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Mémoire présenté en vue de 1l'obtention du

1SOLEMENT, CARRCTERES ET DETERMINATION DES BACTERIFS

VIVANT DANS DES CRGANES VEGETAUX.

Souterm & LILLE le Janvier 1963
par Gaston LAFIRE,



Un certain montre de travaux 6tablissent gue les organes de diffée
rents végétaux sains renferuent des bactéries, Citons notaument
les travaux 4o Tonzig (7) sur divers organes (femilles, tiges,
racines ot fruits) de plantes supériecures (Dactylis glomerata, che
no poddiun album, lammneulus repens, ‘alva sylvestris, etc ...) de
samisch (5-() sur 1a tomate et le concombre et enfin ¢rux qui,
pour suivis & 1'Institut Dotanique de Lille, ont ¢té consacrés sux
embryons de haricot (2), & 12 carotte (3), 3 1a betterave (L).

n général, ees recherches ont surtout consisté en une constatae
tion e 1a irésence de bactéries, et les auteurs sec sont peu atige
chés 2 lewr ifdentifieation, exception fnite tontefols de famisch
(6) qui dans la tomate cn ddteradna plusieurs.

Sotre travail a ew pour objet d'iscler le rlus grard noubre d%e¢se
pbees bactériemncs présentes dans divers tubercules, earyopses et
emlryons, de les différencier par un certain nombre de earactires
et de les ddterminer,

Bous n'avons pas la prétention d%svoir iscld toutes les souches
tactiriennecs Sc trouvant dans les végétaux utilisés et dans ce doe
mmine, il reste oncore besucoup de recherches intéressantes 3 fair




que nous avons examinds ¢

Tubercules de 5 Beta walgaris L.
Fapharns sativas L, var, niger
Cichorine Intybus L.
pous Carota L.
#rassice Barus L. var, csculeonta
Belisntims tuberosus L.
Apias graveolsns L.
Garyopses de 3 Triticom sativan lan
Zen ays L.
Fhaseolus valgaris L.
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} des econditions de trovail dsns 1a chasire stérile,
Toutes les sxpériences : isclemept, broyage, transe
plantation, repiquage, ont §%6 réalisdes dans une pidee
dont 1l'air est stérilisé par w: appareil gindrateur de
rayons ultra-violets iHycostéril (4 tubes ds fHom - type il
11ps » STIZ = PAL0 » 30M),
in stérilité de cette chaudwe a &td vérifide de la facon
suivante 3 des boites de Fétri renfercant un silicu gllosé
miritif dont nocs Jomnerons la composition plus loin sont,
aprés pagsage 4 1'antoclave, divisdes en trols lots 3

- Leg boites du wecder lot sont maintermes ouvertes dana
1a chachre stirile gui & suld un &clairage rdalable de
drux hogres sux mayons U.V,.

- Celles du secomd 1ot sont usises sux =nfoes enirolts, dans
les mBmes coniitions, wais les tubes 3 rayons U.V. contie

« o dernier lot est, quant & lul, placd dans lr laboratols
rg, on debors de 1a chashre stérile.

Dans chacur de ¢es trois cas, les teaps d'ouverture des boi
tes sont de 3
- 15ssconies, *Usccondes, Imimte, 2mimites et Scimntes,

Arréds un sdjour de 4L8h & 1'4tuve & 27°, mous pouvons

eonstater, comye le traduit 12 vhoto (.4 Jgue
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sussi des champignons ( Pendelilling et mcor ) ont proliférd
sur les milieux exposés & 1'air du laboratoire. Au contrale
re, les denxy séries de boites onvertes dans 1s chasdee stée

rile no révélent mwatiguesent sveune pollntion,

Far conséguent, en effectusnt toutes nos expérionces dans
actie pldce et dapns les conditions définies (2 hewes d'6-
clairearnt), nous élizinons en fMit toute possibilité 4'in.
fection extérieure, Les photograzhies gue nous résentons
sont d'silleurs A cet Spard tout-2-fait concluantes,

Elle est effectufe do facon classinue dans un outo-
clave & I20°, soit urne etmosrhére de Iression, pendant ZOum,

Les ofthodes utilisSes diffdrent selon qu'il s'agit
de pdélever un fraguent de tuberculs on de sattre en bouils
lon de culture un grain ou un embryon.

I1a surface externe ﬂa tuberenle st st&il&s&e par un bain
dans du sublimé (solution de chlorure meromrigue & 0y22)

ant 20an. L'organe est ensuite passé 4 1'aleool et flam.
bé,. la région dans laguells on fait des rélivenents est
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tr@lde & 1a flamce du be¢ Bursen Jusgn'd cardonisation.
Les explantats sont réalisds & 1'alde d'ur trocort dgs.
lement stérilisé par passage & 1'sleool puis flacbage,
opération qui est effectude avant chaque [réldvement, Ce:
explantats, d¢environ ;mi’zia-'m et,5 de diasdtre, sont
ols dans des tubes renferzant un sdlien de enlture dont
pous vous donnerons 13 composition plns loin, is plae
eés & 1'&tave, |

Les caryopses sont stérilisds extérieunrement par un sée
Jour de 15z dans le sublimdé puis 1l1s sont introdults
dans des szpoules de 30cc, Ju microlroyeur le Turel eb
Ssusse contenant chacune 10¢c. de ailien de culture
(Sehéms po 7 ). Une incubetion de Bh nous permet d%4lie
miner les tubes pollués, rares d'ailleurs, résultant
d'ure pepveise stérilisation de 1s sorface des grains,
Les tubes restfs atériles sont paszsés au nicrofroyour.
Des ampoules témoins ne renfermant gque le miliesu de cule
ture sont gsouniscs ap mime traitement afin de vérifier
1a stérilité du broyage qul s'est révélds parfaite : ape
cun milieu téwoin n'est pollud aprds L&h d'inculation.

Hous opérons de 18 mlme fagon pour les esbryons de hari-
cot, prélevis & 1l'aide d'urn scalpel,

Aprds Gh d'étuve, nous procédons, sulvant les
techniques baetériologigues classiques, & l'isoloment de
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différentes espdees bactériennes développles dans les
milicux d'arigine, clested-dire :
- rélédvesent 3'un pen de wilieu & l'aide 'ure pie
pette Pasteur;
= Dilution du liquide précddent 4 raison d'une goutts
pour 10ec;
- Préliwesent d'une goutte dc cette suspension;
- Ttalement & 1'aide d%ure pipstte fasteur dont 1'cXe
trdnité est fersde et recourbée 2 1a flamue, sur wr
milieu gélosé en bolte de “étri,

Toutes les colonies différentes ainsi isoldes sont
grélevées avec un fil de platine rougl & 1a flamne miis
ensozoneées sur différents milieunx @

- Bouillon rutritif gr@ce augnel on pocrra & 1'alde
d'nre rirette transplanter dars d'autres uilicux
liguifes,

- 4liec gflosé irclind en tube : ensecencecent en
stries,.

- Jranche de poome de terre & 18 surface dc laguell«
les geroes hwtéﬁené gsont dérnsés en lignes rae
ralldles,

- Des mlieux particuliers gélosés ou gélatinés son!
enscuencds payr piglre verticale,

Toutes ces expérierces conduites dana dss coniitions 4's.
sepbie rigooreuses, nous perzgttent d'affiraer gue les
baetériss mises sn évidenee proviennent bien dun vigital



utilisé ot non 4'une polintion du laboratoire,

a) Coloration Cram 3

Kous prélevons un peu de culture d'un tube ife
eliné, mis nous 1l'étalons sur une lane, :"%‘171"!’% séchage,
nous effectuons 3 |

« Coloration au Violet de Centiane Ian

- Passage dans la sclotion d'lgde %s,.

- Différenciation an m‘?ﬁi&*&%&mﬁ‘i‘m :
4 * dvsleool absolu,

- Iayage abordant & 1'eau 4istillde,

- secoloration par le Fuchsine pbfniquée : quele
gues seconlas,

- lavage & l'enn distillife,

ies bactiries ayant conservé 1o preuidre colorstion sont
runeviolet : ce sont des Graoepositifs,. Colles qol oﬁt
ét4 ddécolordes por le différencisteur sont rouges : ce
sont des Gracendgatifls,

Ces colorations ont €34 réalisdes & partir de cullures
Jeures, Agées de (th su saxionnm,

ia extlttwa, sgéa de qaaqsma Jours, est étalie
sur ure lazs mis fixés & l'alecol absolu pendant Zem, On
les souncet &

- felde chromique & 57 : Sen
9



- Fap distillée,
~ Fuchsine de Ziehl & chaud vers €O° : ICan,
- Aeide sulfurigque & 5. prndant quelques seconde:
mis aleool absolu pour différencier,
- By distillée,
« Bleu de Loeffler : bleu Je méthvidne Ig.
Aleool absoln ICem?

Solution agueuse de potasse
caustiqur & I0x  s0ems.

i@3 gpores sont colorces en rouge, les vactéries en bleu.
iPobacrvation dey sporeg est tréds utile pour 18 déterale
ratlion dos wiorp-organisnes, Clest ainst gue 1'on distine
sue sulvant 1u position de la svore dans 1 bacille, dos
spores erntrales, subtermimnles ou terzimmlss, Selon
u'elles sont plus on moins grosses que les bactéries,
on prut observer des spores déformantes ou non déformane

tes,

A4 Jlextrénité d'une 18me, on Jd4-086 ure gzotute
te d'encre de Chine spéeiale pour la bactérioclogie et
ure goutte d*égal volume de amilieu de culture pollusd, in
mblance 4 1'alde de l'enscmenceur puis on dtales avee le
bord d*ure lamelle, les tapsules apparsissent en clair
s le fond gris-noir,



I « “ilieux de enltwre 3

I —— T ——————
Rous avens utilisé des millenx assez divers, licuides ot solie
des, leur diversitéd permettant J'&tudier l'aspect des eolonies bac.
tériennes et ilowr activitd blochisique en observant les woiiliche
tions subies par le wilieu dc culture, sutant de ecaraptdres qui
pous pernettent de déteruiner ur certain noatre de souches diffé-
rentes,
Hous avons classéd les milieux dans l'ordre aé leur utilisstion dan
nos recherches, |

Ce boulllon a3t prépard & partir du milieu CIOID €7 dont
la conrosition est |
- ‘Xtrait de viznie 10g

- Feptone g
= Chlorure de sodiun 5.

Four un litre Je wilieu, nous ajoutons & 29g de e 67, <Ug d¢ glo-
eose, (Yest le bouilllon que nous avons utilisé le plus souvent.
Ctest ceini dans lequel nous avons intropduit les explantats, les
graing et les embryors.

L'obsarvation d*un tubs pollud, 4 elle ssule, e:st d4JA riche en
renseignesents, On distingue soit un trouble plus ou =10ins abone
dant, soit ur d46:8t, solit un voile gui pent 8tre nince ou &rais,
uniforme ou dissoeid, lisse ou ridd, ou constituer urn annesu, sppe
lé\calwatm en surface du liguide qui adhdére 4 la parotl du tubdbe.
Ces différentes formations penvent susal se combiner entre elles,



Ce milicu, portd & 1'étullition, est réparti sof
dans des boites de PFétri, soit dans des tubes cui aprds sté
rilisation seront refroidis en position inclinde,
Sor ce milieu, aprds une incubation Je¢ LEh, nous avons étue
446 1a taille, 12 forme et la coloration des colonies,
C*est ainsi gue 1'on distingme dcs colonies & bords lisses
et nets; elles sont de deux types ¢

- colonies de forme dite ¥ (mucouns), muguensSes; poue
vant ftre &paisses, hasldes, brtll#ma; coulent et s'dta.
lent.

AT NI L TR A

- golontes du type S (smooth) sont lisses, en géndral
circulaires, convexes, présentant des Sicies rayonrantsou
g¢irculaires et ne s'étalent jasals,

On distingue encore un troisidue type de colonies, ce sont
= ¢colonies & (rough), rugueuses, plates, & surface
touraentée, & bords irréguliers,

ia collection des différentes souches est conservée sur zle
lieu gilosé ineliné en tubes, Tous les trols =ols, nous
rocéions au repiguage,

De grosses pommes de terre, lavées, épluchdSes
ruis coupées en tranches de fmm d'éraisseur environ sont
déposdes dans des bolites de Fétri renfermant u- peu d%eaun,



Aprds passage & 1'sutoeclave & I20° pendant 40 simtes afin
de cuire lt'anidon et de détruire les spores de Daelllus nge
sentericus, on ensesence avee le fil de platine en lignes
paralldles. Les boites de Fétri somt alors placdes & 1'étuve

Au bout de 24 & 46h, on observe un développement bectérien
plus ou wmoins abondant. On peut ainsi distinguer des colo-
nies épaisscs, foruvant de gros replis, ou plates, sans ree-
lief, s*étalant largement, coulant, d‘*antres encore sont
rugueuses et raraisgent inerustées dans la tranche,

ia pomme de terre constitue un exeellent milicw de culture
pour les bactéries chrosogdnes gui nous révdlent de belles
plgmentations,

Ce milien solide possdic comme matidres mtritives de 1'se
nidon cuit, Se faibles guantités de substance azotée et de
sels,

A ¢Bté de 18 collection des souches sur g@lose, nous en
avons égal-uent ure sur tranches de poumme de terre coupdes
en parallépipdies, taillées en diagomsle , puis placées
dans des tubes de [loux.

3 _pour 1a recherche des pog

Il est identigue au précfdent : on introduit
dans le tube de culture un petit tude & héuolyse rerversé
qui est entrafné & la surface du liguide a%il y a dégage~
ment gazoux,

AL



suerés pour 1'étude des fermentations
Certaines btoctéries utilisent comme source
d%énergie 1a dégradation d'un glueide, laguelle s*accomps-
gne en géndral de 1o foruation d'acides gue 1'on met en &vi.
dence par le virage d'un indicatcur coloré introduit dans
le milien et parfois par un dégagement gazeux,
ia composition du milieun, qui nous 8 &été fournie par 1'Inse
titut Pasteur de lille, différe sclon qu'il s'agit de bage
téries Graa + ou (rag -.

a) #lieu e 1 ries
+ hosrchate mono ammonique Ig
« Chlorure de potassium Ceg
- fulfate de wenisivn Q28
- AgAreagsr 15g
- ‘au distillée Toutend

= Solution de bromocrésol pourire & Q,041g £ ¢ Izemd
(m de virage 2 5,2 = é. o
Un ajuste le pH & 7 en portant & €bullition avant J 'avolr
ais 1'sgar et en y ajoutant du carbomate do caleinm, Aprés
filtration et addition de la gélose, on répartit 4 raison
de I0cm” par tube gue 1'on passe & l'sutoclave, On ajoute
ensuite, lorsgue les milieux sont refroidis & envirom 60,
i0 gouttes d'une solution suerée, stérilisde par filtration
axr bougle, & 10Z pour le xylose, le glucose, le sapnitel,
le lactose, le saccharose et A 5Z pour les autres sucres,
on refroidit les tubes en position inclinfe ot ensemence en
stries serrdes,



Lorsque le pH descend en dessous de 6,8, le ailien vire dun
pourme au Jaure, traduisent ainsi la dégradation du sucre
utilisé,

- Extrait de vianie 18
- Frotéose-peptons No 3 UIFCO  2g
- Chlorure de soiins 58
- Pan distillde I000em?s
- Gonge de rhérol 0,01bg

{zone 2 wirage 1 £,8 « 8,4).
Aprds avolr ajustsd le pH & 7, on répartit ¢c silien ligquide
dans des tubes & essais que 1'on passe & 1l'sutoelave. Conne
précéd emuent, on ajoute les solutions sueréaes préalablenent
starilisées par filtration sur boupie,
Le virage de 1'inlicatewr coloré, du rouge au joune, (rée
duit l'apparition d'acides conséoutive 4 Ja dégradation des
hydrates de corbons.

On utilise de 12 gélatine mutritive gui a I
conposition suivante 3

- Peptone 52
- Levure bactériologique g
- Oélatine pare 15Cg.

On fait isbiber cette ponire pendant Z0en d2ns ur litre
15



dvesn distillde. On filtre & chaud svant de répartir dans
des tubes. Cn stérilise ensuite & 1l'sutoclave & 120¢ pendant
Z0mn et on 1aisse refrolifir les tubes verticalement. |
On onsemence avec le {1l de piatine, en piglre mis on 1ais-
8¢ les tubes & ls teupérature du laboratoire, ls gilatine sc
liguéliant au-dessus de 2i'e,

1a fagen dont les2 bactéries vont liquéfier le milieu mtrie.
tif est v~ earactire de ddteruimntion : 1a partie liquéfide
surs saivant le eas 12 forme d'an entonnodr, 4'an dolgt de
gant, 4'ure cupule, 4'un eylindre,

- Clla 58
- Fau distillée 1000en3 .

Apras stérilisation, ensesencosent, incubstion
habituels la recherche de 1*indol, rrovemant de la ddgrae
dation du tryptorhane libre contem dsns 1a peptone, est
effectuée selon 13 mlthode de Salkowsky 2
fu contemu de chague tudbe on ajoute @

5 gouttes dr soluntion de MK & 1/10,000, et

5 * de S0uE, mr.
£'11 y a de 1'inlol, on observe amrds agitation use colorie
tion ronge que l'on pent rasscobler en sur fagce par sddition

dtaleool ssyligue,
A6
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e silicu précident additionnd ou non de
HOzK (I0g pour I litre) permet de mettre en évidence la
foramation de nitrites soit diresctesent & partir de 1a pepe
tone, soit & partir Jdu nitrate,

ia recherche des nitrites est effectufe en versant daps
chague tube de wmilieu, enscumencd et incubé, Iem3 d'une SO-
lution d*acide sulfantiligue & C,2% dans 1l'acide aedtique
& 308, et guelgues gouttes d'ure solution acétigue de
parhtylamine & ©,5%.

la mrésence de pitrites donne naissance & une coloration
rose & rouge.

80 DOULOLKE S8LOE

Lfaddition de ClEa en quantité plus
grande que celle indiguée on a) permet d'dtuiier les cone
centrations saximaje (5 & I5Z) compatibles avee la vie
deg bagtéries,

a) #lien ou lait
ie nilieu 2u lait a la couposition
suivante @
- lait sec écrfad IClg
- pourpre bromocrésol 0,0Lg.

{n délaie cectte poundre dans ur litre d'ean distillée, ot
stérilise & 1'autoclave & II5° pepiant 20un.
Arrds enseumencement et incubation, on peut noter solt @



- goagulation rer acidification (hpirolyse du

lactose)
e miliecu vire su Jaune,

- coagulation sans acidifieation,
18 nmillen reste bleusvinlet,
- sucune sodification du miliem, la btectérie ne
s8¢ ddveloppant fnﬁ
rarfois, 11 y & digestion du c2illicot de casdine ou papto-
nisatim, réalisde par les bactdéries possidant uns engymd
mrotéslytique,

On ddlale 10z d*azidon dans I0cn dtesu puls
on ajoute en agitant mpent I50em3 dvesm portée &
émllition, Ards répartition dans des tubes & essais, on
stérilise 2 l'autoclave & JI5c pepdant ISem.

Ce ailiou permect de nmettre on #vidence ocutre les bectérie:
anylolytiques, celles sferftant Jes piguments, ou bactdrie:
chromogines.,

Cer tatnes bactérien sécritent u-¢ ennyns
lturéasc transformant l'urde en earbopnte dtammoniaque, o
tralnant wre aslealinisation du =milieu que 1'on met opn évi
dence par s virage d'un indieateur colord, el le rouge
de phénol qui wvire &4 pH 7,2 dun jaurns au rouge,

Volel 12 composition de ce milien 2

AN
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- Peptone g
ig

- Glucose | :

- Thosphate monopotassique 2g
- Chisrure de sodium | 58
- Agar-agar 20g
- Bau distillée 10003

- Splution 2 4¥ de rouge de phénol 2embe
Un ajuste 4 pi 7 en portant & Sbmllition aprds avelr ajou
té du carbomate de ealeiun, Aprds filtration, on répartit
dang des tubes, stérilise par passage & l'sutoclave, ot
dans chague tube renfermant I0cw? de liguide on ajoute
Up5cm’ d*une solution d'urde & 207 stérilisée 4 1'avance
rar filtration sur bougie de poreclaine, On ensemence par
piglre, puis arrds un séjour d'une scumine & 1'étuve, le
virage su rouge du colorant indigue gue le gersme bactérie
ensenencé séerste une uréase,

LA ,1,.Co ou acétyl-néthy-carbinol est un wro
duit de dégradation normal des gluecides, ia mise en évie
dener c¢st un caractére important dans la déterwimation de
bactéries,
ie milieu dont 1a conposition nous 2 £%é donnfe par 1'Ins

titut Pastenr de iille comprend 3
- Ixtrait de viapde liebig
- Peptone
« Chlerure de sodium
49

¥ & ¥



- lLevare btactériologigue 38
- Agar-agar 58
- an distillide 900em3
On ajuste & pil 7. Au sortir de 1l'autoclave, on ajoute ICOes3
de glucose & 50% filtré sur bougle, puls laisse refroidir les
tubes en les inclinant légirevent et enscuence avee le £il de
platine en stries serrées,
Four 1a recherche de 1'A,1.0,, on ajoute aprds 2 & 4&h
dvétuve ¢
= 20 gouttes de soude & 167,
- 10 * d'd paphtol (50em3 d*alcool & &0¢
+ 3g 4*J. naphtel),
ce gqui entrafpe l'apparition d'ure coloration rouge-groseille,

Ce milieu permet de détecter les baétéries capie
bles d'utiliser le citrate d'ammoniusm comme seule source de
carbone. L'ammonise libéré gor cette réaction fait virer 1'ine
dicateuwr coloré,

- fhosphate conoammonigue ig
« Chlorure de potassivm Uelg
« Sulfate de mgnésiun Ue28
- Agar T.58
- Citrate d‘azcordum zg
- Fhosphate bipotassique I
- Tau distillée 100003
- Bleu de Bromothymol 0,02g

(zone de m‘g 2 6,8 a ?,8).



On ajuste le pH & & puls répartit dans les tubes, A colorse
tion prixitivesent Joure vire su hlen s*il y a g:nmum da
eitrate,

%'"—,w 12 14
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(nelques boctéries sdedtent w.e cnEyne attaguant
1s lécithine. four les sctire en évidence, on utilise le =ilie
saivent 3 -

- "xtrait de viamie bg

-~ Peptons 108

« Chiorure de sodinm 14

- Agar Ise

- Pog distillée IS00ems .
On raséne le i & 7, rédpartit dans des boites de PMri & rale
son de Z0cem? par bolite, puils on -asse & l'sutoclave,
(n ajonte alors & chague bolite, & 1l'side du pipestte, Z,5003
de léoithine, obteme cn dilnant dans 250ew3 dtean stérile, un
Jonrse d%oeul prélevé aseptiguosent,
On ensemence on faisent une pigfire au eentre du wdlien. Apcds
4ih 4%Gtuve, on observe sutour Je la colonie un halo blanchi.
tre earactérisant ure attague de )a lécithine.

i
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“liep pour l'étpde do 13 mobilité des bactéries
Four nettre en évidence la modilité des bactéries
on utilise le oilien suivant ¢

« Tryptose I0g

« ClEa 58

- hgar 58

- “ap distillée ., ICO0cm3,



On rasdne le pii & 7,2, répartit dans des tubes & essais,
L'ensemencesent se fait par piglre. 51 tout le long de 18 pie
glire on observe des rasifications péndtramt dans la gélose,
1a bactérie cnsemencée est dite modile,

e milicu VL (vianle-levure) a la composition

saivante 3
- reptone trypsique icg
- Chlorure de solium 58
- Txtrait de vianie 28
= Levare bactériologigue 5e
=~ Cystéine Oul8
- Agar ég
- “an du robipet I000en3

On ramdme le pH & 7,2, puis on met IZems par tube de Oum de
dfacdtre sur I7en de long. Aprds stérilisation & 1'sutoclave,
on ensemcnce en tournant le il de platine dans 1a gélose puis
on Jaisse refroidir,

Une espdee bactériemne strictement adérobie ne pousse qu'en
surface donmant liem & 1a formation d'une collerette,

in contraire, s*'il n'y a avcun développement 4 1a superficie
mais seulenent un trouble dans les parties profondes du tube,
1a souche bactériemne est purement anadrobie,

On rencontre évidemment des btactéries dont les exigences sont
moins tranchées et qui se¢ développent slors sur toute 18 haue
teur du tube,
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II1 - Caractires et déteramination des sonches bactériennes isolées

! olement ont sbouti & 12 distinction
de 23 souches differentes sur gélose. Le passage sz les tranches
de poume de terre ¢t 18 culture dans lr5 sutres ailienx ont pernd.
de ranengr ce nootre 4 21 per assizdlation des souches 17 et 23

4 1a souche Ho 2.
Les détarainations que nous proposons, nour U certalin nosbre
d%entre elles s-ulecgent (I2) ont 6%6 wérifides par 1'Institut

‘astewr de 1ille ainsi dtaillewrs gue les prineipsux caractdres
eulturaux de toutes s.es‘ scuches; nous le remercions viveaent ici.

Les ¢ souches pour lesquelles nous ne proposons pas de

nom, par le ou les caractares abarrants dans la forae, le compor-
tement en culture ou 18 plgmentation gu'elles résentent, poscnt

encore qualgues [robladues,

Cthacune des rages qul suivent présente les rrincirsux caractires

1) Upe photographie graniewr nature de l1a eculture sur boull

lon peptond gélosé;

2) Une photogra-hie granieur pature de la culture sur trape

che de pom:e de terre;
2) Une azicrophotograrhie {G = 2000 x solt I = 2ma)
ames coloration de OGran,

Fous avons réalisé toutes e¢cs photograrhies en conlenrs, elles

soront mrésentdes & 1a soutenance,

3



Bous préscntons aux pages - 1-°° ume planche photographigue qui
peraet de réeapituler et comparerles aspeets des différentes
saches entre m”; |

Il était assez diffieile de cholsir une fagon logigue de¢ classer
les différontes souches; nous avons retem de les présenter dans
un ordre de fréguence ddécroissante : ainsi yar exemple la souche
Fo I a &té trouvée de nombreuses fois, pArtout; la souche §e 15,
au contraire, n'a été isolée gu'ure scule fois,
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Errg ¢ pousse bien - colonles dialsses,

”Maﬁglmmum i50l6s on en chalnes courtes -
Gran +. Spores eentrales, non deformmntes. as de carsule,

Caractires physiologiques

) | Réduction des pitrates +

Forsation des nitrites +

1ait +

tion m mmﬁm.

AeiteCe

Citrates

“pbllité” +

Adrodbie, ammirobie fafultatif,
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on rapide
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Souche No 2

Gamet&'as s:aaer mmqnes

rEtrd & colonies de I 24 Sum de
B0 e. ms«as. SAEYS re &rannleux, adhérentes au miliom
mi‘mv terne avee rwmtim de petites wfsioules, ¥n vicile
lissant, 18 colonie éuet des excroissances (1liforuzes et dee
vient rousse et &raigse,

S L& &4;3’5433 i’zi i b ig m&s émiﬁﬁﬁé, ri&iékﬁ, &‘m
, rariols couvertes ﬁa potites vEsicules, Coloration
reae kY “mxg?: sale,

maew” mie*aﬁmg:igms

%tm,mata assez cour £ is0lés ou rar deux,. OGran +. Spores
gertrales non 46for: 18, B8 de capsale,

&raet&m& Wﬁi e:iam x:gues

ﬁmwaé

+ : i6&duction des nitrates® +
3 aveo gag
Xylose o @
+ Formation Jde nitrites ¥
Arabinose G 2
: lait +
Bacchar ose g : coagulation sans acidiifico.
* tion muls légdre peptonisse
lactose ¢ 2 tion,
vanritol 0 : Irdol G
:
Acddon ¢ ¢ Urduse G
rose :
Dégapgenent gRzZeoux O 2 AJeCa +
Tolérance cn Clia  78I2% : Citrates 0
3
Gélat + ¢ l&eithioase o
liqusl tiazz en Tntone z
noir, t Mobilitd +
H ;
: HMroble, spadrobie facultatifl,






Flavotacteriuc { "spdee non détarainde).

maﬁ&m anc: aﬁeam:;ues :

BN bﬁiﬁ@ﬁdé‘ Jétri : Colonies de 5 & Sm de
icrart blanches allaSémm

ciren}.nimﬁ. mtaéss, mmmea, is a*émlsm; en granles »m—
ges de iCza et rlus,

 Jousse ansses ual, diffuse peu

am&s ﬁﬁmmmzz&e&

s courts, 1so0lés oo en chatnes - (rom - . s de
e*gswls.

Garmt&*es m@i élﬁéﬁiiﬁii}ﬁs

+ 3 dduction ces nitrates +
$ avee a2
iylese + 2
t Foreation des nitrites ¢
Arablnose + 2
:  lait +
sacchar ose + ¢  ecagunlation v seldification
t pals Jdigestion du cailloct.
iactose VI
: Iniol o
“Brnitol + 2
: Uréase ¢
smidon [T
Jggagenent gazeux ¢ 3
¢t lfcithipnse G
Toléranee en ClNa ThAIg. @
, t Citrates +
GElatine + 2
liguéfaction en enton= @ Fobllitéd o
noir, 4






mﬂt aleroscopiques

Souahe No &

;  Petits teeilles, courts, $sclés, amummm
chafnes, Grem -, Rtﬁ mmh il |

Caractires physiologiques
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Réduction des nitrates +
avec gns
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Wﬁt ayse mm
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Inlol
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Citrates
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Adrobie, amsérobie facultatif,
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Souche No 5

Garsctires «eer oseoriques
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"au peotende plucosde @ léper voile uni - léger trouble - pas
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fonillon o0lost en Loites de Dited @ Colonies de Jiom de 318w
rStr o GL pllbe QTGS DISLeS, grisdires, & conteur non 34f£1:d,

1n sucface wissntant cuclgues plis, H'adhiérent pas auw uilieo
et s¢ dtachont d'we seule pléce,

anehe dJe pomse de terr
mbreux renlls cnenevel

no

asetdres sicroscorioues

SR TR

Mtonnets Je lovsusur varisble, en génférol lgolés. Gran 4,

Spere centonle non déforonnte, 8§ 9¢ capsule.

Caractires physiclorioues

AR
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Formtion dr nitrites u
iait v
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{réase
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Lylose

e

e
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o
&
s
é
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©

Jaecharose ¢

c}t

Iactose

+

‘ §a3 ";i‘{;.
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Citrates A
Léeithinnge 3
obilitd +

adroblie, amfrobie facultatifl,
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+
+

Meapevent gozeak
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G&lstine +
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Garaetares ;zfﬁcxmmaii{:gmﬁ
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avee oA
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Betoso v
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€

Antion y
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spuche Ho 7

mracell acregenoiies.

Caractires
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Sonchoe Ho &

Aeroracter ¢lcacn,

Carnetires mcroscoriques

MMMWMW”’W& rw e

-

“rais volle e dionx - trouble lsitoux .

-

Doulllon gélost en beites de ¢k°i @ Colonies de 5 & Juom oo
Slasetre, clreulniveas, ¢mlissss, blhrnches, filontes, iuismt&zﬁ

wranthe Jde

o5 g %Jw&.&.‘i g

e de terre : Colonles Llone=Jaugftres, lulsan
[2 SIS + BN

Caragtdres nlerosconlouosg

Fetita bactllien (solfs. ran -6 28 de gapsule.

Carzetires physiuiogigues

e 3 ey S

\J’igx {3{} *

"’Leti n jes nitrotes
avee g8z

Lylose +
Yor ation 72 nitrites %
pablnose +
init +
coarulation avee a0ififiche
tion mais locdre o toni st
tion.

Ssoeehprant +

Ingtoas *

‘armmitol + iniol 4

Aoilon & irdage +
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R
e ave ®
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lyote Liouéfaction on
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rorie, amdrobie facultatifl,
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Sonche Ho 11

Caractlres macroiceriques
S A T R S T S SR A

- tas do

' bﬁim& ae ﬁft:r* ¢ Colontes trés nlstes,
: S rugniuXe Lontours pew nets e

pew on o a*rar: i *-'v&n£ lss liwﬁ :ﬁ'msmammmt en
gros replis contournés,

Wa»ﬁwa gim Cx:«;ﬁw‘ﬁ&z:’;ﬁ%"

d o R T TR s e

Miorpets de2 longueur wvariable, en @éﬁé“ﬁ isalée, Gras +
Spore terainsle.

g ¢ Edduetion des aitr&tea +
s avee gaz
Xylose g 3
*  Foramtion de nitrites o
Arabinose + &
] sttt Q
Sagcharose G 4
r  Indol ¢
iactose ¢ =
t Urésan G
H
Agidon + t Citrates ¥
Spageent gazeux O :  Léeithinase U
s
Toliranes Cllm I2s 12 Hobiliité .
G6lstine + ¢t Aérobie
iiméfaet&m en 3
eylindre, 3






Souehe Yo 12

Caraectéres waorosconivues
s SRR T R

L2 postonie Ziugnséo
dant = Ligul Te aubr

1 léger voile digsocié - trouble abore
1 46368 - collerette,

Yot 130 ~Oiasd oz bottes de Meet o Colonies de 5 & lumm de

'“'i‘a;m Gy HiANCHa8, TulSantus, Fumides, a‘@wlam for toucnt

apras JJJhew o8 dtdtuve,

Trorehe 3o poane & torre @ Blanche, légéreccnt piguentde,
Il},é} tﬁ' Mi&xﬁ,

Carsctéres micr oscorinues

WA SRy, 2 Wmm

Belilles tss couwrts, en paguets, Grafn =,

Caractéres z:kxysm logFioues

AR = Sl

s:}.;xm::»s + ¢t HRéduetion des npltrates +

* avee A%
Xylose + 3

* Formatlon de nitwrites G
Aratinose + 3

+  laldt +
saccharose + 3 e¢oagplation avee acidificoe

r Lione
lactose 4+ 2

s Indol G
Marnitol + 2

* Uréase O
Apldon ¢ =

2 fialeles +
Légageaent ghzeux + %

r (Arates +
Tolérance en Clha TRz

s lecithipage ¢
Ghlatine + 3
licuéfaction cn cupule, : Fobilité +

H

3 Arobit.
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Souche Ho I3

Ineillus coagulans,

{.Iafaet&r es8 macroscopicues

Souillon o L boites de PéEtrl s Fetites colondes de

de di £ ~=9ffs bomb&es avec quelounes stries
raymnms, "11@3 éifmmm un peu dans le milieu ruls 3%6e
claireissent pru & peu et sexblent disparaftre,

e de terre : Ffonasc asscg wal. st légdreaent

Qamwzér ﬁs @iermmm&s

TAtonnets 130l6s ou par deux, reresent rn chafnes. Cram + .
Spares terainales.

Cat'aetéma phya&nlwiqass

Glucose + ¢ Héiuction des nitrates +

: avee gaz
Xylose + 3

: Formation ds nitrites +
Arablinopse + 3

s iast U
saecharose G 3

: Inlol (v
lactose ¢

: Urdase )

4 AQEQEQ k4
Amidon + 3

: Citrates 4
HMgapeoont gRzZOLR g 3

¢ lScithipase Q

Tolérance en Clia TAIz: 2

t obilité +
Gélatine + 8 ,
trds faible - liguéfece- s Adrotie, amérobie facultatif,
tion en mrrae?. ]
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pmenté (espdes non déterminde),

‘an peptopSe glucosde 3 voile érais ot wi « trouble sbondant,
Tooge orangG. iu rout de & jours devient nettement rouille,

Llon z6losé en boites de 4tr] : Les colonles de Sumn de
. r@ envi anee & a*étaler, sont ¢irculaires,
yassea, & bw&; msﬁ*rm, & cantre rouge ou verdatre, puls

1t enscable devient nettessnt brun. Un plgoent btrun foned diffu-

g6 dans le uilien gélosné.
re : pousse bien, brun elair -~uis en

{:a?wwes mﬁmﬂw@a

m&ss ms geuls ou on chalnes courtes, (yam -. as de
eapsule.

Caractéres physiologigues

R P T P I SR S K e SR ety TR

Glnouss € &t Réiuction des nitrates
2
iylose # : TFormation de nitrites
aption t-ds lente H
| 3 lait
Arabinose C 32
3 Iirndol
Ssecharosc ¢ 3
t Uréase
inctose C ¢ setion tréds Matble
:
#annitol G 3 A0%C.
s
Amidon 0 s Citrates
t
Déghgenent gazeux ¢ & Léeithinage
tH
Toléranee en ClEa 78l<% 3 Mobilité
] ;
Gélatine + ¢ Adroble, ansérobie,facultatif,

liguéfaction en cylinire,
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Souchs Mo 15

mraaﬁéres mae‘ {:amﬂi Guas

05t ?&ile ?15 et filant, Joone -
Yepht - pes collerette,

o) Llon m6losé on boltes de Tolrd Colonies petites e “on
: “"‘T W€ eoviton, CLY eﬁi@i‘fé‘é""m‘f » peu convexes, luisznles,
blence ‘E% Atres & contour tras nem.

Arapches.c roaie de terve : foussent ial, Colonies luisantes,
1AL ONLGes en JBITON. '

Wauta*as miu be.ﬂq L,m:;s

Petits L7ton-ets en géndral par reires ou 13cléS. Crea =,

Caractires physiclogigues
I B e S R AT e O R SR TS

Glucose ¢ & Ldéduction des nitrates 4
.3 8ver gso
Lylose G 3
: Formation de nitrites G
Arabinose + 3
2 Iz2it ‘ +
Saechar pge 4 3 tomgulstion avec acidificd.
t tion et dégagement gazoux
Lactos: + 3 rpis pertonisation.
“annitol + t Inlcl G
H
Amidon + 1 Urésese +
s asctiop Paible
Mepapgonent gazeux :
7 3 AJ%.C. +
Toldraner en Clia T s
s (iirates +
Gélatine 3 o
lquéfaction en cumle 1 léelithirase 0
3 Hobllite +
t Adroble.
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Scuche Yo I6

S

Klebslells aerogenss,

Carnetdres DOCTOSLOTAGUES

née glueos§e : fas de volle - trouble sboniant
T mmiﬁa - ¢ollerette jaam‘

itéﬁ é@ Jétrl : Les colopies de 5 & I0pn
planches, épaisses, convexes,

nsses, ifmﬁmt W rsiamnt teun qui colore rwtmmt 1lec
milieun g‘%‘émaé

ﬁarae%&- es miereseopiques

LoiRaatl L R e e b

PMtonnets courts : coccobacilles, Gram = . ‘neapsulés,

Carautéﬁ* ﬁa pbyaml;:giﬂnas

ﬁlneaw ¢ 3¢ Rédoetion des nitratea +
: avec goz
Rylosc + 3 '
, ¢ Forpation de nitrites {3
Arabinose + 3
3 Ianit +
Zacchar ose + 3 coagnlation aveg légire acli-
: diftecation
iactosze + 2
t+ Inlol
ramitol + 3
s lrdage +
Amtdon U ¢ s8sction tras lente
H
Négagencnt gazeux + 1 AsileCo +
z
Tolérance =i Clia T8lzz 3 Citrates +
Gélotine G s Lécithinase G
s obilité G
$
t Aérobie, nmaéroble facuitatif,






Souche No 1B

Fecudononas non plguenté (Hspdee non ddterminde;,

Caractires macroscopiques

1110 . »_v. : &amims de étri ¢ Colonies de 5 & IOmu de
: Cirenln s © ims, convexes, luisantes,
mﬁﬁs g‘nﬁ.ﬁ s‘ét&lexzt abondamment. Centre plus foned.

omre de terre 3 Pousse bien -« colondes lnisantes,
B§LY % 3 | E > 2 A

ﬁ&saetar es %iermp&quss

&mt& wts seuls ou en chafnes courtes. (Fram »

Caractdres rhysiclogicues

Glucoss g & FEéduetion des mtmtes +
o T 8vee gas
4 ,
o s Forsstion de nitrites 4
3
: lait o
¢ ¢
: Iniol (4]
¢ 3
s Iréase Q
o 2
32 AdlCe 4]
¢ 1
$ Citrates +
Dégagenert grzenx + 2
| ¢ idécithipase 0
Toldrance en ClBa IZ8I5% o2
s oblilité <
Gélatine g 3
: Aérobie, amdrobie faculiatif,
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Souche Bo 19

Caractdrea macroseopiques

TG SN % IS S Sy S S Ty ST

Paw veptonde mwaée : léger volle grumelcux - troubls -

'1 """ v " - ‘. ‘ :
mef: a»s ﬁewim intémenrs. ﬂll&ﬁ emaieat. des g@*al:mgemnta
£i1iforues et enchevBtrés dans le oilieu,

e re : Fousge bien, un peu pigrentée,

saraat&&s @wm&ﬁq&e&
Pftonnets non en chafnes. Gras + . Spore terminals, Capsule,

mm&f“ mgiazegmues

Glucose g : E&luction des nitrates +

T avee gng
Lylose 0 1

3 For@tion de nitrites +
Arabinpse O 3

: lait o
Sacchar 038 + 2

: Indol o
lactase o ¢

s Uréase O
sannitol) g 3
Amidon + 3

: Clitrates v
Dépagenent gazeux L

‘ ; 3 lLécitnimmse G

Toléranes en Cllie Talss, =

T Hobilitd G
Gélatine + 3

s  Adrodbie.
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Irenche do pomse de terre : Pousse bien, toute l2 tranche est
eouve: te. Llanchi, T1nS réscaux enchevétrés, aspect de dentele

Wﬁﬁt&‘%ﬁ &mmp&qnas

Iﬁmmgetsgm ou en chafinas courtes, Oram variable, Spore
terzinnle.

ﬁametémx mﬂ&:}g mma

G 3 PBédoetion des nitrates +
o t avec gz
o t For:mmtion de nitrites +
4
: lait G
+ 3
: Indol G
(P
t Urdage o
g 2
2 AiaCe +
+ 3
s Citrates O
+ 8
, , ¢t Lécithipnae ¢
Tolérance en ClEa Tale: s
s robilits v}
GElatine 4+ 3
1 uﬁi‘a@im racide en t iféroble
CYiiIiT €. :
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Souche Bo &1

Caractires mcroscopiques

ugosée : Voile wi - léger trouble - pas de

3 Petites colonles de
1& contour net, luisantes,
B

Caractires sdcroscopiquen

A I s R R R RN

Courts Mtonnets en général sculs ou rar paires, (ram «

Caractidres rhysiologiques

“4dnction des nitrates +
avec gz

Formation de nitrites o
isit

congulastion lente avee ac¢ie
dification et dégagement goe
zeux puis reptonisation.
totale,

Inlol

Uréasge

AoiiaCe

Litrates

obilitd

Maéahie, anaérobie facultae.
ti*‘

o O 4+ 0+ O 0 ©

Désapenent gizeux
Tolérance en Clia
Gélatine
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Caragtéres Wmmms

phones plucosce @ Volle unl, aves quelques grunehiux -
4 orne « pas de m&i

Pétri : Colordes de 1Um: de dianmd-
plaires, prdisentant des rides, colow
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népartition des souches bactériennes dans les différents végdtoux

mmwmw

et conclusion @

St R RN R e g

Coment se répartissent dons les différents végitaux les
espdces bactériennes que nous venons d*Ctudler et de déterminer 7

Four séparer ces différentes souches, nous avons réalisé
un grani noobre d'expériencrs d*iscolezent sur boites de PRétri @
pour les tubercules environ 250, (uant sux grains et sux eulryons,
nous en avons placésplusicurs par tube de broyage ¢t les souches
obtermes proviennent de 1'étude d'environ 400 earyopses de blS et
de mals et 500 enbryons de baricot,

Nous avons d'autre part, au cours de c¢cs isolements constaté, sui.
vant 1a période de rrélévement, une certaipe variabilité dans
1tisportance du peuplement bactérien qui se traduit par ane instae
bilité du pourcentage de tubes pollufSs par rapport aux tubes mis
en expérience, Nous avons notd ces résultats mais leur exposé




sortirait du eadre gue nous voulons garder 4 c¢c¢ némoire,

ies résultats ont 488 groupls dans u: tablesu réeapitulatifl
{pe 1L ) 4%l nous tirons les remArgues suivantes :

- 'iﬁ. les végitaux étudids ont perumis d%isoler des bags
‘ T

- Toutes les bactérles isclécs sont des bacilles, |
- ig& nosbre d'espdees bactirienncs viynnt dans chague v&g&
tal est wariable, | |

Rous avons en effet wis en évidence chrs 2
- Beta valgaris
- Raphapms sativas var, niger
- Cichorium intybus
- Daueus €arots
- Brassics Bapus var, esculenta
« Helianthus tuberosus
- Apium graveolens
- Triticum sativum
- Zea @ays
- Phaseolus vulgeris

W WL O W D O Wl = W

o
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- Des végétanx différents penvent héberger des bactéries scue

blables,

Les souches N°l & Wez se retrouvent dans tous les vdgdtaux étudlés,
o ®  N°3 & Hej " LA . B
" ®  Nef 2 NHeg L L 3 " "
. ®  NeIo & Nel3 . . 2 . -
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« Nous n'avons rencontré les souches Nelj A Ne22 gue plus rarce
ment ot dang 12 licite de nos expiriences on rourrait les considé.
rer comme particulidres & un végétal domnd,

D%antres observations stimposent Ggalement 3

- Les espices N° I et N© 2 ont 686 isolées ds tous les végde
taux étulidés, Ce sont respectivement Bacillus cercus et Paeillus
licheniforals, bactiries commres dans le sol. lous ne pouvens que
constater leur présence sans qu'il nous soit possible dtexpliguer
leur sode de pinétration dans 1s plante,

« Ia uwise en évidence de bactéries dans les earyopses ot
m@ne dans les embryons peut paraitre Stonrante. Un pout sapposer
qu'elles ecirculent dans la plante, passent dans les ganbles et
aprds féconiation se retrouveralent dans la graine,

- Sigmlons enfin que parsi les espdees déterazindes, il est
euriesux de remarquer la présence de 3 bagtéries fécales chez la
ehicorSe : Iroteus rettgeri, souche &=j§; aerobacter cloaca, souche
we§; et Ilebsiella &eWsﬁ,_ souche Nelb,

Ceci DS confirme’ les observations de 1'Institut asteur de Lile
le relatives & des infections pathologigues provogquies par la cone
sonmation des endives,

Four copclure, nous pouvons, seable-te-il, ruisgue tous les végde
tanx étuiids ont peruis d'iscler des bactéries, . penser gu'il en
serait de mfac pour bon nombre d'autres plantes,

i3



gaufl ess rarticuliers, (nodositdés des légumineuses par exemple) on
considérait généralement gue les organes végdétaux apraremacrnt sain
étaient infemmes de dactéries : nos travaux ne vérifient pas cctte
coneeption et posent bien sOr de mombreux probldmes,

ies teehnigues de déterainntion des btoctéries nt*édtaient pas Juse
gutici courantes su laboratoire de 1'Institut de¢ Dotaniqu

iille, elles ont néecessitd de porbreuses et délicates udses su
point tant théorigues gue =matérielles : le sujet gui nous a &été
proposé se lisitait done néaamirmi & 3 isoler, caractériser
et déterniner les bactéries vivent dans des organes végétsux,

Les détor uinations que nous avens conjuites et les caractires
rhysiologiques des souches scront 52ns doute indispensables lors
de 1'étude de 1l'origine et du rfle des micro-organismes an sein
des cellules,
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