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Les cellules des racines tubérisées d'un certain nome
bre de végétauxn hébergent des Dasctéries s Un travall pricde
dent (4) en a rendu compte. Les isolemonts bactirielogiques,
réalisé en particulier } partir de la racine de carotte ent
shoutd b caractériser huilt eapdces bactériennes (Bacillus
cereus, Bacillus licheniformis, Pseudomonas, Parscoll aérew
gencYfdes, Becillus megathdirium et treds e&g@ac& non diterw
mindes), |

Des recherches cytelogiques maa#&t sur la bettesrave
(3) et sur la poome de terre (1,?) ont pernis de préciser la
situetion #t, dans une certaine mesure, 1%'dvelution des nicree
organismes dans les ecllulen su cours de Ja vie de }las plante.

Le travail qui nous a €¢d preposé consistait tout
d'shord § localiser par las méthodes habitusllies de 1n cytolow
gle, los bactéries au sein des tellules et des tissus des row
cines tubiérisdes de carotte,

I1 4tait tout 3 fait naturel, pour entreprendre ces
observations, de s'adresser aux techniques existantes micses av
point pour déceler les bactiries au selin des tissus et nous

avons retenu celles qui sont exposdes dans une note de Milovidev
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intitulde 3 "Méthodes permattant la diffdrenciation histoloe
gique dos bactéries symblotes et des chondriosomes® (5) et
employde pour mettrs on dvidence des bactéries symblotes dans
les tubergules radicaux des Légumineuses.

Dtautre part en vus de rendre plus commode 1‘ah'cr§u~
tion des micreorgsnismes nous avons eu recours aux techniques
dtiamersion qui, dans de précddents traveux (2,8) avatent
pernmis d'augmenter fortement le nombre des micreorganismes.

Enfin dans la dernidre partie de ce mémoire, pour come
pléter les obsarvations cytologiques, nous rendrons cempte de
1*étude de 1*'évolution du noubre de bactiries contenues dans
les racines de ecarotte ) mesure que o prolonge 1'immersion

dans le sublimé,
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Nous avons retenu Ja méthode de Milovidev gqui commene

¢e par la fixation dans le mélange suivant

Acide chromique & 11X 50 partien
Bichromate de potassium » 1X 50 parties
Fornel neutre 8 parties

Le fixateur préparé immédiatement avant 1‘'ussge, pénée
tre lentement dans les tisasus et nicessite deux bains consdoue
tifs de 24 heures chacun. Un lavage A 1'eau courante durant
24 heures précéde la déhydratation et 1'inclusion dens la
parafiine. Les coupes sent réalisdes au micretome A 1'épalcge
souy de 7,% microns.

La coloration consiate en ¢

1°) Rubine acide X 20% dans 1'eau anilinée pendant
eing minutes sur le platine ehauffante.

2°) Lavage 3 1'eau.

3*) pifférensiation » 1'surantis & 0,5% dans 1'aleoel

A TO™
4*) Lavege 3 1'eau,

5¢) Traitement par le mélange suivant

Acide phosphemolybdique ig
Soude caustigue norsale 10 aau
Sau distillde %0 auu

6*) Lavege d 1'eau.
7¢) Coloratieon pendant 10 L 15 minutes per &
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Bleu de Volkonsky de composition suivante

Yiolet de aéthyline 0,49
Azur IX 0,1g
aagxé o,1g
Sau distillée 30 on’
Glyeérine 30 ca®

ou par le Bleu de Unna dane les proportions

indiquéen clwdessous §

fau distillée - 1/3
Glyeérine v/3
Bleu de Unna 1/3

8*) Lavage ) l'eau.

9*) Différenciation au tanin orange de Unnas

10°) Lavege 3 1'esw

 11°) Passage dans les alcocls et montage.

Apr>s quelques t8tonnements, nous avons adapté cette
méthode 2 notre matiriecl en précisant la durde de certains
traitements notamment 5 aprds fixation, aous avens lavé les
prélivenents pendant 48 heures. Quant & ls coeloration @

1%) Rubine scide & 55 dens 1'eau anilinée pendant 6
minutes sur la platine chauffante.

2*) Lavage X 1l'aau. )

3*) Dirférenclation de 1'aurantia d 0,3X dans 1'sleool
s T0° 3 minutes.

49%) Lavage b 1'eau.
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8°) Traitement par le mélangs phosphonsliybdique
3 minutes.

6°) Lavage 3 3'eau.

7¢) Celoration pendant 22 minutes su bleu de Unnae

8*) Lavage b 1'sau.

9°) Difrérenciation asu tanin orange de Unna 30 secondes.
- 10*) Lavage » 1'eau.

11*) Passage dans les slcools et montage su Xom.

Dans ces sconditions, la coloration est blous sour les
membranes, rouge pour le nucldole; la coloration des bactérties

varie du rouge au viclet,

11, JECHNIQUE

Traitoments subis par le matériel M Anclure.
1*) Stérilieation de surface &
| Lea racines tubérisées de caretts sont plongées

dans le sublimé 4 0,2% pendant 2 heures. Au sortir de oo bainm
slies sont rincdes 3 1'alconl et passdes b la ‘lamae.

2*) Immersion 3

La surfece des carcites aysnt &étd stiriliasde,

elles sont, aﬁuﬁgzsﬁ,»uaaauanwau 2n prenant les préesutions
habituelles d'aseptie dans un flacon d'Erlenmeyer de 700 oku

contenant un bouillon nutritif stérile dont volci la come

position 4
Lab Lemco {viande bactérislogique) Sg
Peptons pancrétique Sg
Chiorure de sodium 2,%
Glueose | 209

Eau t litre
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Ce milieu de culture permet d'aberd de se rendre
coupte si le stérilisazion de surface a $té efficace 3 dans
ia négetive, 11 y a dbs le premier jour de séjour 3 1'étuve,
apparition d'un trouble df au développement des bactéries
dans le bouilien &t nous éliminens sussitdt ces réciplents.
Seuls les Erlenmeyer qui restent stériles nous interessent g
$1s demeurent & 1'étuve b 30" pendant 7,9 su 13 jours,

Hous avons remarqué que dans certains cas le milien
de culture ne se troubladt qu'assez tardivement 3 parfols des
récipients sont restds stériles Jusgu'eu hultidme ou neuvidme
Jour et ctost alevys ssulement que le déveleoppensnt bactérien
se manifeste,

Quol q:*1]1 »n solt, nous ne gardons pour les dtudes
eytologiques que les carottes contenuss dana des milieux de
gulture restés stériles.

Ce traitoment d'immersion, par L'asphyxie qu'il proe
voque, doit s'eccompagner de modifications importantes du
nétabolisne marguées p#iazlpalaannc par la dégradation des
pelysagcharides. Des expiriences jdentiques sffectuées sur
dos tubercules de powme de terre ont montré que l'en pouveis,
par ¢# proeddéd, augmentey consididrablement le nesbre des bace
téries b l'intérieur des tissus. Rous 1'avons donc, danas le

mine but, repris pour nes traveux sur ia sarette.
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Pour nous 9¢zm§tﬁra de réaliser les observations ¢ye
tologiques dans les différentes régions des racines tubdriades
1»8 praldvements ont $té effactudss

- d'une part, dans les glva:s t1asus dont on trouvers
1s situation sur le schéma ¥ (p.l3)

w Ja premidre 2one de préldvement correspond v
parenchyne pericyclique.

w 12 seconde, 2 la zone cambiale oy cribrevasculaire,

« }a troisidme, au parenchyme médulleire.

- d'autre part, 3 gjxxgxgngg_n&xggn; t pour cela,
ghacun des trois pr‘ihv&a&&%n précédenment localiad, est réa~
318 b trois niveaux différents de la racinet

- Région supdrieure b proximité du collet,
w Région moyenne.

= Réglon inférieure.

B. DESCRIPTION DE LA STRUCTURE HISIOLOGIQUE.

La coupe transversale de la racine de cerotte nous
montre (Schéma ! pel3 et dessin 2 p.?4 ) de la périphirie au
centre 1

- Une zon dont les

parols des cellules de la couche externe sont ldgbrement sue
birisden, Son origine est une zone géndratrice périderaique qui

fonctionne au nlveau du péricycls transformd en zone péricye
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cliques Les tissus qui en dérivent, entrsinent 1'exfolistion
des tissus externes, i savoir l'endoderms, le pareschyme core

tical et 1'assise superficielle.

« Bn desseus, Js parsnchyme oéricveliigus
le péricycle est le tissu tubéried de la rasine; ses cellules
énormes renferment de multiples inclucions, les chremoplastes,
source de earstdne et d'awidon.

9 se prisente en unassifs de

celliules blen discernables; elles sont petites nais ne song
régullidres qu'au volsinage du gambium,. Ces falsceaun de liber

sont séparés par de larges I dont les cellules

sont plus grandes.

« L zons gindratrics libéra-iignsuss conprend de
anembrouses sssises de cellules disposdes régulidrement en
files radisles. Ells n's pas la alme épaisscur selon les fiw
les considérdess

« Les fal produite suy

1a face interne de 1'assise ﬁnﬂbﬁ;la sont irrégulibrement
14gnifids ¢ les vaisseauxn sont disposds en files radiales plus
ou moins longuess 1ls sont inclus dens un parenchyme se¢ons
daires Lo disposition de ces falscesum secondaires e¢st superw
posée au liber secondaire et le différenciation est centrifue
ge. Les zavons yassulalzes sépasant les falsceaux ont de
grandes c¢ellules ) contours irrdguliers.

= Dans la réglon centrale, on observe encore des

cellules de grond calibre s c'est la zégion nddullaizs dans
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laquelile on disserne quelquefols des fatsceaux vasculalires

primaires ) éi!f&runeiatiﬁa sentripdte.

C. OBSERVATIONS DES BACTERIES.

L'examen des coupss transversalas de la région supde
rieure prcehi du collet pasrmet de constater que dans certaing
css la lumidre des valssesux du bois est complitement obstrufe
par des amas tTds denses, de coloration viclette, constitusds
par las juxteposition d'un tris grand nombre de bactérias.

Ceci est particulibrement visible sur lesdessing
réuais 3 la fin de ce mémolre. |

Le dessin 3 (p.3S) montre une file radiairve de vais~
seaux d2 bols setondaire envahie par les microorganismes, Om
#&it trds nytt;uunt s membrane épaissie des valsseaux et les
battéries en amas importants.

Le dessin 4 (p¢é6)_prin dans la admwe rdgion uéatr' 13
sncore des amas un peu plus volumineuxs Ces derniers peuvent
d'341leurs prendre une telle importance gue les parels du
vatsseau écletent (des:zin B 9;%}) et 1%on peut voir une quane
titéd considérable de nlesrporganismes inrrln les uns contre
les sutres,

Parfols ce n'est pas seulement la lumidre des vaise
sesux qﬁx ost obstrude mals sussi les cellulea parenchymatoue
ses des rifiaa vasculoires. Cecd cst visible sur le dessin 6
(pe28).

11 faut noter égalemsnt gue dans sette réglon nous

svens constatd gque les mdats gul subsistent entre les cellules
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du parenchyme vasculaire hébergent susszi bon nondre de micree
erganismes su peint d*'8tye parfols fortement dilatés
{deszin 7 p.llet dessin 8 p.dc),

Hous avons neté quelquefols aussi des files de coccd
dans les cellules parenchymateusss intercalées sntre los
vaisseaun {dessin 9 p.31),

Les coupes sffectuies dans les préllvenents sorrese
pondant 3 la partie périphérique (parenchyme péricyeliquse)
et 3 la zone centrsle {parenchyme médullsire) n'ont pes permls
de décosler 1as présence de bactéries dans ces tissus quelle
que soit ls durde de L*immersion (7 jours, 9 jours eu 13
jours)s Nous n'en avons pas non plus ebservées au nivesu du
1iber secondaire et des wayons liberiens.

$4 nous considérons malntenant les rdsultats des
obaervations réelisdes aux différente niveaux, nous 2ensw
tatons que iv nembre de cellules infestées de bactéries diminue
progresaivensnt su fur et A mesure que 1%on s'éloigne du cole
i1et pour aller vers leo méristinme,

En coupe longitudinale, nous retrouvens les rdsultats
ciedessus exposdesy le dessin 10 (p.3’) montre des vaisseaux
conplitenent remplia de bactéries,

L;; smas dont nows avons parld renf rment des formes
allongdes ¢ des basilles et également des formes reondes ¢
1as'c;eai~, Bavilles ot aa&ntu sONnt Vus en coupe Lransvare
sale & Dessin 11 {ps33)s 31 eet fréquent de rencontrer dans

ces amas des zones de striation qul doivent selon nous cove



respondre ) la décompression sublte qui 3¢ produit av moment
de la coupe.s

Ces observations permettent done d'affirmer, coupte
tenu du processus expérimental que nous avons décrit, que
los nombreuses bactéries mises en dvidence, principalement
dans les valssevaux, résultent de ls multiplication, 3 1a
faveur de 1'immersion, de bactéries gqui préexisteralent

dang les cellules.

Pour parvenir } dénombrer les micreorganismes prie
sents dane ua milieu naturel uunﬁﬁ* on répartit un certain
velume de ¢e milieu de dilution connue ot convenable dans
des boltes de Petri astériles, on verse ensulte dans ces rée
e¢ipionts un volume déterniné d'un milieu de culture géloséd
ehaud ¢ avant gque 1a gélose ne soit solldifide, on agite pour
bien répartir les bactéries ) dénombrer. On loisse refpoidir
pulis on porte A 1'dtuve B 3C® pendant 3 3 4 Jours. 54 is
dilution o8t convenable, chagque bactérie s donné naissange
au sein de la gélose 3 une colonie facilement décelabdles

RBvideament toutes les manipuletions, les outils, les
milioux doivent Btre stériles ot nous nous plagons dans les
conditiens classiques 1 travail A la chambre atérilisés pay
rayons ultreevioletsy stdrilisstion des outils par 1'eslcool
et flambage, des milisux de euxtﬂri ot des boftes de Petri

ot des petits flagons } l'suteclave.
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Ls manipulation compldte comprend g v
» Stérilisation des carottes par le sudlimé )} C,2% pendans
une durde variable selon 1’exzpdrioncs,
= Prélivement } 1'emporte pibee de fragments cylindriques.
= Ecrasoment de ces explantats dans les pinces du type utille
#é on sérelogie par les selectionnsurs de pomme de terre,
co qui aboutit A un faible volume de Juse
« Régeption du Jus dans les petits flacons.
= Dilution par pulssance de 10 par les méthodes classiques
avet de l'sau atériles B 1l'on pose que le Jus est ) ia die
lution x, 1 #u‘ de jJus additionnd de 9 t&a d'sau vt b la

dilution x“‘a ¥ ﬁu? do cotte dilution ost conplésd % 9 ﬁb3
d'esau 3 dilution x

-2 ot ainsl de suite. .
w Déplt d*1t #ua de liquide b étudier dans les boltes de Petri.
= Addition 3 ve liquide d'un velume gonstant (20 cm’) dtun

milieu de culture gélosd et chaud (59°) de composition

suivante
Extrait de levure - 3¢
Tryptose 209
Qlucone ig
1 Na Sg
PO K K ig
Bagte agar i1g
Eau distillde 1 3itre

« Agitation sérieuse pour blen mélanger les doux liquides,
= Aprds refroidissesent et solidification du milieu gélosé, on

verse une couche de gélose blanthe {eau 100 uug, gilose 1,28g)
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v Béjour des Doftes 2 1'4tuve pendant 72 heures.

» Humération sur un papler quadrilléd 2 les colonies sont
d‘valnﬁpct: dans diffdrents plans perpendisulalires, parallde
les ou obliiques par rappert 3 la surfacs du milieu.

Rous avons d'aberd étudié la variation du nembre de
bactéries hébergies par des carottes différentes mals toutes
normales § cedl en vue de connaltre les limites de variations
significatives,

Pour cela nous nﬁani, selon la teshaique indiquée ¢fe
dess us, falt des explantats et procddé sux numérations core
respundant d*une part ) 1a pavtie supérieure des recines et
dtautre part ) 1a partie infériecurs de & carottes différentes.

Les résultats sont donnédas dans le tablesu suivant pour
1a dijution de 1/10bme e'estededire que pour connaltre le |
nombre de baetéries contenues dans 1 tu? de Jus de cavet S

nornsle, {1 feut multiplier par 10 les shiffres indiqués.

i:' T8 Noubre de colonies Baotiriennes 1

] dons les bottes correspondant t
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On constate } 1a lesture de Ges Ghiffres que les
variations tndsviﬁwaxlci a’ﬁn» O&ttfga d une autre n*excdde
pas 15 et que 1%'om peut par consdguent eaﬁtiﬁérar toute variae
tion de l'ordre de 30 colonies comme significetive,

Lea sbservations oytolegicues ont mented qﬁ*il dtast
possible d'accrelire considérablement le nombre de bactiries
a&: racine de carotte en les immergeant. Le milieu gue
aous avons cholsl pour rédaliser cette apérétinﬁ était Jusqu'ied
un boutllon de culture dont nous avons antérieurcement donné
1a composition. Nous svons dgalement présentd les xuisanu
qui nous avaient déterninées dens co cheix. 11 nous a paxu
iht&xuttaut d'essaysr diobtenir cette multiplication du nomw
- bre de ui&rﬁurganianoa de fagon différente et ) 1'npprla$~rk
paxr une sutre technique que 1'observation sytelogiques

C'ast pourquel nous avons Lumergéd des racines de
carotts dans un antiseptique c‘xa c¢hlorure mercurique ou
subliné X ?,%S pendant des durdes wariant de 1 » 28 jJours.
Pour chacune d'ellims, nous avons effectuéd des numérations
basctiriennes d'une part

- Dans la partie supfriecure de la carotte

= Bans la partie inférieure

ot d'asutre part

A 4 dilutions différentes 3 jJus d'extrastion dijud

au mm. 1/100dme, /1 000d=e ot au 1/10 COO bme

Hous n'avons ratoun‘haar ot e#gﬁ!‘rqut 1es chiffres
obtenus pour la dijution de i!t@%ﬂn. Los résultats sont donnés
dons le tablesu Il.
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L'examon du tableau de chiffre II (p« 16) ot des gra=
phiques gui lsur correspondent {graphique I pe 17 et qraphidwi
2 pe 18) montre qu'il existe une durde assez précise d'immere
sion (10 3 14 jours) peur laguelle 1'sugmentation du nombre
de bactéries sst considérable 1
« 1 089 colonies par bofte pour la durée de 11 jours et pour
1a partie supérieure
= 8235 colonies par botte pour la durée de 11 Sours et pour la
partie infdérieure.

Rappelong que, dans les mlmes conditions, des carottes
normales non inmergdes avalent donné des chiffres variant de
3 ) 18 golenies par boltes

Lus graphiques permettent d'autre part de constater
que cette augmentation de ls population bactirienne

1*) sst subite (1idme jour)

2°) ne dure pas longtemps {11dme au 13dme Jour)

3*) est suivie d'une diminution également considérable.

Cette Jtude apporte donc pleine confirmation aux obe
servations eytolegiques uant«ncéa avons rendu compte plus haut.
La solution de sublimé permet , ells 2usail d'obteniy 1l'suguene
tation du nombre de micreorcanismes. I1 est dene possible de
pensey que ce n'est pas ls nature du milieu d'immersien qui
est importante mals seulement les conditions physiques et
chinmiques d'asphyxis consdcutives 3 ce traitement,

Cette partie de netre travall, d'autre part, est h
rapprocher des résultats obtenus de la alme fagen pour la pemw

me de terre (2). NRotons cependant gue dans ce dernier cas,



1'appréciation de 1l'augmentation de la pepulation bactérienne
reposait sur la techaigue des ewplantats et le comptage du
aonbre de tubes polludss nous avons utilisd, pour la carotte,
une technique trds différente et beaucoup plus priclise mais
qui, réalisde pour la premidre fols su laboratoire, nous »
demandé une longue mise au point.

Pour interpréter cette brusque sugmentation sulvie
d'une rapide et forte diminution de la populatien bactirienne
Jorsgue la durde d'immersion dans l2 sublimé se prolonge, nous
pouvens imaginey que deux phénondnes antagonistes entrent en
Jou J

« Lo premier rdsultant de l'asphyxie et provoquant
notmument l'acoroissement du taux de glucides libres augmentew
radt rigulibrement la possibilité du développement bLaotériene

= Le gedond résultantde 1a lenta pénétration du sublie
mé 3 1'intdrieur des tissur s’epnoserait par ses propriétés
antigseptiques 3 la prelifération des microerganismes ot ulme,
au bout d'un certaln temps, les éliminerait,

Le peint d'Squ’ iibre entre ces deux forces sntagonistes
correspondrait & ls forte augmentation constetés entre lu

iihme et lo 13dme jour.
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De 1'ensemble de ces rdsultats, nous pouvons tivédr
les conclusions sulventes.

t) Nos ebservations cytolegiques confirment pleinement
les résultats des travaux d'isolement de bactéries & partir
de racine de carotte .

2) Les bactiries semblent presque uniguement localisdes
dens la zone cenblasle et plus particulidrement dons les valse
seaux del boeise On los rencontre asussi fréquenment dans les
méats.

3) Ces bactéries semblent 8tre ldghrement pluu'naan
breuses dans ls partie supérieure de la racine, velsine du
tollet.

4) Les techniques d'immersion dans un milieu de
culture ou mlme dans le sublimd permettent d'asugmenter consie
dérablement le¢ nombre des anicreorganismes.

5) On peut estimer, d'aprbs les techniques de numde
ration gue nous svons mises au poing, qu* 1 ﬁla de jus de

carotte normale ot saine renferme enviren 90 bactdiries.
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