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L'une des premidres questions qui vient a l'esprit,
lorsque l'on considére la présence de bactéries dans les tubercules
de pomme de terre, est dlordre quantitatif. Les micro—organismes
gont—ils nombreux a ltintérieur des cellules ? Existe—t~il sous ce

rapport des différences importantes entre les tubercules ?

Les indications quantitatives que nous avions avant
de commencer ce travail avaient été obtenues, rappelons le briévement
en plongeant un fragment d'organe dans un tube contenant un milieu
de culture ligquide. Des bactéries se développent dans un certain
nombre d'entre eux, ce qui permettait d'en tirer des indications
gur l'importance relative d u peuplement bactérien. Cette méthode
utilisSe Jjusqu'ici au laboratoire n'est pas suffisamment précise,

c'est pourquoi il nous a &é proposé d'adapter & ces problémes, les

méthodes classiques de la bactériologies
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Ce travail, mené & bien aprés de nombreuses
mises au point, nous donnait une méthode précise grice & laquelle

nous pouvions envisager de reprendre en partie les études précéden—

tes (4 ), (3 ).

Clest ainsi qu'aprés avoir précisé les variations
individuelles (d'un tubercule & 1l'autre), nous avons étudié des
tubercules placés dans des conditions variables naturelles (appari—
tion du bourgeonnement ) ou artificielles (séjour sous vide, dans
l'oxygéne ; immersion dans un liquide ; influence du froid, d'un

inhibiteur de germination).

Ces r ésultats nous permettront & lafin de ce mémoire,
d'une part de comparer la valeur des deux méthodes de numération et,
dtautre part, de tirer les conclusions sur les relations entre le

comportement des bactéries et 1le métabolisme de 1t'h8tee



1) TECHNIQUE DE NUMERATION
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I) PRINGIPE
Les bactérios & dénombrer sont enscmencées stérilo:-
mont dans un milicu de culturc gélosé oncora liquida. Aprés refroi-

dissement ¢t incubation & 1'étuve chaque micro-organisme a donné

naissance au sein do la gélose & une colonic facilement visiblee

I1) MISE AU POINT

La méthode dc¢ numération sur milieu solide cst
une méthode classiqua de la bactériologic, notrc travail aconsisté
& la mottre au point dans différonts domaines.

a) récipiont

Ayant roncontré quolques déboiras on essayant de
cultiver les c—olonies en surface, nous avons tenté les cultures
on tubee L'épaissour du milicu étant de 12 contimétrcs, chaque bac—
térie pouvait trouver la profondeur qui lui pormettait un dévelop—
pement optimum. B, effet, les colornics sont apparuas nettement,
non pas & la surface du milicu, mais & 1'intérieur de celui-ci sur
une épalsseur d'onviron 1 cme Aycun développement bactéricn n'a été
constaté on profondeur du tube, ce qui s'explique par le fait que
les bactéries idontifiées sont pour la plupart aérobies. La culture
en tube apparaissait donc comme plus favorable au dévaloppemont des
micro~organismes mais lcs colonies se trouvaient rassomblées sur un
c¢spaca beaucoup prop restreint pour 8tre dénombrées avec cortitudce.
En vug d'!obtenir unec population bactéricnnc moins densey nous avons
ropris l'ensemencoment on boifte de Pétri, mais on y modifiant 1'épais-

seur du milicu de culturcs
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b) volume du miliou

Nous venons de voir qu'il était nécessaire de recréer
dans les boftos cectte zono favorable do 1 cm d'épaisseurs On y par=

vient en utilisant 70 cm3 do milicue.

Des cxpériences complémentaircs ont été réaliséas
pour confirmer ce résultat : dos bactérics provenant du méme tubore
cule ont ¢té onscmoncées dans dos milicux d'épalsscur différentao.
Pour les trés faibles épaissours (inféricures & 3 mm), le développa=—
ment des bactérics n'a pas été satisfaisante. Un volume de miliocu da

T0 cm3 est donc apparu conme optimume

¢) milieu de culturc

Dgs bactéries provenant du méme tubercule ont été
cultivécs simultanément sur 2 milicux gélosése

~ Le _milieu oxo¥d MC 67 que l'on trouve préparé

dans le commerce ot dont la composition cst la suivante @

o« Bxtrait de viande 20 g
o Poptone bactériologique I0 g
« Cl1 Na 58
» Bau distillée 1 ooo ml

Nous ajoutons du glucose & raison do 2%

— le milicu tmyptose préparé au laboratoire. Sa compo~

sition est la suivante

e Extrait do levurc 3z
e Tryptose (Difco) 20 g
¢« Glucose lg
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« C1 Ng 5g
. PO4 K2H Ig

o Bau distillée 1 000 mi

Les coloniaes sont apparues plus rapidement dans
lc miliou tryptose, cllcs étaient également boaucoup plus dévelop—
péass Lg milieu tryptose a domw é%é rotenu. I1 sst, avant ltomploi,

stérilisé par passage & ltautoclave (20 minutes & 120°)a

d) quantité do gélosa

Un milieu trop fortement gélosé (par exomple 17 g
do Bacto~agar pour 1 000 ml de milieu tryptosc) inhibe le dévelop~
pomont des colonies bactérionnos; cellas-~ci sont pou nombrgouses ot

peu étondues dans ca miliecu trop solide.

Lg concentration de 10 pour 1 000 donne plus da

viscosité au milicu, cllc apparaft comme la plus adéquatae

a) température du milieu gélosd

Lgs bactéries a dénombrer gont onsemoncées an milieu
gélosé liquide qui so solidifie cnsuite en rofroidissant. Avant
l'emploi lo miliou tryptosc gélosé, solide, est mis au bain~maric
(100°) 5 au bout do 15 minutes le miliou s'cst liquéfié, on le laisse
refroidir ct, dés qu'il a atteint unc tompératurce do 50° on: peut
y onscmoncer des bactérics. L'oxpérienco nous a montré qulunc tempée
rature dtutilisation supéricurc a 50° réduit le nombre do coloniags

obscrvées dans chaque boltas
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I1I) MoTERIEL

Nous avong utilisé dos pommcs de terro de la variété
Binjfo . Nous préciscrons avant chaque expéricnce les conditions ou
les traitements subls par les tuborculcs.mals, quels que soilant
nog travaux, lcs organcs sont toujours lavés a lleau puis imnmergés
pondent uno demi~heurc dans unc solution antiseptiquc (Chloruro

mercurique : 2 g, cau 1 000 ml) ; ccci avant chague numération.

IV) MODE OPERATOIRE

Toutes los opérations sa font prés dlune flamg
dans unc salle stérilisée par lee rayons ultra=violets (2 houres
dtillumination)e Laos instruments sont stérilisés & la flammec ot

laiggés a rofroidir avant llutilisation.

La manipulation sc déroule de la fagon suivante 3

~ couper transversalement on deux le tubercule
choisl, stérilisé commo ci-dossus.

— flamber la faco de coupce d'une dos doux moitiés
Jjusqu'éa carbonisation de la surfacce

~ Chauffer un trocart dans la flammo d'un bec bunsen,
refroidir par passagce dans 1l'alcool.

~ Prélover avec ce trocart un cxplantat, pcrpondicu—
lairoment a la surface flambée, au centre deo collc—ci.

~ Déposar le fragment prélevé sur le mors dfune
Pince spécialo (schéma P B ) puis écrasar.

~ Rocueillir lg jus obtcnu dans une bofte do Pétri
@térilisée au four Pasteur : 20 minutes 8170°), vorser 70 ml do miliegu
tryptose gélogé rondu liguide par chauffage au bain-maric & 1'ébulli-~
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tion ot rofroidisscment jusqu'ad 50°.



- Agitor pour qu'il y ait répartition homogéno du }‘
jus do pommc do teorre dans lo milicu.

- Dés quo le¢ milicu tryptosc s'est solidifié, roe-
couvrir d'eau gélosés (10 g de Bacto~agar pour 1 000 ml d'cau distillée)
dito “"géloso blanche", préalablement stérilisée, liquéfiée ot
rcfroidie a 60°,

~ Mottre los boftes do Pgtri a 1tétuve (30°)
pondant 72 haouras.

— Fliminer la pellicule do gélosc blanchec, par

ltaction d'un courant dlcau.

Les coloniaes apparaissent alors sous forms de lentil—
los biconvexes, de 2 3 4 mn de diamétre, plus ou moins transparenteos
¢t plus réfringentes quo lo milieu. Elles sont disposées dans tous

los plans de l'espaces I] arrive méme quo des colonics do plans dife

férents s'accolont, co qui donne unc sorte dec rosetto.

-~ Pour affectucr la numération la bofte est éclairée

Par lo dessous, co qui rond les colonigs plus facilement décelablase.

Le nombre do colonies trouvées correspond done &
celul dgs bactérics qui étaient hébergécs par l'oxplantat. Pour donncr
a nog résultats unc valcour comparative nous précisons qua, pour
chaguc numération nous partons toujoufs do la méme quantité de tissus
(potit eylindre de 0,5 om do diamétre ot do 1,5 om dc long) soit
700 mn3 environ. Cq volume est relativeuont constant ¢t correspond

a un poids frais do 0,7 g ¢t & un poids sca de 0,15 g«
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Nous avons donc congsidéré que cette méthodo, telle
qu'clle vient d'@trc cxposée pouvait Gtre appliquéae & 1'étude des
variations du nouwbre de¢ bactérics hébergécs dans las ccllulese Nous
avons ontrepris, dans ce sous, un cortain nombrc de¢ numérations

s qui ont été c¢ffcctuées sur dos tuberculcs s

1 placés dans le vide ou 1l'oxygeéena

2 immergés dans le sublimé ¢t la kanamycine

3 placés dans diverscs conditions, cnmpdchant ou

favorisant la gorminatione
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11) INFLUENCE DU VIDE ET DE L'OXYCENE
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A) Action du vide

Expérionces :

Tn lot do tubcrculcs est onfermé dans un réeipiont
on vorre, a fermcture étache ot dont lc couvercle cst muni dlun
robinot sur lequel oun adapte unc pompe & vide ; un manomdtro pormet
d'évalucr la prassion atteintc. Nous vérifions chaquae Jour la pression

qui régno dane la récipicnte.

Dans 3 récipionty différonts, ol nous avons placé des
tuborculeos nous amcnons lg vide & différontos valeurs : la promiéra
a uno prossion de 30 cim de mercurc, la scoondo & 50 cm ot la troisiéme
& 70 cm do rercurce Un lot témoin ost placé dans un vasc clos mais

& l'intérieur duquel nous nc faisons pas lc videe

Résultats :

Nous avons coffoctué dos numérations aprés 15 ¢t 30 jours
da co traitemont. Los résultats, qul corrcspondont, rappclons-lc & la
valeur moyonno dos numérations effcctuéoes & partir de 6 tuborculcs,

sont rasscmblés dans lo tabloau (2) ci~dessous.

:E::"*:"""—"z"'“m"—"m@gE“EE’ZZ:IE%Z'}Z?ES&T“};
ggféo do 1ltexpérionce I5 jours ! 30 jours %
i Démoin 28 35 4
| Vids 30 i 24 61 i
.:1 Vide 50 11 l 47 )
|__Vido 70 59 j 192

e et e S S e e e e S S S S o e 5 et et £ S et e o e e S e
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Los résultats qui nous scmblont vraimont significatifs
sont cocux quo nous avons obtenus pour lcs tuborcules qui ont séjourné

sous 1lg vide lc plus poussé (70 cm dc He.).

Nous pouvons interpr8ter ca résultat oh disant quu
los tubecrculeos placés sous cg vide sont pratiquoment sans atmosphére
gazcuso, ils s'lasphyxiont donc lenteuent ¢t les tissus végétaux dovigne
nent lc centre dc décompositions chimiqucse Deog molécules plus simples,
coimie les sucras proemncht nalssance, co milicu devicnt alors oxtr&mo—

ment favorable & la multiplication des micro-organismose

Nous pouvons égalcmont »nonser que les colonics obscrvées
gsont duceg & la multiplication de bactérics a tendance anaérobie, qui
trouvent, sous un vide poussé des conditions favorables & leur dévelop-

pomant »

B) Action de 1'oxygéne

Expéricnce

Dos tuborcules sont onformés dans un réecipient on verre,
clog hormétiquomcente On fait passor un courant, lent mais continu,
dloxygénc pondant un tcmps déterminé, & l'intérieur do cc récipient.
Paralléloment dos tuborcules idontiques (do mbmc Age, de mbme grossour)

gsont laissés on atmosphérc normale ot constituent lo lot témoine

Au bout d'un certain temps los deux lots ne présontont
plus lo m8me aspocie Los tubercules du lot témoin ont subi un début
do gormination, on observe dos gormes de 3 & 4 mm. On ne notc aucun

développement deo bourgoons pour las tuberoculcs placés en atmogphére
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cnrichic cn oxygéncs

Nos prélévoments sont réalisés a doux ropriscs 2
apres 17 Jjours ot 24 jours d'expéricnco. I1s aboutissont aux résule—

tats présonts dans lo tablcau (3)

Résultats
lll - L. _-} . i . iy
I  Dyréc de llexpérienco 17 jours ! 24 jo 5
‘s ]
'.' '.'
| Noubra Lot témoin 98 11T E
i (Xs] |
| colonics | Lot sous i
I - 1 < 14 9 iy
i par Oxygena 1
I botte i
u—:— Tt T T :—ﬂ—:-:— T Tt T e T =-—JE—=—-D— :—-:—:--:—-:-:—-_—_—-”

Tablcau (3

Cos résultats montrent nottoient le r8le inhibitour
do ll'oxygeénc : unc atmosphére enrichic on oxygéne provoquc unc dimie

nution de la population bactérienne dos tuborculcse

Par comnséquent, nous avons montré clairoient qua le
vide c¢t lbxygénec provoquont, sur le plan de la toncur on bactirias,
des modifications contrairase. La raréfaction de l'air favorisc la
mitiplication dos micro-organismcs, l'atmogphérc d'oxygénc, au contrairc,

lour cst défavorabloe
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II1) IMMERSION DANS LE SUBLIME ET LA KANAMYCINE
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A) Immorsion dans lo sublimé

Dos oxpéricnces d'immersion dans lg sublimé ont déja
ét6 réalisées au laboratoirc (<& ), nous los avons repriscs on
utilisant notre méthodc de numération, pour apporter des précisions

d'ordrc quantitatif aux résultats déjad obtcnus.

Expérioncg :
Les tuborculos do la variété bingfo, aprés la périodo
de dormancc, sont répartis on doux lots 3
- 1 lot témoin ou normal, conscrvé & la tompérature
du laboratoire (25°).

- 1 lot qui, aprrés lavago, est immergé dans du subli-

mé a 0,2 %.

Dos prélévements sont offoctuds le méme jour a
partir du lot témoin ot du lot immergé, et cceci a différentos

roeprisase.

Résultats
Los numérations ont conduit aux résultats du tabloau
4a
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! Durée do 1'oxpé~ 1
riencce en Jours E o 6 9 ki 12 E

]

0

Normalos 6 1 I5 1 27 153 64 1 67 §

{

i

Immorgdos 53 T2 1240 20 7 i
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Tabloau ‘&2

Ces différontes valours nous pormettent de tracer

les courbes de la page /5

Pour les tubercules normaux, nous constatons une évo-
lution de la population bactérienne, celle-~ci passc de la valour
6 (au début de l'oxpérience) & la valour 67 (au douziéma jour).
Nous roprendrons dtaillours, dans la troisiémc partioc de notre
travail, 1'étudc des variations de la toncur on bactérics, cons=

tatéos choz cos tuberculas.

Cnoz los organes immergés la tonour en micro~organis~—
mas augmonte lentemont jusqu'au sixiéme jour puis olle s'éléve rapido—
ment pour atteindre uno moyonne de 240, le 9° jour. C'est 12a una
valeur maximum qui se roncontre vers le neuviéme ou diziéme jour.
A ocotto période los boftos do Pétri, oommo 1'indique la photo p. A6
montro une romarquable densité des colonics. dals oﬁtte grande
tancur on micro-orgaonismes ost éphéuera, 3 partir du onzidme Jour
dt'immorsion la population bactérionne baisso congidérablomont, ot
0lle n'est plus quo de 20 pour tombor & 7 aprés 12 jours do trai:‘

tomont par lo sublimg.

’h.{b"
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Nous pouvons donc affirmcr quc l'immcrsion dans 1o
sublimé, conduit au bout dc quolquss Jjours a unc - -multiplication

intonsg dos micro—~organismcse

Los résultats que nous avons obtenus on ropronant
los travaux d!immcrsion do tubcrculcs dans lc sublimé, apparaissont
intérossants & plusiocurs titrcs :

— 1ls mottont on évidence, unc nouveclla fois, la
présonce do bactérics dans los tuberculcs sdns do pomme dc torrac.
Los colonics bactéricmnos qui sc développont nc peuvent provcnir
quc des organcs immgrgés, lc miliou d!immcrsion étant rigourcuso—
ment stérilce.

- nos résultats confirment, commc nous lo montrcrons
ultéricurcment, p 2/ 1lcs conclusions obtonucs dans un travail
précédont ( 2 ).

~ los oxpérianceos réalisdéss avec lc sublimé scront
miscs aon parallélce avec calleos cffcctudcs & partir do la kanamycincs
Cotto comparaison nous poermottra d'intcrp@tor les variations do

papulation bactéricnnc, constatécs chcz los tubcrculcs immorgése

B) Immcrsion dans la kanamycing

La solution "kamamycince" venduc dans le commmorca CoOIrw
raspond au sulfatc do kanamycincg isolé a partir d'unc culturc dc

stroptomyccs kanamycctuss BE1lc posséde un largo spoctre antibactérion

qui comprend la plupart dos germcs gram + ot gram — s co qui la rondait
particuliéroiment propico pour nos travauxs. Mais il faillait dgaloment

sl'assurcr do sa pénétration dans lcs tubcrculcse
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Loxpéricnce que nous allons déerirc a &té réaliséo

-

cn vue d'établir cottc propridté.

Dos tubcreulcs sont immorgés dans unc solution do
kanamycinc. On préléve, a dos intorvalleos dc temps détorminés, un
fragmont dtorganc. Colui-cl ost déposd au dgntre dtunc boits do
Pétri ol sc développo unc culturc bactéricnnc. Opn voit bimtdt sc
former, autour dos tissus végétaux prélevés, unc zoneg d'inhibition dont
1l'gxtonsion varic avec le tomps dlimmersion. La kanamycine a donc
pénétré a l'intéricur dos organes wégétaux ¢t clest ¢llc qui, cn
diffusant dans la boftc do Pstri, détruit lcs bactéries qui s'y dé=

voloppaiont normalcemonte Cette oxpériconcs permet done d'étadblir

1°) que la kanamycince péndtro & ltintériocur dcs
tubcroulcse

2°) quc cotto pénétration cst rapidos

Expéricnce ¢

Afin de¢ connaftro la tencur, on bactériss des tuberculss
qui vont &trc utilisés, on offcctuo dos numérations a partir de 6
d'ontro ocux. Los autres sont immorgés dans unc solution de kanamycine
a 0,02 %+ La "Kamamycing" du commcrce ost préscntéc on flacon do 4 ml
contenant l!'équivalent de lg de kanamycinc-basce Cg volumc est amené

a 10 ml par addition dlcau distilléc, 4 ml sont prélevés ot ajoubés

aux 2 litros d'cau distilléc qui ont rogu los tuberculose.

La toncur on bactérios do cos dornicrs est onsuito éva-
luéo par des numérations qui scront faites a diffdéronts intervalles do

tompse Collos~ci sont offcctuées suivant la tochnique oxposéc, & la

yi
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différence que les tissus végétaux ne sont pas broyés immédiatement.
Dés son prélévement chaque explantat est introduit dans un tube
contenant 70 cm3 d&'leau distillée stérilee. I1 y séjourns 24 psurss

en &tuve a 20°., Cg traitement a pour but d'éliminer la kanamycine
gqui imprégne les tissus et qui nuirait au développement des coloniss
en milieu solide. Ly méthode se déroule, ensuite, suivant la méthode

clasgique.

Régultats
I1s sont indiqués dans le tableau (5) et le graphique
jo 20
Il!—-=-< T et % et 5 et T et STt S et e :-—:.‘ﬁ::-—:-.—_-:—-:-:'-"]l
| Pemps d!im- oMb?e dg |
? mersion h colonies par ?
I 1 belte ?
TO jour i
Py d 74 I
I (t&moin) i
': !
fl Ill
AI 26 i
L 1 i
] I }
1 I
? 2 2l I
e — P
' ]
1]
14 I5
i it
- i
i
1 1
7 2 !
e J— I
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I 10 0 i
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Tabloau (5)

La courbe obtenue est décroissantes Des le premier
jour dlimmersion, les 2/3 des bactérics sont pratiquement détruites.

Les trois jours sulvants la teneur en micro-organismes parait se

verfenn
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stabiliger mals elle diminue & nouveau et stannule vers le 10° 21
jour. Aprés co temps d'immersion, il semble donc qu'il n'y ait
plus aucune bactéric vivante dans les tubercules traités par la

kanamycine.

En conclusion; nous pouvons retenir que la kanamycing
ne favorise & aucun moment le¢ développement des micro-organismes mais
gulelle provoque, au contraire, leur disparition rapide. Ces expé—
riencas dl'immersion dans la kanamycine, réalisées pour la premidre
folg au laboratoirs permettent de mieux interpféter les résultats oblenusg

avec le sublimé.

C) Comparaison deg résultats obtenus par immersion

dans le sublimé ot la kanamycine

Lors de cas doux expériences les tubercules sont placés
dans un milisu liquide, lour respiration ne s'cffectue plus normale—
mente. Cetto anadérobiose favorise 1l'hydrolyse de ltamidon et par suits
la formation de glucides simples. Lestissus végétaux, riches en sucres,
deviennsent extrémement favorables & la multiplication dos mipro-organis—
mege Cgtte interprétation est illustrée par 1l'augmentation du taux
bactérien qui caractérise les dix preomiers jours dlimmersion dans le
sublimé. ilagis pourquol ces résultats ne se¢ retrouvent-~ils pas dans
1'expérience falte avec la kanamycine ? Nous savons que cette antibic~
tique pénétre efficacement et rapidement dens los tissus vegétaux. Il
faut donc admettre que la kanamycine a détruit un grand nombre de
souches bactériennes, dés le promicr Jjour d'immersion, sans leur
laisscer le temps de profiter de la richesse en sucros qui allait

8tro ceollc des tuberculess Les bactéries qui survivent a 4 jours

S
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de traitement appartiennent probablement & des souches plus résis—

tantese.

Quoi qu'il en soit, aprées 10 jours d'immersion la
toneur cn bactéries des tuberculcs ast matiquoment nulle. Avycc lg
sublimé nous parvonons & cetto disgparition presque compléte des micro-
organismes, maeis lc phénoménc sc manifosto aprés un temps d'immersion
plus long. Nous pouvons interpréter nos résultats relatifs au su—
blimé gn disant que cet antiseptique ne pénétre que fort lentemont
& l'intérieur dos cellules végétales : les micro-organismes restent
vivants ¢t profitent des conditions de vie extrémement favorables
qui régnent a l'intéricur des tubercules dés que leur asphyxise com~
mence s« Lg premiére mrtio de l'expérionce rend compte do cotte mule
tiplication intensc etrapide deos bactérics. Dés que le sublimé
gagne l'intéricur de l'organe, son pouvoir antiseptique sc manifeste
¢t nous rotrouvons la mdime évolution que lors de 1'immersion dans
la kanamycine : le taux deos bactérics baisse considérabloment ot

tend & s'annulor.
La différence d'action entre le sublimé et la Kanae

mycine s'oxpliquerait donc, avant tout, par leur vitecsse dc péné-—

tratione

verfoen



IV) REI: TIONS ENTRE L!EVOLUTION DE LA POPULATION
BACTERIENNE ET LA FERMINATION DES TUBERCULLS
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Un travail précédent ( -1 ) fait état des rolations
oxistant entro l'évolution de la population bactérienne ot le bourgcon=
noment (souvent appolé garmination) dos tuborcules. lorsgue houg
avons ratrouvé ce résultat, nous y avons fait allusion (p /¢4L 2
la tencur en bactéries dtun lot de tubcrcules placéds dans des condi-

tions normalos n'est pas constanto.

Noug avons ropris co probléime par les wéthodas quo
nous avons cxposées, dans le but do préciser ot éventuellement do
confirmer los résultats acquis. Pour cette étude, nous avons choisi
dog tubcreculcs de la variété Bin¥Je. Ils provicnnent dfun méme lieu
de culture, ils sont do¢ taillc homogénc ot corrcspondent ainsi a
dos Bgos physiologiqucs comparabless Ay moment olt nous avons commoncé
notro travail, ccs organes n'étaiont plus on état de dormance (qui

ost dlonviron 40 jours pour cotto variété).

Las tuborcules ont été divisés on 4 jots

~ Lob I s lot témoin conscrvé a unce tompératurc de 159,
nlayant subi aucun traitomcente

~ Lot IT ¢ lob qui a rogu un inhibitour de gurmination.
I1 st égalcement conscrvé & 159,

~ Lot ITT : 1ot conscrvé & basse tompératurc soit 4°
dang un péfrigératour. -

- Lot IV ¢ lot conscrvé a basse tompératurc soit 4 ° ot

placé cnsuitc & unc tompératurc normalc de 15%, .../...
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Nous prélevons toubess los somaines 6 tubcroulas
& chaque lot, pour los soumcttre a notre tochnigquo do numération.

Nous allons étudicr les résultats obtonus pour chacun dos lotse

Lot 1 ¢ Ténoin 3

Dans ce cas les tuborcules sg développont dans des
conditions normales de germination. Bp offot, dés la mi-novoubro,
ces organcos donncnt naissanco & dos bourgoons qui atteindront ontro
3 et 4 cm gu mois de Jgnvicrs Nos cxpérionces so placent pendant

la période d!'émission et do développemont des bourgconss

Lags résultats dos numérations cffoctuécs du 30 Octobra
au 20 Janvicr, sont rasgscmblés dans lo tablcau suivant ot sur lo

graphiquec de la page 34§

—

o

-~ l . ~ “
Dato dos prélévementsiNbro de colonics par bolto}

o T2 . T

1}

— .

i
i 30 Octobre % 6 !
g 2 au 9 Nyvombro i 06 ﬂ
i 9 au 16 Nyvetibro E 54 {
L6 au 23 Novoubre i 96 a
#3 au 30 Ngvonbro H 95 Q
BO au 7 Décaridro E 103 /
| 7 au 14 Dscombro § 114 !
?4 au 2I Décembrae | 115 é
P8 au 6 Janvior 107 H
26 au 13 Janvier 89 §
?3 au 20 Janvier 60 i
Lt e e e e o e e e o e it S et S S e e S S e e e e

Tablcau (6)
.0./0'0
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RELATIONS ENTRE L’'EVOLUTION DES BACTERIES

HEBERGEES ET LA GERMINATION DES TUBERCWLES

Nombre de colonies
par botte.

§

3

I I ) T —>
NOVEMBRE DECEMBRE JANVIER

S —— Lot I : lot témoin,scrmination normale.

— Lot 1T : lot avec inhibiteur de qermination.



Nous constatons quo lc nombrec dos bactérics s'laccroflt
dlunc fagon importantc, il passc dc 6 & 95 pondant lo mois deo
Novembre, pour atteindre un maximuit de 115 cn Dgccmbro, cotte valour
Sa conseorve a peou prés pondant tout co moise. Mais, lors des derniocrs
jours de Dgccmbra, la densité dos micro-organismes commencc &

décroltrc, cc phénoméne sc poursult dlaillleurs cn Janvicr.
9 L

I1 ost donc démontré unc scconds fois, ¢t par une
tochnique différontc que clest au mois de Décembre quc, dans nos
axpéricnces, los tuboerculcs sont los plus riches on bactérics. Cgtic
conclusion cst importantc & différents points do vuce Elle wvout &tra
utiliséoc on micro~biologic alimentairc (fabrication dec poudre do
poima de terrc déshydratée) ct surtout on physiologic végébalc.

Y a-t—il unc corrélation cntrc cettc évolution dos bactérics et la
gormination des tubcrculss qui leg hébergent ? Pour ce lot 1 las
gormaes apparaissont vers la mi~novaitbro, btandis quo lo taux de bactérics

ne sc trouve wultiplié par 20 qu'au début do décembrage

La multiplication des bactérics est donc un phénoménac

légeromont postéricur au bourgeonncmcnt des tuborculcse

En fin Jjanvior certains bourgeons acquiérent do potitos
radicalles, los organcs tubérisés commgncent & s¢ flétrir, toutcfois
la gormination cst oncore activee. Parallélemont les numérations nous
indiquent que la tencur on bactérics diminuc progressivemont. Ejlc

n'est plus & cotte époquc qua do 60.

La sculg étude du lot 1 no nous porinet pas dc préciscr

nettenont les rolations qui cxistoraicnt cntre la gormination dos

PR (NP
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tubercules et le taux de bactéries hébergéoes, cependant nous pouvons

conclure que, de toute évidence, les misro-organismes ont réagi aux
e

conditions physioclogiques différents qu'ils ont trouvées succossivee

ment pendant ces trois mois, dans les organes qui les hébergeaimt.

Lotll ~ Bourgeonnement inhibd chimiquement

Cog lot est constitué par des tuberculas traités le
5 Novombre et le 25 Novembre par un inhibiteur de germination :
1'isopropyl phényl carbamate. Les tubercules ayant subi entre ces

deux traitements un début de germination sont élimindse.

Les résultats des numérations sont indiqués dans le

tableau (7) et le graphique page 9,4

'.-:..._-:_ e TS STt T S vt Tl v SDemam Shmet R ot S0 et ST et S it S v St T Tt T e S e 5 e S 0

H
I' Date des prélévementd Nbre de colonies par
] bofts !
;:;
] 30 Octobre 6 ¥
]
3 2 au 9 Novembre 14 §
! 9 au 16 Nyvembre 2L ‘
! il
E I6 ay 23 Novembre 63 !
é 23 au 30 Novembre 67 §
! 30 au 7 Décombre 72 i
i t
I 7 au 14 Décembre 81 :
: {
I 14 au 2I Décombra 89 |
}
3 28 au 6 Janvier 97 ,
i 6 au 13 Janvier 101
g I3 au 20 Janvier 62
1 ey S g I3 e S T et S o S amay St DSt et SO0 T T mee S e St St 2 et ey D vt 2 e T vt e

%a})le au H’}

~
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La tencur en Wactéries, & pa rtir d'une valour initiale
faible (6) au début de novembre s'éléve & la valour 101 au début de
Janvier. Ici encore la population bactérienne a évolué dans le sens
dlune augmentatione Cgt accroissement ost pregue aussi important
que pour lo lot 1, il est toutefois plus étalé dans le temps,

ce qui correspond & une vitosse de multiplication plus faibla.

Cependant l'importance du peuplement bactérien ne
peut &tro misc en paralldle avec 1l'émission des bourgeons puisque
coux~ci n'apparaissent pase. De plus le nombre de bactériss décroft

commg dans le cas précédent, & partir de Janvier.

L'évolution des micro-organismes hébergés n'ecst donc

as en relation uniquomaent avec la "sortie" das bourgeons.
]

Lot IITI .. Couservation continue au froid @

Las tubercules de ce lot sont conservés & 4° dans un
réfrigérateur, pondant toute la durée de l'expérience. A basse fampé—
raturc ll'activité des cellules vivantos est réduitc, le bourgeonno=
ment ne se produit & gucun moment do nos expériences. Lo tableau
(8) ainsi que le graphique pagc 99 donnent les résultats des

numérations.



RELATIONS ENTRE L'EVOLUTION DES BACTERIES

HEBERGEES ET LA GERMINATION DES TUBERCULES

Nombre de colonies
par bofte.

Alo0

Ado

400

90

%0

60

(1}

4o

20

10

N

N L LT L
-

NOVEMEBRE DECEMBRE JANVIER

————— Lot I . lot témoin,germination normaie.

e e wm = Lot JIT: tOt coOnserve o &°
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I
1
Date dos prélévomentsiNbre de colonies par

o T
o

? bolta ;
: 30 Oc¢tobre 6 2
; 2 au 9 Nyvenbrag 5 %
E 9 au 16 Novembro 9 ?
é I6 au 23 Ngvembro 8 g
? 23 au 30 Ngvembro IT y
g 30 au 7 Décenbre 14 5
{ 7 au 14 Décombro | I5 ‘:'
X I4 au 2I Décaembrae ; I6 E
,:, 28 au 6 Janvier i 32 i
',: 6 au 13 Janvier 3 4T i
; I3 au 20 Janvior g 57 3
Tl 2= e S St e e e e 2o e 2 e 25 o St P e St e S Tt S o e 22 ]

‘Tsbloau (8

L'étude des résultats nous montre quae le nombre de

bactéries augmente trés lentement au début, puis un peu plus
rapidement pour se trouver multiplide par 10 (par rapport & la

population initiale) au mois de Janviar.

Lg froid n'a donc pas eomp&ché l'apparition du
phénoméne que nous avons déja constaté. La sortic des bourgeons
ne s'obsorve Dbas copondant , l'évolution deos bactéries a liesu

avaec une amplitude moins grande ot un cortain rotard.

Lot IV — Germination robardée par le froid :

Comme lo lot III, il ost consorvé a4 basse températbure
£4°)

date & laquelle lo lot IV ost ramené dans un local ol la températurae

les bactérics évoluont donc de la mémc fagon jusqu'au 3 Jgnvier,

e

est do 15°. Los tuboreculcs se trouvent donc alors dans dos conditions

7



normales de gormination, ot ceci avec un rotard do 8 scmainecs 34
Par rapport au lot ¥émoin. L'évolution deo ces organcs cst
spoctaculaire : l¢ bourgoonnemont cst intonsif. Au bout d'uno

semaing du séjour & 15° los gormes attdgnont déja 5 ou 6 mm

do longuoure Lgs numérations nous donnent los résultats suivants

- ST
;! Dgto dos nrélevements “Nbro, debaoctdrics pa:r"l
i botta 3
1 i
I 30 Octobro 6 §
1:' 2 au 9 Novambre 5 :;:
! 9 au 16 Nyvembro 9 ;,
316 au 23 Novembra 8 '
¥ 23 gu 30 Novembro 11 E
330 au 7 Décembro 14 ﬁ
;; T au 14 Dgcembro I5 'i:
' T4 au 2I D&combra 16 i,
3 28 au 6 Jgnvier 32 g
I 6 aqu 13 Janvier 110 %
x 13 au 20 Janvier 76 I
e o e e e e e b SN |

Tabloau (9)
Cgs chiffrgs sont reportés sur le graphiquec page Y

Nous constatons que la sortir du réfrigérateur
provoqus choz los tuberculas, on mfmec temps quc le développoment dos
gormas, une augmentation trés rapide do la population bactérionnce.
Bp une somainc cello~ci passe do 32 3 110, ellc so trouve donc mule
tipliéc par 395. Lo lot III rosté & 4° a unc population de L & la
méme époquc. L'importante donsité bactérienne relevée pour le lot IV
ne dure pas ot clle décroit brusquement lors do la 2zme semaine qui

suit la sortie du réfrigiratour, ellc s'abaissc jusquo T6.

La portion de courbe qui sc traduit par une montée

¢t unc dosconte brusqucs, est donc équivalonte & 1l'ensembla do la courbe



RELATIONS ENTRE L’'EVOLUTION DES BACTERIES

HEBERGEES ET LA GERMINATION DES TUBERCULES

Nembre de colonies

120

400

9%

80

10

N

par bdotte,

‘
]
'
]
!
‘
]
]
1
!
[}
'
]
i
{
L ]

—_.---.
-

- s g™ ’—.-~..”

1 T
NOVEMBRE DECEMBRE JANVIER

—— Lot I lot témoin,sermination normale.

tot I¥ : lot & germination retardée.
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obtenuae pour le lot 1, 1l'évolution numériquo des bactérics cst idon-
tique dans los doux cas, mais clle s'affcectus an 10 somaincs pour lo

lot 1 et seulomont on 15 jours pour lo lot IT.

Dans cotte oxpériconce de gormination retardéo, llaug—
mentation du nombre des bactérics hébergées s'effectue on mémo tomps

qua la germination.

I1 nous rostc maintenant & coordonncr los différaents
résultats ¢ 1l faut notor d'aillours dés wmaintonant, & co sujet,
qutils confirmentemti-éroment coux qui ont été établis avant nous

( -1 ) par unc autrs méthodae

By, considérant souloment 1l!étudc dos tuberculas
placés dans dos conditions normales do germination nous onstatons
qu'il oxiste, au moins dans lo tomps, une ralation cntro lo dévolop—
pemont dos bourgcoons ct llaccroissement du nombre dos miero~organi s
mose Mgis 1'cxamen dos résultats on gormination inhibée (lot II et
I1I1I) indique que l'évolution des bactérics n'ost pas liéde dircctoment
& la manifeostation morphologiquo du bourgcoonnement puisquleclle s'of=-
foctuc quand mémc dans los organcs qui ne bourgeonncnt pase. La gor-
mination dos tubecrculcs ost la résultantec d'ur équilibre ontre de
nombroux factours, la multiplication des bactériocs pourrait &tra
l'un d'ontre cux, qui pormctirait ensuito le déclanchoment dtun
mécanismo comportant Svidomment plusicurs phasose Pormi collo s—di
l'unoe sorait bloquée par ltisopropyl phényl carbamate ot 1l'émission

de bourgoons nc sc produirait donc pass
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V ~ COMPARAISON DES RESULTATS OBTENUS PAR LA ‘9

METHODE DES TUBES POLLUES ET LA METHODE DE

NUMERATION EN MILIEU SOLIDE

- e e 2 s T et S e et e 2 s = e e = e £ s 2o

Notre travail ayant été entrepris, en partie
pour reprendre et préciser certaines conclusions déjad ob-
tenues par une autre technique, , il était indispensable de
comparer les résultats acquis par l'une et l'lautre de ces
deux méthodes. Nous l'avons fait dans deux cas précis @

~ expériences d'immersion dans le sublimé.

- germination des tubercuies placés dans des

conditions normales.

Bien glir une comparaison rigoureuse ne
saurait se comprendre puisque les expériences se sont fai-
tes & un an ou plus dfintervalle et que, dans ces conditions
les tubercules mis en paralléle ne sont semblables ni par
leur &dge, ni par leur état physiologique.

Les facteurs externes (en partioculier la

température ambiante) ne sont pas les mémes non plus.

I -~ Expérience d'immersion dans le sublimé

Les graphiques comparatifs figurent page 35’

Nous avons choisi les échelles dtordonnée de
telle fagon que les valeurs maximales obtenues par les 2
méthodes se correspondent. Nous constatons, dans les deux

cas, que le nombre de bactéries augmente lentement lors des

veefuee



COMPARAI SON GRAPHI QUE DES RESULTATS DOWNES PAR LA
METHODE DES TUBES POLLUES ET LA NUMERATION DES

COLONIES €N MILIEU SOLiDE

Nombre de colonies Pourcenhge de tubes
por bothe. pollués
A N
4+%0°%0
M0
§50%
100
- }0."0
{409
180
.»So",’o
4»‘00"0
4100
%0 + 30./0
<+ 20.0
So
“wo
30 1 40%5
10
a0
L ® ‘53.“,_3 14 1y purce de

\'exP(:n'cncc
- oemmMéthode des tubes pollués.

e Num€ration des colonies emn milieu solide. B

€voLUTION DE LA POPULATION BACTERIENNE LORS DE

L IMMERSION  DANS LE suBLimE (i o, 2e.)

UuEJ’



premiers jours d'immersion et qutil s ¥léve brusquement pour
atteindre un maximum vers le 8&me ou Qeme jour. Sur le graphi-
gue nous avons volontairement fait coincider ces valeurs ma-—
ximales ¢ nous constatons, dans ces conditions, que les 2
courbes sont trés voisines pendant toute la premiére partie
des expériences (augmentation de la teneur en bactéries).

Nous ne possédons pas de valeurs comparatives montrant la
diminution de la population bactérienne, par la méthode des
tubes pollués. Nous pouvons toutefois, nous semble-t-il con-
clure que les résultats acquls par cette néthodé se trouvent

confirmés par l'emplol de notre technique de numération.

ITI - Germingtion des tubercules placés dans des conditions

normales
Nous avons utilisé les mémes procédés graphi-
ques (page 3q-<que précédemment clest-a—dire que les échslléds
ont été choisies de telle sorte que les valeurs maximales
coincident, Cette remarque étant faite, nous constatons que
l'allure générale des 2 courbes est identique. Il existe
méme une correspondance assez précise puisque, au début et

surtout en fin d'expérience, les 2 courbes sont trés voisines

1lt'une de l'l'autre.

En conclusion, les résultats acquis par la
méthode des tubes pollués se trouvent pleinement vérifiés

par ceux obtenus par notre technique de numération des

0;0/00.



COMPARAISON GRAPHIQUE DES RESULTATS DONNES PAR LA

METHODE DES TUBES POLLUES ET LA NUMERATION DES

COLONIES EN MILIEU SOLIDE.

Pourcentage de ‘tubes

Nombre de colonies
par boite pollués
\ A
1o | £
10 l* 40 °
440
1
1 60°%o
A00 | 1
1
90 | /
(] S50 ‘o
%0 | !
‘ {
- ]
10 4 i s ko ®ls
]
6 !
I
so | " + 300/0
I
[}
bo ]
" l. 0%
Y% .’
”
-
”
’Ol .’I’ Jﬁooy'o
A0
1 |
NOVEMBRE DECEMBRE JANVIER
! EVOLUTION DES BACTERTIES HEBERGEES PAR  LES

TUBERCULES EN GERMINATION

Numération

Méthode des

NORMALE .

tubes pollués

des

colonies

en mileu solde



bactéries en milieu solide, Cette concordance des résultats
est importante puisqu'elle permet de donner de la valeur a
tous les résultats acquis précédemment par la méthode des
tubes pollués (comparaison des variétés, tubercules d'origine
différentes, culture de variétés différentes dans un méme

SOl):

ceefuen
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CONCLUSIONS

La méthode de numération des bactéries en
milieu solide que nous avons exposée et mise au point permet

de tirer les conclusions suivantes :

I) La population bactérienne s'accroi+t chegz
les tubercules ayant séjourné sous un vide poussé (70 cm de Hg)
2) L'atmosphére enrichie en oxygéne (eourant
lent mais continu) inhibe le développement des micro—organis—

mes.,

3) L'immersion dans le sublimé (chlorure mercuri—~

que & 0,2%) favorise le développement bactérien jusqu'au diziéme
jour, au dela les micro-organismes sont détruits.

4) L'immersion dans la kanamycine provoque la
disparition rapide des bactéries & 1l'intérieur des tubercules
immergés.

5) Le bourgeonnement des tubercules se produit
en méme btemps que l'augmentation de la population bactérienne,
celle~ci ne dépend pas de la sortie des bourgeons puisqu'lelle
a encore lieu, mais avec un certain retard, lorsque la germi-
nation est inhibée artificiellement (par le froid ou par 1'iso-—
propyl-phényl carbamate).

6) Nos résultats permettent de considérer
comme valable la méthode de numération par comptage des tubes

pollués (utilisée dans des travaux antérieurs).

=0 =0 =0 0= == Q=00 =
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