
une teneur d'd peine 0,3% cn carbone organique par rapport au poids sec,

AZ0TE TOTAL

Le dosage de 'azole total a été réalisé par la méthoede de Kjeldahl, en oxydant
Uazote organigue en sulfawe d'ammonium par traitement a chawd avec acide
phospho-sulfurique. L'azote tolal se révéle &tre composé cssentiellement
dazole organigue,

Les résultats obtenus (tab. 3) sont cxprimés en pourcentage par capport au
poids de sédiment sec. Le taux de 0,01% de la grotte de «Punta degli Strettis
et celui de 0,03% de la résurgence de «Trevie sonl des valeurs plutdt basses,
mime par rupport & celles relevées dans les sédiments d'auires grottes (tab. 4)
au arote organique varie de 0,007% 4 0,161 %,

Le taux de 0,95% d'azote total de la grotte de la «Mandorian est trés élevé,
méme par tapport aux sols de surface,

Drans les tercains de UAgro Romano et des «Marcites de la Lombardie (ltalie),
Schreiber (1929, 19307 a, en effet, signalé respectivement: 0,167 - 0,252 o
0,148 - 0,180% d'arote organique. Dans des Lerrains alealins inorganigues, les
taux sont en movenne compris entre 0,1% et 0,3% (Lotti, 1956, Bardin,
L9700, tandis que les terrains organigue acides (tourbes) ils vont généralement
de 0,2% a 2% (De Barjac, 1936; Latu, 1956), Enfin, dans les sédiments des
gstuaires el encore plus dans les sédiments lacustres, on a trouve des tauy
beaucoup plus élevés d'azote organique, jusgu’a plus de 3% (Boucart et
Francis-Boeuf, 1942; Stangenberg, 1949), Les sédiments pauvias en azote sont
au contraire les Hmons des glaciers avee un taux de 0,010 % d'azate total {(Moi-
roud, 1970,

RAPPORT TN

Le rapport carbone organique total/azole total (Pochon et De Barjac, 1938)
est un indice importan! de Pactivité microbienne du terrain et permet I'évalua-
uen du type prédominat d'apport erganique. Les valeurs obtenues (tab, 33 ala
résurgence de «Treviw et 4 la grotte de la «Mandorlas sont assez semblables 4
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celles relevées dans d’autres groties curopéennes (tab, 4). Au contraire, le rap-
port OFM de la grorte de ¢ Punta degli Strettis, gui est de 57, se détache Forte-
ment de la moyenne et indigue la pénérration de substances d'origine essentiel-
lement vépétale.

Le rapport CFW dans les sédiments lacustres, fluviaux e marins varie entre 10
el 13 (Boucart et Francis-Boeuf, 1942); De Barjac (1956} a trouvé, en tourhe
acide, des valeurs de C/N comprises entee 11,6 et 18,5 ot Bacdin (1970} des va-
leurs comprises entre 7,8 et 11,7 en sols alcaling d’une vallée alpine,

Pochon et De Barjac (1958) supposent que Pactivitd micrabienne su sol, en
produisant des protéines ¢f des substances arolées, est ung cause de abaisse-
ment du rapport C/MN, Cette observation a ¢té appliquée par Gounot (1960,
1937 aux limons argileux de grotte.

CARBONATES

Pour la détermination des carbonates on 2 utilisé la méthode gaz-
volumérrique, an moyen d'un caleimétre, Dans les sédiments des trois groties
la leneut en carbonates, constitués essenticllement de CaC O, est comprise en-
tre 3,80%0 et 20,90 du poids de sédiment sec (tab, 33 11 s apin de taux élevés
paur la résurgence de « Trevis et surtout pour la grocte de la «Mandorlas, qui
s'expliguent par la géologie calcaire des prottes,

Gounot (1960) dans le limon des gours de différentes groties francaises a trou-
vé des taux en carbonates compris entre 3,9% e 4% du poids de limon sec,
BHigli (1961) a obtenu des valeurs de 12,3 - 50,1% et Martini {1962a) de 63
ST

GRANULOMETRIE

Four Uanalyse granuloméirigue des sédiments on a suivi la méthode densime-
irigue, en wtilisant "hydrométre de Bouvoucos. Les résultats obtenus sonl re-
porlés au tableaw 3. 15 indiguent des sediments moyennement sablonneux a
«Punta degli Strettis et & la eMandorlas, tandis que les valeurs granulométri-
gues de la résurgence de «Trevin correspondent 4 un sédiment argileus,

TECHNIQUES DE L'ANALYSE MICROBIOLOGIQUE
DES SEDIMENTS
PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS
Les prélévements ont toujours €t eftfectués an méme endrodt dans les (rois
arottes, dans des zones complétement obscures, exemptes d'évenctuelles inon-

dations et loin des entrées, De celte fagon nouws avons essavé d'éliminer, ou de
réduire, les variations climatiques de la surface et "apport de matériaux exter-
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nes venant des entrées. Durant les prélevements, on a respecté rigoureusement
les normes usuelles d'asepsie. Les sédiments, recueillis avec des cuilléres stéri-
listes, passtes sur place a la lamme, ont été versés dans des céeipients de verre
stérilisés et Fermés par des bouchons de coton,

Pour aobtenir des échantillons homogénes, on a effectué les prélévements dans
des points différents mais sur une surface limitée de la zone choisie. En elimi-
nant la c¢ouche superficielle de 0,5 - | cm, on a effectué les prélévements
jusqu'a une profondeur d'environ 10 cm. Les échantillons prélevés onl &é
conservés, durant leur transport en laboratoire, dans un récipient thermigue
portalif, & basse fempérature.

Mous avons effectué cing prélévemnels de sédiments 4 des dates différentes,
alin d observer les Sventuelles varations liées au oycle des siaisons. Les dates
des prélévements sont les suivantes: novembre 1972, février, mai, juillet et no-
vermbre 1973,

EVALUATION DE LA MICROFLORE TOTALE

Pouor I'étude de la microflore tetale nows avons atilisé les technigues décrites
par Pochon et Tardieux (1962}, basées sur la numérarion indirecte sur milieux
solides,

Les suspensions-dilutions, obtenues & partit des echantillons de sédiment, ont
é18 ensemencees sur agar Mycohios”, en boites de Petri, & raison de (0,1 ml par
bofte. Four chague échantillon on 4 préparé en moyenne vingl boites. Sur la
base d'un essai préliminaire que nous avions effectué précédemment, les dilu-
tions choisies pour ensemencement ont été de 1077 pour la grotte de «Punta
degli Strettin et pour la résurpence de «Trevin, et de 10 pour la grotte de la
abandorlas, et cela afin d*obrenir un nombre optimal de colonies par chaque
boite,

Les boites ensemencées ont €@ incubées en thermostat & 28°C pendanmt 7
jours. A la {in de ineubation on a effectud le comptage en laisant une distine-
tion entre les colonies de Bactéries ot d'Actinomyeétes el celles de Champi-
enons. Les résullats obtenus ont éié exprimeés en nombre de microorganismes
par gramme de sédiment sec.

EVALUATION DES ACTIVITES FONCTIONNELLES
DU CYCLE DE L’AZOTE

Les activités Tonctionelles do eyele de Marote gue nous avont Gludides sont les
sutvantes: Mxation d’azole adrobie el anaérobie, protéolyse, ammonification,
nitrification (bactéries nitreuses et mitriques), déniteification. Les techmigues
employées pour les analvses sont celles de Fochon et Tradieus (19623 les
suspensions-dilutions des échantillons prélevés ont éte ensemencées en milicux

* Hiolife (Milan)
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liquides électifs et incubées ensuite en thermaostat & 28°C. On a effectué des
lectures périodigues, en évaluant les tubes positifs au moven de réactifs chimi-
ques ou par observation directe, selon activité fonctionnelle, Sur la base des
lectures périodiques Taites pendant incubation on a établi les courbes dacti-
vité hiologique, qui expriment l'accroissement des populations microbiennes
en fonction du temps et de la dilution.

Enfin, utilisant les tables de McCrady (1918), on a estimé e nombre probable
de microorganismes appartenant gux différentes groupements fonctionnels
présents dans les sediments des trois grottes.

Gratles Champignans AII.I:;E;::;:H .Hi;.:::::‘llsnm
A) wPunta degh Strettis
X1 A72 eld] M} EL0)
Il 7 73 13 124 137
VT3 ] 70 75
YIil & 73 d 6319 63523
X173 d ol 663
B) «Mandorlas
Xl F 72 15446 [6511 18057
IT 773 G0 35631 18261
vV /T3 1882 62953 64835
VIL £ 73 704 HA4RG fife [ 93
XLA73 249 27138 27187
C) «Trevin
X1 472 & 122 128
I1 773 1 1032 1033
YV £ T3 9 34 63
VI1 7/ 73 21 479 SM)
XL A3 5 T7 g2

Tableau 5 - Nombre de colonies (n = 107 par gramme de sédiment rapporté
au poids sec.
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RESULTATS _
STRUCTURE DES MICROBIOCENOSES DES SEDIMENTS

Les peuplements microbiens des sédiments {tab. §; fig. 5, 6, 71 sont caractéri-
sé5 par une abondance notable de micreorganismes dans la grotie de la «Man-
dorlax, ou la moyvenne des prélévements est d'environ 42 millions de colonies
par gramme de sédiment sec’, et par un rare peuplement microbien dans la re-
surgence de «Trevis (valeur moyenne 360000 microorganismes) cf dans la
grotie de «Punta degli Strettin (valeur moyenne 1,6 millions de microorgani-
smesh, On doit cependant noter gue dans cetie derniére grotte la microflore
était particuligrement abondante en juiller, passant des 75 000 colonies en mai
i 6,% millions, Puisque ce nombre a &1¢ conficmdé par un prélévement de con-
tréle effectud § jours plos tard, on en déduit gue cela peut s*atribuer & une
aupmentation exceptionnelle de la matiére orpanique du sediment, n'ayant
constaté aucunne variation significative de la température ni de la teneur en
cau.

La comparaison des résultars aveg les chiffres reportés par d’autres auleurs
{tab, &) permet de remarquer que la grotte de «Punta degli Strettis et la résur-
pence de «Trevis onl un peuplement microbien correspondant a celui des grot-
tes les plus pauvres, landis que dans la grotte de la «Mandorla» la microflore
correspond & ce guton observe seulement dans les grortes de Lascaux (Pochon
et coll., 1964) et d*Hautecourt (Gounot, 1967).

Mos résultats confirment substanticllement la pouvreré de la microflore des se-
diments de grotte par rapport 4 celle des sols de surlace. A ce sujet il est inté-
ressant de comparer le nombre de microorpanismes des sédiments de certaines
grottes avee celui des sols gui les recoavrent. Gounot (1967) a trouve 30 mil-
lions de microorgamismes dans le limon de la grotie de «Hautecourt» et 250
millions dans le sol au-dessus de la cavité, Toujours Gounot {1968) 4 compté
18 millions de microorganismes dans le sol au-dessus de Ia grotie de «Lap-
phullets et 2 millions dans le sédiment de la grotie,

En surface les sédiments pauvres en micraflore sont coeux des glaciers, o0 1'on
a trouvé de guelques dizaines de milliers & 4 millions de microorganismes
(Maoiroud, 1970; Gounot, 1970b). Les sols sablonneux de dune a végétation
rare et plus encore les sols maréecageuy sont plus riches: Maviglio et Visona
(1973) v ont observé respectivement de 1 4 8 millions et de 8 4 145 milions de
microorganismes. Dans les tourbes acides De Barjac (1956) a frouve de 124 74
millions de permes. Dans des sols de forét de chéne vert Billés et coll. (1971} on
compté de 441 4 950 millions de microorganismoes.

Dans la composition de la microflore {tab. 5; fig. 3, 6, 7) on voit une domi-
nante presque absolue des Bactérics ef des Actinomycéles par rapport aux
Champignons gui, dans trods prélévement sur les 15 effectués en tout, repré-
sentent un pourcentage compris entre le 10 et le 15%, tandis que dans 9 préle.

' Les chiffres successifs sont roujours exprimeés en nombre de colonies par gramme de sédimen
e,
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LTAELITEN

Baradla (Hongrie)®
sarrazins (France)
lascaux (France)
Hautecourt {France)
IMramats (France)
Ferrigres (France)

Lapphullet (Norvége)
Larshullet {Norvege)
Corneilles (France)
Sourisoara {Roumanic)
Pevort (France)
Viclrenica (Yougoslavier®
Breaumettes (France)
Mammouth (L5 AL

lce Hall {Canada)

Funta dezli Stretei (lralie)
Mandorla {Dalic)
Trevi (lealie)

Sicrad e

tirtule

160,49 —
{0035 .
157150 —
11745 2
2 28

4 2
2 20

LK 2
fr 20
3.5 28
[,8 0
0,3 23
1,853,1 20
0,06:4,3 28
5 13
=] 10
2.3/1.9 20
hd6:4,] 2t
006 36,3 20
235 2i}

1,5 28
(,075/6,5 28
[8,06/66,19 28
0.063/1,03 28

* Nombre de colonies par gramme de sédiment homide.

Tableau 6 - Microtlore totale comparee des sédiments de grotres (millions de colonics par gramme de sédiment sech.

HiTerenres

Vargn et Takuls, 960
Bene et Call., 1964
FPochon et Coll., 1964
Gounat, 1967
Gounot, 1967
Gounat, 1967

Gounoy, 1968
Cromunol, 1968
Counot, 1969¢

Ciounat, 14a4c

Oounat, 19649h
Counot, 1969k

Coner, 19704
Barr et Kughne, 1971
Cvounot, 1974

notre recherche
notre recherche

notre recherche
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Fig. 7. - Résurgence de o Trovie. Mumbre ef paurcemuage des microorganismes dans les prédéve-
menls.

vements le nambre des colonies de Champignons n'atteint pas le 5% de la mi-
croflore totale. En particulier les Champignons représentent en moyenne | %o
de la microflore totale dans 1a grotie de «Punta degli Strettis et le 2,3% dans
la résurgence de «Trevie et dans la grotte de la aMandorlas,

Divers auteurs se sont intéressés aux Ch'lm]:ri"num cavernicoles: Liddo
(19313, Barbacovi (1934}, Sevazzi (1954), Caumartin (1957h, 19%50a, 1961,
Bernasconi {1961), Francalancia (19611, Graniti (1962), Luppi-bMosea et Cam-
panino (1962), Martini {19624, 1963), Orpurr {1964), Anelli et Granil (1967),
Dabat (1970), Gounot (1970b), Barr et Kuchnoe {1971), Des evaluation quanti-
tatives effectuées par Gounol (1967) dans la grotte de «Hautecourts ont don-
né des valeurs de quelques dizaings de milliers de colonies fongiques, corre-
spondant 4 moins de | %e de la microflore otale,

rans les sols de surface le rapport entre le nombre de Champiznons et e nom-
bre de Bactéries + Actinomyedtes varie avec le rype de sol, mais en zéndral les
Bactérics constituent la fraction la plus importante de la microflore totale,
Nuviglio el ¥isona (1973), dans des dunes sablonneuses, dans des sal maréca-
geux el des sols alcaling de fordt ont (rouve respectivement Ies pourcentages
suivants de Champignons par rapport 4 la microflore tetale: de 0,75 & 18%,
de 0.6 44, 7% et de 0,8 & 16%,
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Dxans des sols de forét du Texas, avec un pH compris entre 4,7 et 7.6, Berzner-
Marrow (1931} a trouvé de 4 8 47% de Champignons par tapport 2 la micro-
flore torale.

ACTIVITE FONCTIONNELLE DU CYCLE DE L'AZOTE

Fivation d'azote (tab. 7 e §; fig. 8 et 9).

Le pouvolr de fixation de 'azate moléeulaire est faible et est di, pour la résur-
gence de «Trevie ol pour la grotte de «Punta degli Strettin, exclusivement 4
I'activité des lixateurs anaérobies; dans la grotte de la «Mandorlas les mi-
croorganismes adrobies, méme 5"l sont toujours présents, représentant cnvi-
ron 1410 des anaérobies gui dans cetre grotte sont plus nombreux que dans les
deux aulres.

. Finafewrs d'arx Mitrifi
Garurtyes }l--';'rrllilnivl-l':IE "I :;::::Dhitl_. nilrmn\ "!. Iam:lhl‘iulll.'!‘
Ay «Punta degli Srretein
Xl 572 ] i) 370 a7
1773 0 672 7 I3T00
V73 0 56 328 328
Vil 7 73 12 i1y 319 319
Xl 773 { 35 32 as
By «Mandorlas
Xl T2 Fi 20 4 4800
1.7 73 250 1184 118000 0,58 » | 0F
VA T73 115 2436 GA000 113400
VIl A 73 35 352 [ 3500 6300
X1/ 73 " 3098 ‘ 3100 310
) wTrevis
Kl 72 d 44 { 489 4849
11773 o a0 494 446}
A e i 32 71 194
VIT /73 {} 0 488 g70
X1/ 73 1} 5] i7a 174

Tahleau 7 - Mombre probable de fixateurs d azote o de nicrifiants par gramme
de sédiment rapporié au poids sec.
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[LuTiays

ADERE

Fig. #. - Fixation acrobie de Varote. Crote de la sdlandorlae.

Les chiffres obtenus confirment la pauvreté de la microflore fixatrice d'arote
non symbiotigue des sédiments des grotees {tab. 8), comme 1"ont signalé
Mason-Willlams et Benson-Evans (1958), Varza of Takats {1960), Martini
(19624, Bene of coll. {(1964), Pochon et coll. {1964), Gounot (1967, 1970b).
Mos résultals ne différent pas tellement de ceux obtenus pour les sols de surfa-
ce par Jensen {19507 et par Carini (1963), qui indiguent la pauvreté zénérale
des fixateurs d'azote {(Clark, 19671

Pratéolyse (lab. & fig. 10}, La microflore protéolytigue est numériquament
plus abondante dans s grotte de la «Mandorlas (des millions de microorgani-
smes) el moins nombrewse 8 la résurgence de o Trevis et & la grotie de «Punta
degli Stretiis {de milliers 4 dizaines de milliers de microorganismes), excepiion
faite, dans cette derniéee cavité, pour le prélevement de juilles 1973, Aux diffé-
rences guantitatives correspond aussi une différence de vitesse de pratéolyse.
Ce qu'on a observé pour la grotte de la «Mandorlas trouve correspondance
dans les chiffres abrenus pour les sols de surface par Carind {1963), tandis que
les résultars des deus autres groties concordent avee les données hiblicgraphi-
gues regardant es sédiments de geotte (Bene et coll., 1964; Gounot, 1967,
(97003 oo I"activité protéalyiique est inférieure & ce qui est observable en sur-
[ace.
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SILUTIONS
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Fig. 12, - Reniiritcation,

A rorte de aPuma degli Sirettie,
By Grotte de la «Mandorlas.

) Besurgence de aTrevia.
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Ammonificerion (lab. 8; fig. 111, La microflore ammoniliante est plus nom-
hreuse e plus active gue celle des autres groupements fonctionnels. Les diffé-
rences entre les grottes contirment co qui a éé observé précédemment, ¢'est-d-
dire une microflore plus abondante dans la grotee de la eMandorlas on les mi-
croorganismes ammoniliants varient de 33 3 640 millions, se différenciant de
celle de la résurgence de «Trevis seulement pour les valeurs minimum (4 mil-
lions). Dans la grotte de «Punta degli Strettis les ammonifianis sont abon-
danis seulement dans le prélévement de juillet (3,2 millions). La comparaison
entre prélévements révéle une plus grande variabilité de Pacivité ammonifiante
dans la grotie de «Punta dezli Stretiis er dans la résurgence de «Trevis que
dans celle de la «Mandorlan.,

Les chiffres obtenus paraissent plotdc élevés par rapport & ceux signalés par
diautres auteurs pour les sédiments de grotte (tah, 8), tandis qu'ils correspon-
dent, pour la plupart des prélévements, 4 cenx des sols de surlace (Billés et
coll., 1971; Naviglio el Visond, 1973).

Nitrificarion, (tab. 7 et 8), Les microorgunismes nitreuX e nitriques, présents
dans tous les eéchantillons préleves dans les trois cavités, sont numériquement
constants dans la grotie de «Punta degli Sirettis et dans la résurgence de «Tre.
vie, avee des valeurs en général correspondantes 4 celles citées par d'autres au-
teurs, tandis qu'a la grotte de la oMandorlan, od ils sont en movenne plus
nombreux, ils présentent une variahilité trés margude.

Dres microorganismes nitreux et nitrigues ont &ué trouvés dans eau, dans le
mendmilch et dans les sédiments de grotte par Mason-Williams et Benson-
Evans (1938), Fischer (19590), Varpa ot Takats (1960}, Pochon et coll, (1964),
CGounot (1967, 1970b) ¢t Bertouille {1972). Martini (1962a) et Bene et coll,
(1964) n'ont pas réleve, ad contraire, une activité nitrifisgnte dans les sédiments
des grotres gu’ils ont étudiées. Meéme dans les sols de surface la microfloreni-
trifiante représente une fraction trés basse de la microflore tolale {Bardin
1970; Billés e coll., 1971).

Dénitrificarion (tab, 8 fig. 12). La microfloce dénitrifiante, trés pauvre numd-
riquement, manileste aussi une activité spécifigue réduite, surtout 4 la grotie
de «Punta degli Srrettis ol les microorganismes dénitrifiants sont présenls
sculement dans deux prélévements (juillet et novembre 1973},

La présence des dénitrifiants dans le milicu cavernicole a été abservée par Fi-
scher {195%a) dans les eaux et par Varga et Takais (19600, Martini (19622), Be-
ne et coll. (1964), Gounot (1967, 1970b) dans les sédiments ail ils sont beacoup
moins nombreux et etifs que dans les sols de surface (Moiroud, 1970; Billés et
coll., 1971; Naviglio el Visond, 1973),
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COMMENTAIRE

Les résultats obtenus confirment la présence d'une micraflaore active dans le
milicu cavernicole et indiquent que la teneur en matiére organigue du sédi-
ment esl le principal facteur gui en régle 'abondance, méme s un réle com-
plémentaire doit 8tre atiribud aux facteurs physiques (tempéralure, teneur en
cau, pH, granulométrie).

La grotte de la aMandarlas dant la morphologic permet une pénetration fact-
le des débris arganiques de Uextérieur, présente une microflore totale des sédi-
ments de ordre de dizaines de millions de microorganismes, Dans la grolte de
«Punta degli Streettis et dans la résureence de o« Trevis, caractérisées au con-
traire par un meilleur isolement de 'extérieur, les valeurs oblenues sont de
I'ordre de dizaines et de centaines de milliers de microorganismes.

La compaosition de la microflore révéle un pourcentage de Champignons (rés
bas, probablement en relation & Palcalinité des sédiments (pH =7,3-7,6) ¢t in-
dique donc combien le dle des micromyeetes est limicé dans ce miliew.
Pour ce qui regarde le eycle de Mazote, Manalyse des résultats montre une cor-
respondance significative entre la nature de la matitre organigue, exprimeée
par le rapport C/N, ot Uactivité des groupements Tonctionnels, Dans les sédi-
ments de la résurgence de «Trevis et surtout de la grotie de la «Mandorlas»,
Iactivité intense du cvele de Pazote s'aceorde irés bien avec le bas rapport
CAMNL Au contraire, dans la grotte de «Punta degli Strettis on le rapport ©FN
est 1res eleve, les microorganismes des groupements fonctionnels du cycle de
"azede sont moins nombreux el moins actifs,

La présence d'un cyvele de Mazote substanticllement complet dans la grotre de
wPunta degli Stretti» et dans la résurgence de «Trevis, confirme les observa-
tions de Counot {1967, 1973) selon qui des quantites méme petites de matiére
organique peuvent &re ulilisées avec profit par une microflare hétérotrophe
évidemment peu cxigeante ¢t capable d'eficotuer simultanément plusieurs
fonctions.

Le evele salsonnier ne semble pas influencer de fagon significative la quantité
el la compaosition de la microflore des sédiments des trois groties. L'isolement
du milieu cavermicole entratne en effet, comme on le sail, une remarquable
stabilité des conditions climatiques des grottes; il s"ensuit que les variarions
des paramétres physico-chimiques li¢es au eycle saisonnier sont trés affaiblics.
La présence de Bactéries nitrifiantes avtotrophes dans les sédiments des grot-
tes cludiées, confirme, comme Gounol 'a déja observé (1967), la possibilicé
d'une productivité primaire méme dans le milien cavernicole, o une contribu-
tion partielle & cette productivite esl donnée aussi par activité des Bactéries
fixatrices d'nzote, hétérotrophes seulement pour le carbone.

Bien que le nombre réduit des Bactéries nitrifianies et fixacrices d’azote sem-
ble indiguer une productivité primaire quantitativernent néegligeable de ces mi-
CToOTZanismes, nous estimons que Pargument mérite des recherches successi-
ves pour mieux évaluer la contribulion effective des Bactéries chimio-
autotrophes a la biologie des sédiments dans les grortes.
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EESUME

Erude comparmive de la microflore des sédimems de wois groties naliennes ifTérentes guant i
leurs caractérisinques trophiques, Le variations guamitatives o qualitatives de la micreflare on éé
dvuludes sur une année, & travers Péude de 12 microflare 1otale of de Mactivité des grounsiments
feoctionnels du ovcle de Mazote. Les donndes obtenues ont @6 comparges aves celles des antenrs
précedents.

Les resultars indiguent dans Lo quamaté er dans la nature de la matére organigue du sediment e
principal facteur qui régle Tabondance @1 Pactivité de la micraflore cavernicale.

l.a partic expérimentale de cette dtude est précédds par un eésumeé des recherchies effectuées ju-
sque’ict sur la microflore cavernicale of par une dezeription des caraciéristiques topographiques,
péumorphalogiques, bydealogigues ef Itophiques des groties ctudides.
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