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Avant-propos 

Ce n'est pas seulement une  tradition universitaire m a i s  u n  devoir 
et plus  encore u n  grand plaisir pour m o i  de rendre tout d'abord hommage 
à M .  le Professeur HOCQUETTE, Directeur de l 'Institut de Botanique de 
la Faculté des sciences de Lille. Pat iemment  il  n 'a  cessé, a u  cours de m e s  
études puis  de m a  carrière, a Grenoble comme à Lille,  de m'entourer de 
sa bienveillante et amicale attention. Constamment animé d u  souci de 
respecter tant qu'il  se pouvait m e s  tendances et m a  personnalité, i l  a s u ,  
à tous les stades de ce trauail, m e  faire profiter de ses grandes connaissances 
et de ses conseils précieux. I l  préside aujourd'hui  ce jury ; je sais combien 
il  désirait et attendait cet instant. J e  le remercie pour la confiance s i  souvent 
témoignée et je le prie de bien vouloir accepter, ainsi  que lMme HOCQUETTE, 
l'expression de m a  très vive et très profonde reconnaissance. 

L e  respect que je porte a M .  DEFRETIN, Professeur à la Faculté des 
Sciences et Directeur de l 'Institut de biologie mari t ime et régionale de W i m e -  
reux,  date de l'époque où  je suivais  son enseignement a l 'Institut de Zoologie. 
L e s  contacts que j'ai eus depuis  avec l u i  ont toujours été excellents ; malgré 
ses nombreuses occnpafions, i l  participe ù ce jury : je t iens a lu i  exprimer 
toute m a  gratifude. 

J'adresse également mes  remerciements a M .  DELATTRE, Professeur 
à la  Faculté des Sciences. I l  s'est très cordialement intéressé à m o n  travail ; 
i l  a bien voulu examiner mes  résultats et juger ce mémoire. 

J e  tiens pour u n  très grand honneur que A!iessieurs les Professeurs 
GAUTHERET et GERNEZ-RIEUX aient bien voulu, malgré le poids de leurs 
mult iples  tâches, venir a Lille pour participer a la soutenance de m o n  travail. 

A hf. GAUTHERET, Professeur à la Sorbonne, Membre de l ' Inst i tut ,  
je voudrais dire combien j'ai été touché par le bienveillant intérêt qzz'il 
m ' a  toujours témoigné. Ses conseils et ses encouragements m'ont  été d ' u n  
grand réconfort pour persévérer. Puis- je  n e  pas le décevoir ! J e  le prie 
de bien vouloir agréer l'expression de m a  très profonde et très respec- 
tueuse reconnaissance. 

M .  le Professeur GERNEZ-KIEUX, Directeur des Instituts Pasteur 
de Par i s  et de Lille,  Membre de l 'Académie de Médecine, m ' a  très généreu- 
sement fait profité de l'organisation remarquable des laboratoires de l ' Inst i tut  
Pasteur de Lille et de la grande valeur scientifique de ses services. J e  voudrais 
l u i  exprimer ici toute m a  déférente gratifude pour son  aide et sa présence 
a ce jury. 



M a  reconnaissance va également à M .  B E E R E N S ,  Chef de service à 
l 'Institut Pasteur de Lille. I l  m ' a  toujours aimablement reçu et écouté, 
il m 'a  initié a u x  méthodes bactériologiques, a vérifié mes déterminations, 
suggéré certaines expériences et a bien voulu relire une partie importante 
de ce mémoire. J e  l u i  dois beaucoup et le prie d'accepter mes remerciements 
très cordiaux. 

I l  m'est agréable d'évoquer également les amicales et fructueuses conver- 
sations que j'ai eues a u  sujet de m e s  recherches avec M.  le Professeur BOURI-  
QUET. 

A tous mes  collègues el a m i s  d u  Laboratoire j'exprime m a  cordiale 
sympathie. 

J e  remercie encore le Conservateur et le Personnel de la Bibliotht?que 
universitaire de Li l le  et le Centre de documentation d u  C.N.R.S. qui  m'ont  
beaucoup aidé pour les recherches bibliographiques. 

L a  Fédération des Producteurs de plants de pomme de terre m ' a  
apporté u n  a p p u i  précieux dont je l u i  s u i s  trés reconnaissant. 

M a  femme en f in  a accepté avec tant de patience que je prenne de n o m -  
breuses heures de travail sur le t emps  de la  famille, elle m ' a  efficacement 
aidé dans la  révision d u  manuscrit  ; je la remercie très affectueusement. 



Introduction 

(( Souvent dans nos causeries du laboratoire, depuis bien des années, 
j'ai parlé aux jeunes savants qui m'entouraient de l'intérêt qu'il y 
aurait a nourrir un jeune animal dès sa naissance avec des matières 

« nutritives pures. Par cette dernière expression, j'entends désigner 
(( des produits alimentaires qu'on priverait artificiellement et complè- 
(( tement des microbes communs. 

(( Sans vouloir rien affirmer, je ne cache pas que j'entreprendrais 
(( cette étude, si j'en avais le temps avec la pensée préconçue que la vie 

dans ces conditions deviendrait impossible ... 
(( ...Q ue le résultat soit positif et confirme la vue préconçue que 

(( je mets en avant ou qu'il soit négatif et même en sens inverse, c'est- 
(( à-dire que la vie soit plus facile et plus active, il y aurait un grand 
(( intérêt à tenter l'expérience 1). 

Ainsi s'exprimait PASTEUR en 1885 devant l'académie des Sciences 
alors qu'il venait d'y présenter une note de I)UCLAUX. 

Par ces propos, celui qui achevait de détruire définitivement l'hypo- 
thèse de la génération spontanée, signalait aux chercheurs tout l'intérêt 
qu'il voyait dans l'étude des relations entre des organismes appartenant 
a des embranchements, voire a des règnes différents. 

Certes ce domaine est très vaste : il existe en particulier une varia- 
bilité très grande dans les modalités de ces relations. En partant d'un 
simple voisinage on s'achemine en effet, par étapes successives vers 
la pénétration, indispensable à la survie, d'une espèce dans une autre. 
Pour les virus par exemple, mais il s'agit là d'un cas extrême, la simpli- 
fication physiologique va obligatoirement de pair avec la dépendance 
stricte d'un autre être vivant indispensable à sa reproduction. Les associés 
peuvent être d'ailleurs, et ceci élargit encore le problème, très proches 
ou très éloignés l'un de l'autre, dans la classification. 

Enfin, ces rapports entre catégories d'êtres différents ne sauraient, 
à l'échelle du temps, être considérés comme immuables. Les exemples 
précis que nous connaissons, ne représentent vraisemblablement que 
des états d'équilibre instable et précaire. Si certaines associations nous 
paraissent établies au point de revêtir un caractère d'impérieuse obli- 
gation on peut cependant considérer qu'elles résultent d'un cheminement 
progressif lentement réalisé et qu'elles sont susceptibles d'une disso- 
ciation graduelle de laquelle bien entendu chacun des organismes sortira 
modifié. 



Les observations et suggestions de PASTEUR que nous évoquions 
plus haut, furent écoutées et les travaux entrepris. S'il est certain que 
chez la plupart des animaux la flore ou la faune intestinale contribue 
à la transformation des aliments, la possibilité de la vie aseptique est 
de nos jours parfaitenient établie. Elle a été réalisée dans le règne animal 
notamment par NUTTALL et THIERFELDER (1895), COHENDY (1912) 
pour des mammifères ; METCHNIKOFF (1901) pour des tétards de gre- 
nouille ; WOLLMAN (191 1) et GUYENOT (1917) pour des mouches (Calli- 
phora et Drosophilla). 

Les végétaux présentent eux aussi de nombreux exemples de types 
variables d'association entre espèces différentes : nous étudierons essen- 
tiellement, au cours de ce travail, les relations qui existent entre les 
végétaux supérieurs et les bactéries. 

Les connaissances classiques et actuelles en ce domaine peuvent 
se ranger sous trois rubriques différentes : 

10 Les végétaux supérieurs et les bactéries sont en voisinage, en 
contact dans le sol : les seconds réalisant extérieurement aux premiers 
e t  à leur profit un grand nombre de modifications chimiques sans les- 
quelles les plantes ne pourraient continuer à se développer. Ce domaine 
est celui de la microbiologie du sol, science relativement jeune dont 
les acquisitions sont importantes et l'avenir prometteur. 

20 Des bactéries déterminées peuvent, dans certaines conditions 
pénétrer dans les cellules végétales et provoquer la maladie. Celle-ci 
Se manifeste par des modificgtions morphologiques (tumeurs, nécroses, 
déformations) ou physiologiques qu'étudie la phytopathologie. 

30 Enfin, dans certains cas précis, la pénétration des micro-orga- 
nismes dans la plante n'aboutit pas a la maladie niais conduit, au contraire, 
à un profit réciproque appelé symbiose. C'est le cas bien connu des Lkgu- 
mineuses et de quelques autres plantes. 

Les travaux que nous avons entrepris et qui font l'objet de ce mémoire 
ne peuvent se ranger dans aucune de ces trois catégories. Nous avons, 
en effel, rejoignant un certain nombre d'auteurs d'ailleurs peu nombreux, 
établi, en faisant appel à des méthodes éprouvées, que les cellules d'un 
certain nombre de végétaux sains pouvaient héberger des bactéries. 

11 ne s'agit pas de microbiologie du sol puisque, pour isoler les micro- 
organismes, nous partons de tissus végétaux ; sans doute nos recherches 
ont-elles des rapports avec cette discipline, ne serait-ce que sur le plan 
de l'origine des bactéries. 

La phytopathologie reste aussi en dehors du domaine de nos travaux 
puisque les organes végétaux utilisés ne présentent aucun symptôme 
pathologique connu. Mais les limites de la maladie sont-elles si facilement 
définissables ? Les connaissances actuelles ne permettent pas d'envisager 
l'existence d'états intermédiaires entre la maladie d'une part c'est-à-dire 
l'agression, le profit exclusif, et la symbiose d'autre part. Il pourrait 
cependant exister un passage progressif entre ces deux formes d'inter- 
relations. 

Enfin, nous ne pouvons ranger les végétaux que nous avons étudiés 
à côté des Légumineuses: les bactéries isolées ne sont pas des Rhizob ium,  
elles sont loin d'être aussi nombreuses que dans les nodosités, leur présence 



n'est pas réservée à certaines cellules spécialisées, au contraire elles 
semblent avoir une répartition très diffuse. D'un autre côté, nous le 
verrons, aucun indice physiologique net ne nous permet, pour l'instant, 
de parler de symbiose typique. 

Force nous est donc de considérer les associations que nous étudions 
cornnie appartenant à un type particulier. 

Si l'on exclue les infections pathologiques nettes il faut bien constater 
que les milieux scientifiques considèrent encore généralement la cellule 
végétale comme indemme de bactéries. La seule brèche importante 
reconnue dans ce dogme est représentée par les nodosités des Légumi- 
neuses. Il est tout a fait concevable, sur le plan théorique, qu'il puisse 
y avoir d'autres exceptions. A côté de relations aussi précises et tranchées 
que la symbiose, il y a certainement place pour des associations plus 
diffuses, plus lâches, moins obligatoires. 

Bien entendu l'existence de bactéries dans un assez grand nombre 
de cellules saines pose beaucoup de problèmes : nous en évoquerons 
quelques-uns, mais essayerons de nous garder de généralisations abusives 
et prématurées dans lesquelles certains auteurs, nous le verrons, n'ont 
pas craint de s'engager. En  effet, si cette étude est digne de retenir 
l'intérêt elle ne réclame seulement pour l'instant, pensons-nous, qu'une 
accumulation patiente de résultats précis d'observations, de détermi- 
nations et d'expériences. 





CHAPITRE PREMIER 

Historique 

Avant d'aborder l'exposé de nos recherches il nous parait indis- 
pensable pour mieux les situer, d'analyser les travaux antérieurs consacrés 
aux mêmes problèmes. 

Il est parfaitement iinpossible de passer en revue même succin- 
tement l'ensemble des relations entre les bactéries et les plantes supé- 
rieures. Pour être complet en effet il faudrait, dans une telle entreprise, 
considérer : 

10 l'action des bactéries sur le substrat (microbiologie du sol). 
20 les relations de voisinage (spermosphére et rliizosphère) et les 

échanges réciproques qui en découlent. 
30 la pénétration et la présence des bactéries a l'intérieur des cellules 

végétales qui aboutissent à l'établissement de relations hostiles (maladie) 
ou équilibrées (symbiose). 

Nous nous limiterons a l'étude du troisième de ces points en ne 
prenant donc en considération que les cas où les bactéries sont (( endo- 
phytes B. Encore en ce domaine ne nous préoccuperons nous ni des 
phénomènes pathologiques ni des cas de symbiose typique bien connus 
pour lesquels on pourra consulter des mises au point récentes et spécia- 
lisées (1). 

Deux raisons nous ont incité à commencer cette analyse historique 
par des travaux assez anciens, publiés a la fin du siiicle dernier. Il s'agit 
d'abord du nombre très faible de publications consacrées jusqu'ici au 
domaine qui nous préoccupe. 11 n'est pas possible, en second lieu, de 
lenir a l'écart de notre propos les vives, intéressantes et in~portantes 



controverses que certains résultats, ou plutôt certaines formulations 
et extrapolations de résultats, ont suscitées au moins a deux reprises 
(18841890 et 1910-1918). 

Poussé par l'évolution propre du sujet et par l'origine, la spécialitk 
et aussi les tendances aux généralisations de certains chercheurs, nous 
avons dû, délaissant la biologie végétale, entrer quelquefois dans le 
cadre de la biologie animale. 

Tout en cherchant à rendre compte le plus objectivement possible 
des travaux antérieurs nous nous sommes cependant laissé entraîner 
par notre modeste connaissance du problème et nos propres résultats. 
Aussi avons nous parfois au cours de cette revue bibliographique, fait 
état, en quelque point, de critiques personnelles. 

Enfin, certains travaux plus spécialisés par leur objet ou leur méthode 
se rattachent davantage à des aspects plus particuliers de nos recherches, 
nous en réservons l'exposé au début des chapitres qui leur correspondent. 

1. - PREMIIÈRE CONTROVERSE - 1884-1890 

En 1884 le Belge JORISSEN de l'Institut pharmaceutique de Liège 
constate que, placés dans une atmosphère renfermant de l'acide cyanhy- 
drique, des grains de maïs, d'orge ou de froment ne germent pas. Etant 
donné que l'embryon n'est pas tué par ce traitement et reste susceptible 
d'un développement ultérieur, il explique le défaut de germination 
par l'absence de secrétion de diastases. La production de ces substances, 
plus souvent appelées ferments était en effet à l'époque très étudiée et 
controversée. Influencé certainement par ces travaux et aussi par le 
fait que l'acide cyanhydrique est un antiseptique puissant, cet auteur 
en vint donc, en généralisant, assez audacieusement, à écrire que la 
germination résultait de la secrétion dans les graines de ferments diasta- 
siques d'origine bactérienne. Rien, cependant, dans ses observations 
n'autorise JORISSEN a tirer une telle conclusion. Qu'après avoir plongé 
des graines, dont on ne dit pas si elles ont été stérilisées, dans une solution 
de nitrate de potassium celui-ci soit transformé en nitrite, il n'y a la 
rien de surprenant. Comment tirer argument de ce travail pour conclure 
a la présence de bactéries dans les graines ? En réalité, de l'aveu même 
de l'auteur, il semble que cette publication ait été rédigée hâtivement 
en raison d'une note préliminaire de l'allemand WIGAND (1884) sur 
le même sujet. La production de diastases y est attribuée la aussi a I'acti- 
vité de bactéries, mais de plus, restaurant les idées de BECHAMP, l'auteur 
prétend que les micro-organismes prendraient naissance par génération 
spontanée (anamorphose du protoplasme). 

Dans le même temps, MARCANO (1882 a) présentait à l'Académie 
des Sciences de Paris une note relative a l'existence, sur les téguments 
des caryopses de maïs, de vibrions qui communiquent des propriétés 
diastasiques aux liquides dans lesquels ils se trouvent et se développent 
pendant la germination de telle sorte que, si l'on fait des coupes de ces 
fruits, on aperçoit au microscope des « myriades d'organismes 1). Un 
peu plus tard, le même chercheur (1882 b), en laissant tomber quelques 



gouttes de sève d'Agave sur de la viande hachée, constate une fermen- 
tation peptonique qu'il attribue à un ferment figuré. Dans les conditions 
où ces travaux ont été exécutés, il est probable que les résultats eussent 
été identiques sans addition de sucs végétaux. 

Dès lors, il n'est pas étonnant que, très rapidement, de vives critiques 
se soient levées contre ces travaux : en particulier, celles de LAURENT 
(1885) en Belgique. 

Cet auteur s'attache d'abord à réfuter les arguments un à un, puis 
entreprend très méthodiquement, dans le cadre d'une critique positive, 
une série d'expériences sur l'existence de bactéries dans les tissus végétaux. 

Dans une première série, des semences (Lupinus, Zea, Hordeum, 
Helianthus) stérilisées par le sublimé, sont mises à germer sur de la 
gélatine nutritive ou dans du jus de pruneaux : la germination a lieu 
sans que les milieux se polluent ; ceci prouve que les bactéries se trouvant 
habituellement à la surface des graines ne sont pas indispensables au 
déroulement de la germination. 

L'auteur réalise ensuite les mêmes expériences avec des graines 
et des caryopses coupés et ne parvient pas à mettre en évidence l'existence 
de bactéries. 

Puis, opérant sur des tubercules dans des conditions correctes de 
prélèvement aseptique, il plonge des fragments de ces végétaux dans 
des milieux de culture et exprime après quelques jours le nombre de 
tubes pollués par rapport au nombre d'expériences. 

Il trouve : 
Solanum tuberosum 2 /5 
Cichorium Intybus 114 
Beta uulgaris O 12. 
Allium Cepa 1 12 

LAURENT attribue ces développements bactériens à des pollutions 
extérieures. Il conclut donc, après un nombre d'expériences beaucoup 
trop faible, qu'il n'y a pas d'organismes étrangers dans les tissus végétaux 
à l'état normal et que la production de la diastase et des autres ferments 
solubles est bien un phénomène propre au protoplasme des végétaux 
supérieurs comme à celui des micro-organismes. On remarque aisément 
à l'analyse de ce travail que, s'il est conduit selon des méthodes tout 
à fait valables, les résultats obtenus ne sont pas suffisamment nombreux 
pour que l'on puisse leur attribuer une signification quelconque. 

Deux années seulement après cette mise au point le docteur GALIPPE, 
médecin d'une clinique d'accouchement à Paris, semblant ignorer les 
travaux précédemment évoqués, fait part en 1887 de ses recherches 
sur la présence de micro-organismes dans les tissus végétaux. En tant  
que médecin il s'est visiblement posé la question de savoir si les germes 
pathogènes, en particulier le charbon, ne pouvaient pas, par l'intermé- 
diaire du sol, passer dans les plantes potagères. Aussi s'est-il adressé 
à des végétaux développés sur des terrains d'épandage saturés de microbes 
(Plaine de Gennevilliers arrosée par des eaux d'égout). Il a ensemencé 
dans 7 milieux différents fort bien choisis et selon les techniques normales 
d'aseptie, des fragments végétaux très divers (carotte, oignon, céleri 



rave, panais, navet, pomme de terre, betterave, laitue, salsifis, poireaux, 
choux, choux de Bruxelles, topinambour, ail). Pour l'ensemble de ces 
plantes les pourcentages d'ensemencements féconds varient entre 50 
et 100 % sauf toutefois pour l'ail qui n'a donné naissance à aucune 
culture de bactéries. L'auteur regrette de n'avoir pas eu le temps ni 
les possibilités de déterminer les souches dont certaines sont chromogènes, 
remarque-t-il. 

Une seconde série d'expériences menées selon les mêmes techniques, 
mais à partir de plantes développées en terrain normal aboutit appro- 
ximativement aux mêmes résultats. 

La conclusion tirée par GALIPPE est donc que les micro-organismes 
du sol peuvent pénétrer dans les tissus végétaux avec lesquels ils sont 
en contact : le mécanisme de cette pénétration n'est pas élucidé. Il resterait 
à déterminer, dit-il si la présence de microbes dans les végétaux est pure- 
ment accidentelle ou s'ils jouent un rôle quelconque dans l'évolution 
du végétal. 

La réponse ne se fit pas longtemps attendre puisque, la même année 
FERNBACH (1887), préparateur à la Sorbonne, reprend cette question 
de la présence supposée des bactéries à l'intérieur des tissus végétaux. 
Dès l'introduction il écrit : « on admet, par suite d'une tendance naturelle 
de l'esprit qui nous pousse à généraliser, que l'organisme des végétaux 
est, comme celui des animaux normalement fermé à la pénétration 
des microbes 1). Cette tendance à généraliser le pousse naturellement 
à intituler clairement son article : « de l'absence des microbes dans les 
tissus végétaux 1,. 

L'auteur rappelle les diverses publications sur ce sujet et notamment 
celle de PASTEUR (1872) sur les grains de raisin. Il s'appuie également, 
à tor t  à notre avis, sur une note de DUCLAUX (1885) qui montre que 
des graines stérilisées peuvent germer : ce qui veut dire seulement, 
à nos yeux, répétons-le, que les bactéries qui se trouvent à l'extérieur 
de la graine ne sont pas indispensables à la germination. Mais cette expé- 
rience ne renseigne absolument pas sur la présence de bactéries dans 
les tissus. 

Puis, passant à la critique expérimentale FEKNBACH reprend les 
expériences de GALIPPE mais avec seulement deux milieux (qui nous 
semblent assez mal choisis : bouillon de veau et bouillon de navet sucré). 
E n  opérant avec la tomate, le navet, la carotte, la betterave, la pomme 
de terre il trouve, pour 533 explantats 6,s % d'ensemencements féconds 
qu'il attribue immédiatement à des pollutions extérieures. Ce qui conduit 
à Ia conclusion : «les tissus végétaux normaux constituent pour les microbes 
un filtre parfait, ils ne peuvent être envahis par eus qu'à la suite de 
causes tout à fait accidentelles )I. 

Le docteur GALIPPE répond immédiatement (1S87) à ces objections 
(( J e  ne crois pas que les tissus vivants qu'ils appartiennent à des végétaux 
ou à des animaux opposent une barrière infranchissable à la pénétration 
des infiniments petits. Si mes expériences sont en contradiction avec 
les idées actuellement recues dans la science je n'y attache pas d'impor- 
tance attendu que le respect quand même des notions acquises ou réputées 
telles serait un obstacle au progrès de la science 1). 



Pour répondre à l'objection des pollutions atmosphériques il effectue 
des enseniencements avec une matière minérale (la pierre ponce) sans 
qu'aucun sur 79 ne soit fécond. 

Examinant ensuite l'argument qui consiste à dire que tous les 
végétaux expérimentés ont été coupés et que par cette blessure les micro- 
organismes ont pu pénétrer, il refait une série d'explantats dans des 
végétaux soigneusement récoltés sans blessure : il aboutit aux mêmes 
résultats. Il maintient donc intégralement les conclusions de sa première 
note. 

Cependant la controverse est loin d'être achevée. Ce sujet on le 
constate, anima fort certains esprits pendant la décade 1880-90. Cette 
fois c'est en Italie que DI VESTEA (1888) également médecin, intitule 
l'année suivante une note : « De l'absence des microbes dans les tissus 
végétaux 1). Ce travail se présente dès les premières phrases comme une 
réponse aux travaux précédents. Dans la partie expérimentale l'auteur, 
utilisant une technique très proche de celle de GALIPPE pour analyser 
l'intérieur des tissus de végétaux ayant poussé sur des terrains d'épandage, 
aboutit aux conclusions suivantes : 

- les cultures dans le vide ou dans l'air obtenues à partir de plantes 
recueillies par l'auteur sont régulièrement restées stériles. 
- si on abandonne les mêmes végétaux à l'air pendant 24 h ou 

plus, une nouvelle prise d'essai dans les trognons (ce travail a été effectué 
sur des trognons de laitue) donnent très souvent des ensemencements 
féconds. 
- enfin, chaque fois que l'on opère sur des végétaux du commerce 

les résultats se sont montrés féconds selon un pourcentage moyen bien 
supérieur à ceux qui avaient été obtenus jusque là par d'autres auteurs. 

DI VESTEA n'est pas du tout embarrassé pour interprcter, en parti- 
culier, ce dernier point : il conclut que : « les jardiniers et les marchands, 
pour conserver aux produits leur fraîcheur naturelle les arrosent avec 
de l'eau très ... riche en microbes 1). Puis, maniant le paradoxe d'une 
façon très surprenante il écrit qu'il n'y a pas de dérogation à la loi selon 
laquelle les tissus végétaux normaux sont impénétrables pour les microbes. 
l'l'une part il admet donc, pour expliquer des résultats, que les bactéries 
déposces à la surface pénétrent dans les tissus et d'autre part pour repren- 
dre des idées à l'honneur il déclare que les membranes sont impénétrables. 
Bien entendu il n'est pas possible de tenir compte de ces résultats. 

Beaucoup plus prudentes et valables sont les critiques que LAURENT 
adresse à nouveau, en 1890 à la théorie de l'existence de micro-organismes 
dans les tissus végétaux sains. En ensemençant des milieux de culture 
avec de la sève de vigne, il n'obtient pas de prolifération bactérienne. 
11 pense donc que les vaisseaux des plantes ne renferment pas de bactéries. 

Si l'on tente d'analyser l'ensemble des travaux publiés entre 1880 
et 1890, dont nous venons de rendre compte, on remarque qu'ils ont en 
commun un certain nombre de caractères. Ils ont, d'une part tous été 
l'œuvre de médecins belges, italiens et français, très impressionnés 
par les découvertes et l'autorité de PASTEUR. Ils se sont tous, d'autre 
part, posS une seule question : les cellules végétales saines hébergent-elles 
normalement des micro-organismes ? 



Les uns beaucoup plus influencés par des idées préconçues et une 
fâcheuse tendance à généraliser, répondent par la négative souvent 
sans s'appuyer sur de suffisantes preuves. 

Les seconds mettent au point une méthode qui leur permet de 
répondre à la question par l'affirmative. Lorsque leurs résultats sont 
positifs il est bien facile à leurs adversaires d'avancer la possibilité de 
pollutions extérieures. 

Quoi qu'il en soit le doute persiste : ce fut une période d'active 
controverse. 

II .  - DEUXIÈME CONTROVERSE - 1910-1923 : 

(( les Symbiotes n 

L'étude des bactéries associées ailx tissus apparemment normaux, 
après avoir suscité les échanges que nous venons de relater, subit pendant 
une vingtaine d'années, de 1890 à 1910, une sérieuse éclipse. Pourtant 
l'un au moins des protagonistes GALIPPE, dont nous avons évoquc les 
travaux, après un long silence, qu'il mit sans doute à profit pour préciser 
ses idées, publie en 1917: (( Parasitisme normal et symbiose » ; le titre 
indique assez à lui seul le chemin parcouru. L'auteur défend, en biologie 
générale, la conception d'un parasitisme normal reposant sur des infi- 
niment petits qui régleraient nécessairement l'activité cellulaire et seraient 
en quelque sorte la concrétisation la plus simple de la vie chez les 6tres 
organisés. 

On est surpris par la hardiesse de ces points de vue. Néanmoins 
pour les contemporains, ils ne sont pas tout à fait neufs. Les affirmations 
de GALIPPE s'inscrivent en effet dans un courant qui depuis une quaran- 
taine d'années cheminait dans la pensée d'un certain nombre de scienti- 
fiques. L'apogée de ce mouvement est marqué sans aucun doute par 
la parution en 1918 du livre de PORTIER ((les Symbiotes 1). Cette publica- 
tion relate essentiellement des lravaux de biologie animale, elle est 
l'aboutissement d'idées la plupart du temps purement spéculatives 
selon lesquelles la vie cellulaire est obligatoirement symbiotique, elle 
fut enfin, comme nous le verrons, très sévèreinent coiilbattue des l'année 
suivant la parution de l'ouvrage. 

Examinons rapidement la géilése de ces conceptions. 

ALTMANN (l890), utilisant une technique spéciale, nie1 en évidence 
dans le cytoplasme de cellules animales très diverses la présence de 
petits organites dont les formes de grains simples ou associés en chaineltes 
offrent beaucoup de ressemblance avec les bactéries. Il note que ces 
corpuscules qu'il appelle bioblastes sont capables de se diviser et il leur 
donne la valeur d'unités morphologiques et  physiologiques intracellulaires. 
Cet auteur compare la cellule avec ses bioblastes à une colonie de bactéries 
vivant au sein d'une zooglée. En fait ALTMANN vient de découvrir les 
mitochondries. Pour lui cependant ces granules font partie intrinsèque 
de la cellule ; il ne les considère pas comnie des entités externes ayant 
pénétré dans l'organisme el  s'étant adaptées a la vie intracellulaire. 
C'est au contraire une conception de ce genre qui est proposée et défendue 



par DUBOIS (1887) ; ses travaux sur l'origine de la lurniére dans le regne 
animal (formation de la pourpre chez Murex trunculus) placent le siège 
de la fonction chromogène dans des corpuscules intracellulaires qu'il 
appelle les « z~acuolides zymaziques » ou (( sphérules élémentaires )). 

MERCIER (1907) considère les (( bactéroïdes 11, dont sont bourrées 
chez les Blattes certaines cellules du corps graisseux, comme de véritables 
bactéries symbiotiques qu'il retrouve dès l'embryon. Ce fait est très diver- 
sement interprété et même compléternent contesté par JAVELLY (1914). 

Un peu plus tard PIERANTONI (1910) va préciser les précédents 
résultats. Ses premières recherches établissent la présence de levures 
symbiotiques, transmissibles par l'ceuf, dans les cellules d'un tissu appelé 
mycétome au sein des corps jaunes d'un puceron (Icerya purchasi) (1). 
Des formations analogues étaient déjà connues chez d'autres insectes. 
BUCHNER (1918) confirme ces résultats et les étend à d'autres familles. 
PIERANTONI parvient à cultiver les levures in vitro et attribue à ces 
micro-organismes un rôle dans la production d'enzymes amylolytiques. 
Il tente ensuite (1918) d'étendre cette conception symbiotique au problème 
de la luminosité animale en particulier chez les Céphalopodes. Il constate 
que l'émission de la lumière est due à la présence de bactéries qui, chez 
l'animal, vivent dans les tubes glandulaires de l'organe lumineux e t  
se transmettent régulièrement de génération en génération par l'œuf. 
L'un de ses collaborateurs ZIRPOLO (1917 et 1918) détermine ces bactéries 
photogènes. Puis, se laissant entraîner, PIERANTONI tente d'étendre 
ses résultats à tous les animaux producteurs de lumière, enfin de là à 
toutes les actions diastasiques. Il attribue aux inclusions cytoplasmiques 
une origine externe, une vie autonome et une activité spécifique dont 
bénéficie la cellule : c'est la « symbiose physiologique héréditaire » (1919). 

Vint alors en 1918 la parution de : (( Les Symbiotes » de PORSIER. 
S'appuyant sur ses propres travaux (1911), portant sur la présence 
d'un champignon du genre Isaria dans le tube digestif d'une chenille 
xylophage, ainsi que sur les résultats de PIERANTONI, il forrnule de façon 
très rigide et souvent théorique des idées très générales remettant en 
question des notions fondamentales de la biologie. 

Dès la préface de son ouvrage (2) la théorie est parfaitement définie. 
La cellule n'est pas l'unité fondamentale de la vie ; elle est essentiellement 
un complexe symbiotique. Les mitochondries sont des symbiotes. Dans 
l'immense majorité des cas l'adaptation des symbiotes au milieu cellulaire 
est devenue si parfaite, leur transformation si profonde que l'association 
est très difficile et probablement impossible à rompre. Le micro-orga- 
nisme est définitivement domestiqué, il est incapable de vivre en dehors 
de la cellule. On peut donc distinguer, selon l'auteur : 

- des êtres autotrophes : les bactéries chez lesquelles les recherches 
histologiques les plus soignées n'ont pu mettre en évidence de mitochondries 
ou symbiotes, 
- des êtres hétérotrophes : végétaux et animaux chez lesquels 

on a pu découvrir des symbiotes. Tous ces organismes sont constitués 
par (( l'emboîtement 11 de deux êtres différents. 

(1) De i'avis de CAULLERY (1922) ces r6sultats sont indiscutables. 
(2) Nous donnons en annexe (Al p. 185) un extrait textuel. 



Le cytoplasme et le noyau de la cellule pourraient être élaborés 
par les symbiotes. Ceux-ci, d'après PORTIER, ne se développeraient pas 
en concurence vitale avec la cellule, ils ne l'envahiraient jamais au point 
de l'infecter véritablement et de la détruire. Ils seraient les auxiliaires 
indispensables du métabolisme de la cellule, sans que celle-ci en souffre 
et sans que le symbiote lui-même soit digéré. Il y aurait, dans cet état 
de vie en commun, un équilibre intracellulaire parfait sans lutte des 
éléments constituant l'association symbiotique. 

Les ètres vivants, poursuit l'auteur, doivent être réensemencés 
en symbiotes à intervalles plus ou nioins fréquents sous peine de s'ache- 
miner vers une déchéance progressive. Chez les Végétaux ce sont les 
mycorhizes qui pourvoient à ce réenseniencement ; chez les Animaux 
ce sont les aliments d'origine végétale. 

Les symbiotes que PORTIER a isolés et cultivés sont des aérobies 
stricts, leur température optimale de culture varie avec leur origine, 
ils sont très polymorphes et résistent très bien à la chaleur : ils sont 
donc caractérisés par leur grande malléabilité physiologique et iriorpho- 
logique (1). 

Bien entendu devant de telles affirmations on resle perplexe. La 
lecture de l'ouvrage frappe surtout par la façon dont l'auteur, entraîné 
par son imagination, a pu exploiter un très petil nombre de faits scienti- 
fiques d'observation ou d'expérimentation pour formuler des théories 
générales bouleversant complètement, de son aveu même, les notions 
classiques et régissant à la fois le règne animal et végétal. Cette attitude 
s'explique peut-être par des circonstances historiques (1918) ou le contexte 
scientifique très marqué notamment par les travaux sur les nodosités 
des Légumineuses. 

Quoi qu'il en soit, comme on pouvait le prévoir, la critique ne se 
fit pas attendre. Dès l'année suivante LUMIERE (1919) publiait le « Mythe 
des Symbiotes 11. L'auteur ne conteste pas le fait que la vie des cellules 
à l'état physiologique normal ou sensiblement normal soit quelquefois 
compatible avec la présence de micro-organismes dans les tissus, inais 
s'insurge contre la généralisation abusive de ce fait et la théorie de « l'em- 
boîtement 1). LUMIERE a réalisé de nombreux essais qui l'amènent à conclure 
que la symbiose (au sens de PORTIER) n'existe pas et que les spores 
de saprophytes isolées qui sont rencontrées par accident dans les tissus 
normaux ne jouent aucun rôle dans le métabolisme de la cellule. Les 
exemples de symbiose que l'on rencontre dans la nature, rappelle-t-il 
d'autre part, correspondent toujours à une lutte entre le parasite et la 
cellule et non a un état d'équilibre vital entre ces deux éléments. Enfin, 
affirme-t-il, on ne saurait confondre mitochondries et bactéries. 

Sur ce point particulier les cytologistes GUILLIERMOND, LAGUESSE 
et REGAUD rejettent formellement et presque simultanément (1919), 
l'identité que prétend établir PORTIER entre les mitochondries et les 
bactéries symbiotes. Ces spécialistes, ils le soulignent eux-mêmes nette- 
ment, limitent leurs critiques à cette partie des conceptions de l'auteur. 
Ils reconnaissent que la symbiose est susceptible de jouer un rdle beaucoup 
plus important que l'on ne l'a admis jusqu'ici et ils considèrent que le 

(1) L'américain WALLIN (1922) s'est rallié aux opinions de PORTIER. 



nombre de cas conilus de symbiose puisse aller en augmentant. Cependanl, 
remarquent-ils, malgré l'analogie inorphologique, il existe de profondes 
différences entre les mitocliondries et les bactéries. Les premières en 
effet, sont très fragiles et extrêmement sensibles aux variations de pression 
osmotique et de température, elles sont très altérées par les fixateurs 
à base d'alcool, de chloroforme et d'acide acétique, tandis que les secondes 
résistent beaucoup mieux à ces réactifs et à la chaleur. PORTIER a d'ail- 
leurs noté lui-même la très grande résistance des bactéries symbiotes 
à la chaleur. 

Plus tard MILOVIDOV (1928 a et b) revient encore sur cette question 
et met au point une méthode de double coloration permettant de diffé- 
rencier le chondriome des bactéries. Il applique cette technique, que 
nous avons nous-même employée et décrirons plus loin, à l'observation 
des bactéries symbiotes dans les tubercules radicaux de plusieurs Légu- 
mineuses ( L u p i n u s ,  Tri fol ium,  Galega, Carmichaelia) dans les espaces 
intercellulaires des feuilles d 'drd is ia ,  Pauetta, Dioscorea et aussi dans 
certains tissus animaux. Il peut dans ces conditions distinguer au sein 
des cellules les bactéries et le chondriome. 

Ce travail met un terme à la discussion : les chondriosoines ne sont 
pas des bactéries symbiotes. La théorie cellulaire classique subsiste, 
la symbiose reste un phénomène réel mais exceptionnel : on ne peut 
prétendre qu'elle représente la forme fondamentale de la vie cellulaire. 
Ainsi s'achève cette période de controverse animée surtout par des travaux 
de biologie animale et centrée essentiellement sur un travail certes assez 
captivant par l'ampleur et l'audace de ces conceptions mais, qui, reposant 
sur des bases expérimentales beaucoup trop fragiles, est finalement 
par ses exagérations de nature à discréditer un sujet qui mérite pourtant 
pensons-nous, en biologie végétale, de retenir l'attention. 

III. - NOEL BERNARD ET SES TRAVAUX 
SUR LA POMME DE TERRE 

Nous ne pouvons quitter la période précédente sans rappeler au 
moins brièvement les passionnantes recherches de BERNARD. En effet, 
il s'est beaucoup lui aussi intéressé à la symbiose, mais surtout, et c'est 
essentiellement pour cette raison que nous ne voulons pas négliger d'en 
parler, l'étude de la pomme de terre représente une partie importante 
de ses travaux ; nous avons, en effet, nous le verrons, consacré à cette 
plante la majeure partie de nos propres recherches. 

BERNARD (1902 a), on le sait, commença sa carrière en montranl 
que la germination des Neottia n idus  avis ne peut s'effectuer dans la 
nature que lorsqu'un champignon endophyte, associé à la plante adulte, 
a pénétré dans l'embryon. Ce chercheur réussit ensuite a obtenir la 
germination des graines d'orchidées in vitro en présence d'une culture 



de Rhizoctonia repens (1909). Cela fut, notons-le au passage, l'occasion 
de démontrer l'existence d'une immunité humorale chez les végétaux 
(1911 a) (1). 

Puis BERNARD étudie, chez les Ophrydées, les rapports entre la 
symbiose et la tubérisation (2) et montre expérimentalement que cette 
dernière est la conséquence et le symptbme de l'invasion des racines 
par des champignons symbiotiques. 

1 

Ce savant est alors tenté de vérifier la généralité de cette découverle 
et, par une extrapolation assez audacieuse mais cependant féconde, 
il choisit pour cela la pomme de terre dont le cycle évolutif ressemble 
assez étroitement à celui des Ophrydées (alternance d'une pliase de diffé- 
renciation et de tubérisation). N'ayant obtenu aucun résultat en partant 
de plantes cultivées il entreprend alors l'étude de Solanées sauvages 
(Solanum Dulcamara) et conformément a ses prévisions il trouva dans 
leurs racines une large infestation par un champignon (1911 b et c). 
Peu de temps après, il fait les mêmes observations à partir de pommes 
de terre sauvages (Solanum maglia) originaires d'Amérique du Sud. 
(hime BERNARD et MAGROU, 1911 ; BERTHAULT, 1911). 

Pour BERNARD les pommes de terre cultivées se sont affranchies 
de leur endophyte en raison des conditions physico-chimiques, notamment 
de pression osmotique, créées dans le sol par les pratiques culturales 
et remplaçant l'action du champignon. BERNARD (1902 b) lui-même, 
mais surtout plus tard MOLLIARD (1915, 1939) et MAGROU (1939, 1941), 
cnt précisé la nature des conditions équivalant à la symbiose. La produc- 
tion des tubercules est caractéristique d'un certain degré de concentration 
de la sève. Ces auteurs ont pu provoquer expérimentalement la formation 
de tubercules, en culture aseptique in vitro, en apportant des glucides 
soit par le milieu nutritif soit en augmentant l'assimilation chlorophyl- 
lienne. Il est donc logique de penser que le champignon endophyte agit 
de la même façon : hydrolysant l'amidon, il augmente la pression osmo- 
tique cellulaire jiisqu'au niveau compatible avec la tubérisation (MAGROU, 
1943). 

IV. - SCHANDERL ET LA THGORIE DE LA 

(( TRANSMUTATION » 

SCHANDERL de l'Institut de Botanique de Geisenlieim s'est très 
vivement intéressé, depuis 1939, à l'existence de bactéries dans les tissus 
des végétaux apparemment sains ; son travail mérite d'être analysé 

Dans un premier et long article (1939) il donne beaucoup de tech- 
niques d'isolement et conclut : 

10 chez les Légumineuses, Bacillus radicicola n'est pas uniquement 
localisé dans les nodosités, on peul: le rencontrer dans tous les organes 
de la plante. 

(1) Gtudiée ultérieurement par d'autres scientifiques : MAGROC (1918-1920), CAPPEL- 
1.EïTI (1924), NOBECOURT (1927). 

(2) L'auteur donnait à ce terme un sens très large englobant la formation de buibes, 
de rhizomes ou de tubercules. 



20 des bactéries de type Bacillus radicicola peuvent être isolées 
de plantes n'appartenant pas à la famille des Légumineuses, notamment 
des espèces rudérales (Composées, Crucifères, Graminées, Caryophyl- 
lacées). 

30 chez Diplofaxis tenuifolia les bactéries symbiotiques peuvent 
fixer l'azote atmosphérique. 

40 des micro-organismes, généralement assez mal situés dans la 
classification, ont été obtenus à partir des tissus internes de tubercules, 
fruits et feuilles succulentes. 

Dans les publications suivantes SCHANDERL (1942, 1947, 1953, 
1962 a et b) précise ses résultats, répond aux violentes critiques qui 
ne tardent pas à être formulées (BURCIK, 1940, RIPPEL, 1940, FISCHER, 
1948) et développe ses conceptions sur la signification de l'association 
entre les bactéries et les plantes. A cet égard il s'agit, à notre avis, d'une 
remise à l'honneur de la thèse de (( l'emboîtement )) de PORTIER. La 
cellule végétale, selon lui, n'est pas la plus petite unité de vie de la plante, 
chaque cellule est une somme d'unités de vie plus petites ». (( On ne 
devrait pas parler, dit-il encore, d'expériences d'isolement de bactéries 
à partir d'un tissu végétal sain e t  normal mais bien de tentatives de 
régénération de plus ou moins petites unités de vie de la cellule végétale 
en formes de vie indépendantes : les bactéries ». 

En effel, d'après les écrits récents de cet auteur les bactéries isolées 
proviendraient de la transformation non seulement des mitochondries 
mais aussi des autres organites de la cellule (noyau, chloroplastes et 
autres plastes). Ces conclusions s'appuient sur des expériences qui consis- 
tent à introduire localement dans des tomates vertes par exemple des 
cristaux stériles de KHCO, et à prélever toutes les 12 ou 24 h, en prenant 
toutes les précautions de stérilité, des fragments de tissus plasmolysés 
à la suite de cet apport. Le 5 e  jour des bactéries indépendantes et mobiles 
apparaissent. La (( fransmutafion )) des organites cellulaires se déroule 
de la façon suivante : stade des filaments, stade bactéroïde, stade des 
bactéries groupées en colonies, phase de sporulation. 

Envisageant ce problème au point de vue de l'évolution 
SCHANDERL (1) pense qu'au cours de l'expérience de la plasmolyse on 
détruit la vie de la cellule sans toucher à celle des organites qui s'y trouvent 
Ces derniers reprennent alors leur individualité comme il y a des 
millions d'années avant qu'ils se soient unis à un organisme supérieur. 

Cet auteur, a pris l'initiative pour renforcer ses positions, d'analyser 
dans (( Der Kartoffelbau )) (SCHANDERL 1963) les résultats que nous 
avons jusqu'ici publiés. Il écrit notamment : (( ses (2) travaux étant 
illustrés de microphotographies on peut se rendre compte que les bactéries 
se régénèrent a partir des organites cytoplasmiques en passant par des 
formes intermédiaires ». î\'ous tenons à préciser que si la rédaction de 
cet article nous avait été soumise avant publication, ce passage au moins 
eût été supprimé. Dans l'ensemble de nos recherches nous n'avons ren- 
contré aucun indice permettant d'accréditer la thèse de la (( transmu- 
tation )) émise par SCHANDERL : nous la considérons comme une pure 
spéculation. 

(1) Dans une lettre du 6 18 163. 
(2) 11 s'agit de nos publications. 



V. - OBSERVATIONS E T  CONCEPTIONS DIVERSES 

Dans le cadre de cet historique seuls des problèmes assez généraux 
e t  les controverses qu'ils suscitèrent ont retenu jusqu'ici l'attention. 
Pourtant, dans le même temps, parurent un certain nombre de travaux 
moins importants, plus particuliers, plus courts et plus variés ; ils méritent 
d'être succintement analysés. 

De 1890 à 1938 seulement peu d'auteurs, souvent de langue alle- 
mande, s'intéressèrent à la présence de micro-organismes à la surface 
ou à l'intérieur des organes végétaux. 

Trois chercheurs durant cette période ont étudié la survie de micro- 
organismes inoculés au sein des tissus. Certes avant eux VAN TIEGHEM 
(1884) avait constaté que si l'on plonge dans un milieu renfermant le 
Bacillus amylobacter un fragment de tige de façon à ce qu'une partie 
soit immergée et l'autre émergée, on constate que les micro-organismes 
montent, dans la tige, légèrement au-dessus du niveau de l'eau, mais 
sont arrêtés là dans leur progression. LOMINSKY (l890), par ailleurs, 
ayant cultivé du blé dans de la terre ensemencée avec des bactéries 
pathogènes connues, prétend retrouver ces microbes dans la tige et les 
feuilles de la plante. 

Mais en 1894 RUSSEL va développer ces idées très méthodiquement. 
Sa méthode consiste à inoculer des bactéries à un niveau donné du végétal 
et à étudier ensuite à quelle distance du point de départ on peut retrouver 
les micro-organismes. Il détermine aussi quelle est la durée de leur survie 
(Tableau 1). 

L'ensemble de ses expériences permet à l'auteur d'aboutir aux 
conclusions suivantes : 
- un très grand nombre d'espèces bactériennes, contrairement 

à ce que l'on pensait, peuvent vivre dans les cellules des plantes supé- 
rieures quelquefois pendant longtemps. 
- celles qui y vivent le plus longuement sont les espèces sapro- 

phytes. 
- parmi les parasites animaux peu de germes peuvent vivre long- 

t e m ~ s  dans les végétaux. 
- non seulement beaucoup d'espèces peuvent vivre dans la plante 

de 40 à 80 jours mais beaucoup d'entre elles sont capables d'envahir 
les tissus voisins jnsqu'à une distance de 2 à 5 cm du point d'inoculation. 
- la pénétration se fait dans le sens vertical de bas en haut. 
- les bactéries sont intracellulaires : elles pourraient traverser 

les membranes. 

Ces faits dit l'auteur expliquent que l'on ait pu mettre en évidence 
l'existence de bactéries dans les plantes saines. Il y aurait dans ce cas 
pénétration de micro-organismes par des lésions invisibles des plantes. 
Mais ce chercheur pense que normalement la plante saine est exempte 
de bactéries. 

ZINSSER (1897), après s'être rangé à l'avis de FERNBACH selon 
lequel les tissus végétaux normaux sont stériles, précisait qu'après avoir, 



1 Durée 1 

B. prodigiosus. 
id. 
id. 
id. 

B. butyricus. 
id. 

B. luteus. 
B. megaterium. 

id. 
id. 

B. coli. 
id. 

B. ac. lacfici. 

1 ïradescantia 
1 id. 

/ Geranium 
I id. 

id. 
1 Phaseolus 
1 Geranium 
/ Phaseolus 

id. 
I Geranzum 
1 id. 
1 
I 

id. 
id. 

t + grand nombre de bactéries, 
-t nombre modéré, 

O absence de bactéries. 

Tableau 1. - Action des saprophytes sur les tissus végétaux (d'après RUSSEL). 

dans des racines, des tiges et des feuilles, inoculé des bactéries, celles-ci 
ne se déplacent et ne se développent que très peu à l'intérieur des tissus. 

Tel était aussi à peu près l'avis de BERTHOLD (1917). Il sectionne 
transversalement une plante ligneuse, dépose sur la surface de coupe 
une suspension bactérienne e t  constate que, selon les végétaux, les 
micro-organismes pénètrent dans l'organe à des distances correspondant 
à la longueur des vaisseaux de la plante étudiée. Les cloisons transver- 
sales de ces derniers se comportent donc comme des filtres. La survie 
des bactéries dans les tissus peut atteindre 10 mois mais elles ne proli- 
fèrent pas. 

Si NESTLER (1899) a pu isoler des champignons à partir des tissus 
internes du fruit de Juniperus communis, c'est essentiellement aux 
bactéries de la surface des plantes que furent consacrés les travaux de 
BURRI (1903) et DUGGELI (1905 et 1906). Leurs articles n'ont plus aujour- 
d'hui qu'un faible intérêt et présentent des tableaux donnant des rensei- 
gnements d'ordre qualitatif (Bacterium radicicola, B. aureum, B. fluo- 
rescens) et quantitatif sur les bactéries se trouvant à la surface de fruits, 
semences, jeunes pousses et tiges de plantes diverses, notamment des 
Graminées. 



HILTNER (1904), de son côté, s'est intéressé à la surface mais aussi 
à l'intérieur des tissus des racines dont il isola des bactéries. Le premier 
il proposa le terme de « bacteriorhiza » pour interpréter ses résultats. 

Ayant examiné des plantes d'Ardisia crispa dont les feuilles portent 
de petits nodules bactériens, VOUK (1913) a retrouvé des bactéries éga- 
lement daris la graine (embryon et albumen), la fleur et le pédoncule 
du fruit. 

En 1917, nouvelle réaffirmation de la stérilité des tissus végétaux ; 
pour BERTHOLD les tissus normaux des plantes herbacées et ligneuses, 
n'hébergent pas de bactéries. 

Au contraire, si l'on en croit CAUDA (1925), la maturation de certains 
fruits (Pirrrs Malus, Mespilus, Musa etc ...) résulterait d'une activité 
microbiologique exercée à l'intérieur de ces organes par des bactéries 
(Bacillus Piri CAUDA et Bacillus Mali LAUDA). 

PEROTTI (1926) dont les travaux et écrits sont postérieurs à ceux 
de PIERANTONI et PORTIER a visiblement conservé de ce dernier la nolion 
de « micro-organismes physiologiques 1). Il a pu isoler des bactéries à partir 
de racines d'abord de Diplotaxis erucoides el Calendula olficinalis 
(1919-1920) puis ensuite (1922) de nombreux phanérogames (Caryo- 
phyllacées, Chenopodiacées, Composées, Crucifères, Euphorbiacées, Gra- 
minées, Labiées, Malvacées, Papaveracées). Les bactéries sont inter 
et intracellulaires et sont seulement situées dans la zone corticale des 
racines. L'auleur ne se préoccupait pas de savoir si les micro-organismes 
isolé5 sont ou non fixaleurs d'azote, il pensait plutôt a l'intervention 
par la secrétion d'enzymes. Pour lui la présence des bactéries pourrait 
ne pas être nécessaire, mais elle serait néanmoins sans doute avantageuse. 
L'étude biologique du sol devrait, pense-t-il, s'étendre des limites de 
l'édaphosphére (splière générale d'élaboration des aliments) à celle 
plus précise de l'histosphére (sphère de rapports intimes entre bactéries 
et organes radiculaires). On passerait du (( microbe » à peine influencé 
par les produits reflués de la vie d'une espèce déterminée au microbe 1) 

ayant pénétré dans les méandres de l'agencement de la plante (bacté- 
riorhize). On atteindrait ensuite des conditions d'équilibre qui uniraient 
les micro-organismes à la plante d'une manière plus ou moins indissoluble 
(ultra-sym biose). 

Après ces considérations intéressantes mais parfois un peu grandiose 
e t  théoriques, il faudra attendre jusque 1938 pour que l'on commence, 
la plupart du temps isolément, à s'intéresser à la présence de bactéries 
au sein des tissus. 

Entre temps et dans un domaine voisin, les recherches de CAPPEL- 
LETTI et CERUTI (1933-1939) desquelles on peut rapprocher celles de 
NIETHAMMER (1943), établirent l'existence de champignons (Clados- 
porium herbarum, Eurofium repens, etc ...) dans les ovules de plantes 
alpines (Calluna uulgaris, Pirola secunda, Campanula barbafa, Rhodo- 
dendron hirsutum) ; cette infestation ne semble pas nuire a la maturation 
normale des graines. 

En  1939, année qui marqua la première publication de SCHANDERL, 
HOMWALTER et KIRALY (1939), élèves de SZILVASI - qui ne publia 
qu'un peu plus tard (1942) - effectuèrent des travaux expérimentaux 
sur des fruits de Ribes grossularia et Vitis vinifera. Ils arrivèrent à la 
conception que les levures (Saccharomyces sp.) ne se trouvent pas uni- 



quement a la surface des fruits mais aussi a l'intérieur de la pulpe. En  
enfermant des fruits stérilisés dans des récipients clos ils constatèrent 
qu'il se produit une fermentation aboutissant a la mort des cellules. Celle-ci 
est attribuée à la présence, a côté des levures, de bactéries anaérobies ; 
a l'air cette transformation ne pourrait s'effectuer en raison de l'inhi- 
bition exercée par l'oxygène de l'air. 

HENNIG et VILLFORTH (1940), élèves de SCHANDERL, trouvèrent 
des bactéries (une seule détermination : Bacillus planticola rubescens) 
dans de nombreux organes de beaucoup de plantes (ortie, radis, pomme 
de terre, tomate). Devant les critiques qui s'élevaient ils affirmèrent 
que la stérilisation des surfaces donnait la certitude que les bactéries 
sont bien dans les organes. Ils étendirent ces conclusions à toutes les 
plantes et firent de la symbiose fixatrice d'azote une nécessité. 

STUHRK (1941) et ELFVING (1941) partagèrent ces points de vue. 

Ces affirmations exagérées furent tempérées par quelques avis 
plus restrictifs. MARCUS (1942) confirma que de l'intérieur des fruits sains 
on peut isoler des champignons, levures ou bactéries, mais cela n'est 
pas général. Par exemple dans 91 % des cas il a pu extraire le Bacillus 
vulgatus des fruits de Cucurbita Pepo. La pénétration de l'hôte aurait 
lieu par le stigmate. Pour lui les fruits des céréales hébergent des champi- 
gnons de familles différentes (Tableaux dans la publication). Aucun 
micro-organisme n'a pu être isolé des graines de Vicia Faba, de fruits 
de Viscum, (i Pirus )) et (( Malus ». Par contre la pulpe des fruits de Prunus 
cerasus et Ribes Uua crispa, contient des levures et des bactéries. Pour 
l'auteur ces phénomènes ne sont pas spécifiques, ils n'appartiennent 
pas nécessairement a la symbiose ; il s'agirait plutôt de maladies d'infec- 
tion inhibées. 

E n  1940, a la suite d'une publication de SCHANDERL, BURCIK s'était 
élevé contre l'idée de la présence de bactéries dans les cellules appa- 
remment normales des plantes. Un peu plus tard (1948), à la suite de 
ses propres travaux, il nuança son opinion. Reconnaissant la présence 
de micro-organismes au sein des tissus, il ne lui attribue qu'un caractère 
exceptionnel d'infection. Il relate lui-même l'isolement de bactéries 
à partir de tubercules de Solanum tuberosum, des graines de Vicia Faba 
des fruits de Solanum Lycopersicum et pense que la pénétration des 
parasites s'effectuerait par le style. 

BUCHTA (1948) parvint a des résultats analogues en étudiant des 
graines de Légumineuses. 

La même année SANFORD indiqua qu'il isolait régulièrement des 
bactéries à partir de tubercules de Solanum fuberosum, des tiges de 
Phaseolus uulgaris et des racines de Medicago et Melilotus. Une seule 
espèce a été déterminée : Bacillus radiobacter. La stérilisation du sol 
par la vapeur, la désinfection des lots, la plantation de tubercules entiers 
ou coupés, n'ont pas de répercussion sur le nombre de micro-organismes 
isolés des tiges. 

TERVET et HOLLIS (1948) firent des constatations analogues (pomme 
de terre, carotte, navet et betterave). Ils considèrent que les bactdries 
(prédominance de Gram -) présentes seulement en faible nombre, pénè- 
treraient soit par les cicatrices des blessures naturelles causées par l'émer- 



gence des radicelles secondaires soit par les lenticelles des organes de 
réserve. HOLLIS seul revient en 1951 sur cette question et isole des tissus 
de la pomme de terre un certain nombre d'espèces bactériennes (Bacfe- 
rium globiforme Conn, Aerobacter cloacae Jordan et Bacillus megaterium 
De Bary) quis ont surtout localisées dans les régions très vascularisées 
des tubercules. 

Un peu plus tard, THOMAS et GRAHAM (1952) révèlent l'existence 
de bactéries apparemment passives dans les tissus des haricots sains. 

Ayant examiné des organes divers (tiges, feuilles, racines) de végétaux 
très variés (Dactylis glomerata, Malua siluesfris, Gallium Mollugo, etc ...) 
TONZIG et BRASSI-ORSENICO (1955) confirmèrent les travaux d'isolement 
de bactéries publiés précédemment, notamment par SCHANDERL ; mais 
ils ne défendirent pas la conception de la symbiose obligatoire ni celle 
de la transmutation. 

Un peu plus tard, PHILIPSON et BLAIR (1957) montrèrent qu'il 
existe une flore bactérienne assez diverse dans les racines de Trifolium 
pratense et T. sribterraneum. Parmi les espèces isolées figurent : Flauo- 
bacferium rhenanus, Bacillus megaterium et Aerobacter cloacae. La même 
année, SMITH et KIVEN relatèrent l'isolement de Leuconostoc mesenteroides 
(cocci Gram +) à partir des taches grises apparaissant dans les tissus 
de tubercules de pomme de terre (variété White rose). DAWID (1957) 
de son c6té examina la possiblité de développement des bactéries dans 
les tissus de tomate. 

11 faut enfin signaler les travaux entrepris, en relation avec SCHAN- 
DERL, à l'Institut de recherches alimentaires de Revaliot (Israël). La, 
en effet, SAMISH et ses collaborateurs (1957 et 1959) isolèrent à partir 
des fruits de concombre, en prenant toutes les précautions d'aseptie, 
des bactéries non déterminées. Le nombre moyen de celles-ci par ml 
de jus de fruit est considérable (4.000). La population bactérienne s'accroit 
à inesure que les prélèvements sont effectués plus loin de l'insertion 
sur la tige. 

Travaillant sur le fruit de la tomate, le même auteur et ses colla- 
borateurs (1961) précisèrent qu'ils pouvaient en isoler de nombreuses 
espèces bactériennes. Celles-ci appartiennent au groupe des Gram - : 
sur 43 obtenues, 6 sont des Enterobacteriacece, 3 des Achromobac- 
teriaceæ et 34 des Pseudomonadacece. Sur 172 tomates examinées, 
59 contenaient moins d'une bactérie par cm3 de jus, 51 en hébergeaient 
de 1 à 300, les autres davantage. Aucune théorie n'est avancée pour 
expliquer le mode de pénétration des micro-organismes dans les organes. 

De la graine de Datura stramonium, KARDOS (1964) a isolé des 
micro-organismes (non déterminés) qui peuvent élaborer un facteur 
présentant les propriétés pharmacologiques et biologiques de l'atropine. 

Enfin, dans le cadre de cette étude historique des travaux consacrés 
à la présence non pathologique de micro-organismes dans les tissus 
végétaux, il faut rappeler, en dehors de la famille des Légumineuses, 
exclue de notre propos, la présence de nodosités radiculaires dans certains 
genres disséminés parmi les Dicotylédones (Tableau 2, p. 29). 

On note aussi chez un certain nombre de plantes des excroissances 
foliaires d'origine bactérienne. VON FABER (1914), après ZIMMERMANN 



Alnus uiridis. 
Eleagnus angusfifolia. 1 HILTNER (1898). 

1 Hypophae rhamnoides. RRUNCHORST (1886). 
Shepherdia argenta. WARREN (1910). 
Myrica gale. ARCULARIUS (1928). 
Ceanofhus americanus. KELLERMAN (1911). 

Casuarinaceæ. Casuarina muricata. JANSE (1897). 
Coriaria japonica. KATAOKA (1930). 

Zygophyllace:~.  1 Fagonia arabica. 
Zygophyllum album. 

Tableau 2. - Présence de nodosités radiculaires chez des Dicotylédoncs uufrcs que les 
I,égurnineuses (1) .  

(1902), étudia en détail de telles formations chez des Rubiacées tropicales 
(genres Pavetta et Psychotria). Les bactéries se trouvent d'abord, dans 
les bourgeons, enrobées dans une substance gommeuse secrétée par 
la plante. Puis elles pénètrent par des fentes entre les cellules épider- 
iiiiques ; il se forme alors des lacunes où les bactéries se multiplient 
détruisant les cellules voisines et formant un nodule. 

Les micro-organismes passent dans les fleurs et les ovules et on 
les retrouve dans les graines entre l'embryon et l'albumen. On a pu 
éliminer les bactéries par la chaleur a l'intérieur des seinences ; les plantes 
qui en sont issues sont plus faibles. Si on inocule les plantules asymbio- 
tiques on obtient des individus normaux. Les bactéries exercent donc, 
dans ce cas, une action favorable sur le développement de leur hôte ; 
le mécanisme de cette intervention reste encore obscur. 

Des faits analogues ont été signalés 
- par ~ I I E H E  (1914) puis NEMEC (1932) pour une 7\Iyrsinacée 

tropicale (Ardisia crispa). 
- par ORR (1923) qui a observé des bactéries dans les espaces 

intercellulaires des pointes de feuilles de Dioscorea macrorira. 
- par GEORGEVITCH (1916), chez Kraussia floribunda. 

On attribue enfin, a une algue (Anaboena cycadee) la formation 
de nodosités sur les racines de Cycas. BOTTOMLEY (1909) avait également 
décelé dans ces nodules la présence de Bacillus radicicola et Azobacter. 
SPRATT (1911) puis DOUIN (1953) s'intéressèrent aussi a cette question. 
Ce dernier montra que l'dnaboena peut croître sur des milieux dépourvus 
d'azote combiné et conclut donc à la réalité de la symbiose entre l'algue 
e t  le Cycas. 

(1) Le lecteur intéressé pourra consulter RUHLAND (1961). Vol. VIII, p. 95. 



Avant de clore ce chapitre, soulignons que, si nous avons parfois 
émis quelques critiques, nous sommes cependant le plus souvent resté 
sur le plan historique. La relation d'un travail ne signifie donc nullement 
que nous approuvions les méthodes utilisées et les résultats ou inter- 
prétations annoncés. 

Ayant tout d'abord porlé intérêt a la polymérisation de la cellulose 
dans les membranes végétales (RIONTUELLE 1954, 1955) nous avons, 
a la suite de travaux de ce type effectués sur des axes hypolylés de 
Phaseolus uulgaris (HOCQUETTE et MONTUELLE 1955) et du fait de la 
présence constante de bactéries nitrifiantes intervenant dans ces expé- 
riences (HOCQUETTE et BUSTRAEN 1953), été arnené à étudier la stérilitk 
externe puis interne de ces organes. Ce fut le point de départ expérimental 
de nos reclierches. 



CHAPITRE II 

Isolement des bactéries. 

Détermination et répartition. 

1. - LES CONDITIONS GÉNÉRALES DE TRAVAIL 

10 La chambre stérile : 

Pour effectuer toutes les opérations de mise en culture et de broyage 
d'organes, d'isolement et de repiquage des bactéries dans les meilleures 
conditions possibles, c'est-à-dire en éliminant au maximum toutes les 
possibilités de contamination extérieure, nous avons installé une petite 
pièce (12 mS) stérilisée par les rayons ultra violets (4 tubes de 85 cm 
Philips 57413 P40 30 W) dont nous avons vérifié l'efficacité comme 
suit. 

Si l'on ouvre dans un endroit quelconque du laboratoire un certain 
nombre de boites de Pétri renfermant un milieu de culture gQosé, stérile, 
pendant des temps compris entre 15 s et 5 mn, on constate après incu- 
bation de 48 h à 370 C, que des champignons el de nombreuses colonies 
bactériennes se sont développés (pl. 1 en bas). Les opérations corres- 
pondantes sont effectuées dans la chambre stérile préalablement éclairée 
pendant 2 h. Que l'ouverture des boites ait lieu après extinction des 
lampes (pl. 1 au milieu) ou pendant leur fonctionnement (pl. 1 en haut) 
on remarque qu'il ne se développe pratiquement plus aucun organisme 
à la surface de la gélose (2 à 4 colonies bactériennes pour une ouverture 
de 5 mn). 

Nous considérons donc que les conditions de travail dans la chambre 
stérile sont tout à fait satisfaisantes après 2 h d'éclairement en U.V. 

20 Le matériel végétal : 

Les végétaux que nous avons étudiés et dont on trouvera la liste 
au tableau 3 (p. 32) étaient tous indemnes de maladies connues. 



Tableau 3. - Végétaux et organes éfudiés dans le mémoire. 

30 Stérilisation de la surface des organes : 

Organes étudiés Familles 
- - 

Avant d'entreprendre l'isolement des bactéries intracellulaires, 
il est bien enlendu indispensable de détruire au préalable toute la flore 
de la surface des organes. Pour y parvenir, nous avons opéré de diverses 
façons. 

a )  Nous immergeons les organes à étudier, préalablement lavés 
à l'eau, dans une solution aqueuse antiseptique. Nous avons essayé 
deux produits : le clilorure mercurique (ou sublimé corrosif) et l'hypo- 
chlorite de sodiuni à des concentrations et pendant des temps variables. 
Le tableau 4 p. 33 rend compte des résultats obtenus pour la stérilisation 
des caryopses de blé et de maïs. 

A la suite de ces essais, nous avons retenu le chlorure mercurique, 
la concentration de 0,2 % et la durée de 112 h. Nous avons d'ailleurs 
pu remarquer, comme nous le montrerons ultérieurement, que le sublimé 
ne pénétrait que lentement dans les tissus. Ceci, dans le cadre de nos 
travaux, est un avantage incontestable. 

Solanacées 

Genres e t  espèces 
- 

Solanum tuberosum L. pomme de terre , tubercules 
var. Rintje 1 

Noms français 
--- 

Saskia l 
Eesterling ~ 

1 
i Viola ! 
! Hoseval 

-. 
1 i betterave racines tubérisées 

-_p.__ 1 
Coniposées Daucus Carota L. 1 carotte id. 

Cichoriunt Intybus L. chicorée 

i 
id. 

1 Helianthus tuberosus L. topinambour id. 
1 Apium graveolens L. , céleri 1 id. 
-- l 

Cruciferes 1 Brassicn Napus L. choux-navet 1 id. 
j var. esculenta 

Raphanus sativus L. radis noir i id. 
, var. niger 

1 1 
, -_  

Graminées ! ir i i icum saiiuum Lmk. blé 1 caryopses c t  

1 I plarltules 
Zea Mays L. 1 maïs caryopses et 

I 
l 

plantules 
1 _ _ _ - _ _ _  (__..__-__ 

I 
Légumineuses / Phaseolus vulgaris L. ; haricot 1 embryons 

var. Blanc d'Espa- 

i 



Iiiflueiice des rayoiis ultra-violet sur les coiiditioiis dc travail. l.es boîtes de Pétri 
renferment uii milieu iiutritif gélosé ; elles soiit ouvertes tlaiis differerites coiiditioiis 
pendaiit les temps iiidiqués cri haut de la plariche. 



b) Nous avons recours également, notamment pour les prélèvements 
dans les organes charnus, à la stérilisation par trempage dans l'alcool 
et flambage ou par passage prolongé de la surface de l'organe dans la 
flamme d'un bec Bunsen. 

Le plus fréquemment, ce second procédé est appliqué sur des organes 
déjà stérilisés par la solution antiseptique. 

(1) % de grains qui, plongés dans un milieu nutritif n'y déterminent pas de prolifération 
bactérienne. 

1 Durée / Nature du 
Concelitration 

de 
l'antiseptique 

en % 
1 de l'antiseptique 

-- - -- 

Stérilité (1) 
en % traitement 

en m n  
- - -- 

75 
94,7 

BLli Chlorure mercurique ' 
l 

30 ! 0,05 
- 091 1 - 1 092 100 

1 
1 G p z T o r i ,  =;Li 

- - -- -- .. 
MAIS 1 Chlorure mercurique . 

1 

- - -- 

60 - 
- 
- 

?:Y5 1 ;;; 
072 

- -- 
p 30 0 3  75 

60 
l 

0,s 85 
- 

30 ' - 0 7 ~  70 
- 0,l 100 
- 0 2  100 

i 
1 - , 60 0,05 85 

1 
- 091 100 
- 092 1 100 

- -  >-- - 1  -- 
I Hypochlorite de sodium. 0 3  70 

-- 70 
l , 120 1 - 1 0 0  

Tableau 4. - li'ficacité comparée de dei~x antiseptiques pour la stérilisation des 
caryopses de blé et de mais. 

40 Le milieu de base : 

Nous avons toujours utilisé, pour les ensemencements primaires, 
le même milieu de culture. Il comprend (A. 5) : 

. . . . . .  Extrait de viande (oxoïd) 
Peptone (oxoïd) 

10 g 
. . . . . . . . . . .  

Chlorure de sodium 
10 g 

. . . . . . . . .  
Glucose 

5 g . . . . . . . . . . . . . .  20 g 
Eau distillée . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

Ce milieu, réparli dans les différents récipients, est stérilisé à l'auto- 
clave (1150 C pendant 20 rnn). 

Les cultures sont incubées à l'étuve bactériologique réglée à 350-370 C. 



II. - PRÉL~VEMENT ET ISOLEMENT DES BACTÉRIES 
A PARTIR DES VÉGÉTAUX 

Bien entendu ces méthodes sont différentes selon que les organes 
sont tubérisés et charnus ou petits et déshydratés (graines, embryons). 

10 Prélèvement dans des organes charnus : 

La surface est stérilisée par immersion de l'organe entier dans le 
sublimé (0,2 % - 20 mn) puis par passage dans l'alcool immédiatement 
suivi d'un flambage au bec Bunsen. Il y a alors deux possiblités : ou bien 
laisser l'organe entier et prélever en traversant les tissus périphériques, 
ou bien le sectionner transversalement si l'on désire atteindre avec préci- 
sion des zones plus internes. Quoi qu'il en soit on chauffe davantage, 
presque jusqu'à carbonisation, l'endroit oû l'on fait immédiatement 
pénétrer un emporte-pièce ou trocart. On obtient de cette façon un 
fragment ou explantat (d'environ 30 mm de longueur et 5 mm de dia- 
mètre) qui, poussé en dehors de l'outil, est directement introduit dans 
un tube à essais (20 x 200 mm) contenanL20 ml de milieu de base stérilisé. 

Évidemment, est-il nécessaire de le préciser, tous les instruments 
sont stérilisés avant l'emploi et toutes les manipulations conduites 
rapidement près de la flamme selon les méthodes bactériologiques habi- 
tuelles. 

La blessure provoquée par la pénétration du trocart est suffisante, 
sans qu'il soit besoin de broyer, pour libérer, dans certains cas, les micro- 
organismes qui se trouvaient dans les cellules ouvertes par l'outil. 

20 Isolement à partir des petits organes : 

Les caryopses, stérilisés par le sublimé sont introduits dans des 
ampoules de 30 ml du microbroyeur de Dure1 et Sausse ; elles contien- 
nent chacune 10 ml environ du milieu de culture de base. Une incubation 
de 48 h permet d'éliminer éventuellement les ampoules dont le contenu 
pollué indique une stérilisation imparfaite de la surface des grains. 

Les tubes dont le milieu nutritif est resté stérile après contrôle, 
sont passés au microbroyeur à couteaux rotatifs. Des ampoules témoins, 
ne renfermant que le bouillon de culture sonl; soumises au même traite- 
ment afin de vérifier la stérilité du broyage. Celle-ci s'est révélée parfaite. 

Les manipulations sont identiques pour les embryons de haricot 
prélevés dans les graines à l'aide d'un scalpel. 

30 Isolement des différentes espèces bactériennes : 

Le trocart ou les couteaux du broyeur, en détruisant les parois des 
cellules, libèrent. dans certains cas des micro-organismes qui se multiplient 
activement dans le milieu. Il convient d'isoler rapidement les différentes 
espèces. 

La méthode est classique, nous l'exposerons brièvement ; elle com- 
prend : 
- prélèvement à l'aide d'une pipette Pasteur d'un ml de milieu. 



- dilution à raison d'une goutte pour 10 ml d'eau distillée stérile. 
- étalement en stries parallèles d'une goutte de ce liquide à la 

surface du milieu de base gélosé à 1,5 % et coulé en boites de Pétri. 
- après 48 h environ d'incubation à l'étuve, les colonies bacté- 

riennes se sont développées le long des stries d'ensemencement. Chaque 
espèce présente des caractères particuliers (taille, forme, coloration 
et contours des colonies) qui permettent de les différencier les unes 
des autres. 

Nous choisissons, dans chaque cas, une colonie isolée qui, prélevée 
à l'aide de l'ensernenceur à fil de platine et diluée dans de l'eau stérile, 
est soumise à un nouvel ensemencement identique à celui que nous 
venons de décrire. Cette opération a pour but de contrôler la pureté 
de chaque espèce et éventuellement de continuer l'isolement : les bactéries 
muqueuses sont en particulier difficiles à obtenir saris mélange et néces- 
sitent plusieurs purifications. 

Lorsque, sur toute la surface d'une boite de Pétri, on ne voit qu'un 
seul type de colonie, l'espèce est considérée comme isolée : elle est alors 
repiquée en tube incliné sur le milieu de base gélosé et entretenue régu- 
lièrement par repiquage tous les deux mois environ. 

40 Nombre d'échantillons examinés : 

Nous avons examiné pour chaque végétal un certain nombre d'indi- 
vidus : 

- plus de 200 pour les tubercules de pomme de terre. 
- environ 20 pour tous les végétaux dont les prélèvements ont 

eu lieu dans les racines tubérisées (carotte, betterave etc...). 

Nous avons pris, en moyenne 6 explantats par organe charnu ce 
qui a conduit à un nombre très important d'expériences d'isolement 
(500 environ). 

Quant aux caryopses et embryons, nous en avons parfois placés 
plusieurs par ampoule de broyage et les souches obtenues proviennent 
de l'étude d'environ 400 caryopses de blé et de maïs et 500 embryons 
de haricot. 

Nous avons pu de cette façon constituer une collection de 30 souches 
bactériennes issues d'organes végétaux : elle nous sert de point de départ 
pour les travaux de détermination. 

III .  - MÉTHODES DE DÉTERMINATION DES BACTÉRIES 

Outre l'observation microscopique des cultures, la détermination 
des bactéries repose sur des examens microscopiques et surtout sur les 
critères physiologiques de comportement dans des milieux de culture 
très variés. C'est l'ensemble de ces données qui permet d'aboutir aux 
caractérisations. 



Nous avons, pour éviter de surcharger ce texte, reporté, en annexe, 
à la fin du mémoire, toutes les indications pratiques et les formules 
pour la préparation des milieux e t  réactifs (1). 

10 Techniques d'observation microscopique : 
C'est par la coloration de Gram (A. 2) que commence toute déter- 

mination : nous avons utilisé la méthode de LASSEUR, DUPAIX et MAGUIT- 
~ o ~ ( 1 9 3 1 )  préconisée par BUTTIAUX, BEERENS et TACQUET (1963) sur 
des étalements provenant de cultures jeunes (48 h environ). 

L'observation des spores est très importante : elle peut être effectuée 
sur des préparations colorées au Gram mais nous avons parfois eu recours 
à la méthode de TRUJILLO (A. 3). On distingue, suivant leur position 
dans le bacille des spores centrales, subterminales ou terminales. Selon 
qu'elles déforment ou non le corps bactérien les spores sont dites défor- 
mantes ou non déformantes. 

La mise en évidence de la capsule est conduite selon la technique 
de BURRI (A. 4) à l'encre de Chine. 

20 Caractères macroscopiques : 

Pour les étudier nous avons utilisé 3 milieux différents : 

a) bouillon nutriti f  (A. 5) : il permet de déterminer un certain nombre 
de caractères (trouble, voile, collerette, dép6t). 

b) gélose nutritive en  surface (A. 6 )  l'ensemencement en stries sur 
ce milieu coulé en boîtes de Pétri donne des indications sur la morpho- 
logie et la pigmentation des colonies. 

On distingue rappelons-le : 

- colonies circulaires à contours nets 
+ type M (= mucous) : muqueuses, quelquefois très épaisses, 

brillantes, elles finissent par couler en s'étalant sur 
le milieu de culture. 

+ type S (= smooth) : lisses, en général circulaires, convexes. 
Elles présentent parfois des stries rayonnantes ou circu- 
laires mais ne s'étalent jamais. 

-- colonies de contours irréguliers + type R (= rough) : rugueuses, plates, à surface plissée 
et tourmentée. 

c) trcr~zche de pomme de terre (A. 7 )  : les bactéries sont ensemencées 
el1 stries sur des tranches de pomme de terre stérilisées en boîtes de 
I'iiiri. La inorphologie, la pigmentation, l'odeur sont souvent caracté- 
ristiques. 

30 Caractères biochimiques : 
Les bactéries ont la possibilité, grâce à des systèmes enzymatiques 

très divers et complexes, de dégrader ou de synthétiser uii grand nombre 

(1) Elles sont classées en annexe (p. 185) dans l'ordre de leur citation. Les renvois dans 
le texte comportent un numéro d'ordre précédé de la lettre A (annexe). 



de substances. Soutes les espèces n'ont pas, a cet égard, les mêines capa- 
cités et c'est pourquoi l'étude des caractères biochimiques tient iiae 
place si grande dans la détermination. 

Les différents tests de caractérisation peiiveiit se ranger en trois 
catégories. 

La fermentation des glucides est une propriété très répandue chez 
les 1)actéries : un certain nombre d'entre elles sont susceptibles de dégrader 
très fortement le glucose jusqu'au stade acétyl-méthyl-carbinol (A.M.C. 
ou acétoïne). Nous avons effectué celie recherche suivant la technique 
de BEERENS et GUILLAUME (1933) (A. 8). 

Il est indispensable aussi, pour orienter les déterminations de connaître 
l'action de chaque espèce sur un certain nombre de sucres. Les plus 
intéressants sont : le glucose, le xylose et l'arabinose ; viennent ensuite 
le saccharose, le lactose et le mannitol. L'addition d'un indicateur coloré 
à la culture permet de déceler la production d'acide consécutive a la 
fermentation d'un sucre donné. La composition du milieu diffère selon 
qu'il s'agit de bactéries Gram positif sporulées (A. 9a) oii Gram négatif 
non sporulées (A. 9h). 11 est nécessaire également de savoir si l'utili- 
sation de ces sucres est accompagnée ou non d'une production de gaz 
(A. 10). 

La culture sur gel d'amidon (A. 11) permet d'étudier le pouvoir 
amylolytique des souches. 

Enfin, certaines bactéries sont capables d'utiliser le citrate de 
sodium comme seule source de carbone. Cela est évidemment un critère 
de classification intéressant: il est étudié grâce au milieu de Simmons 
(A. 12) qu'il faut soigneusement préparer en dehors de toute trace de 
carbone organiqiie. 

Parmi les composés azotés on distingue d'une part des substances 
simples (urée, glutamine, asparagine) qui peuvent être directement 
fermentées par les micro-organismes et, djautre part des produits beau- 
coup plus complexes (proteines, polypeptides, acides nucléïques, nucléo- 
tides etc ...) qui sont décomposés par de nombreux enzymes hydrolysants, 
d'origine bactérienne, avant d'être utilisés. 

Toutes ces réactions de dégradation sont très importantes pour 
l'étude des métabolismes, seules quelques unes ont un intérêt pour la 
classification. 

L'urée entre dans la composition du milieu de Christensen (A. 13) : 
elle est transformée par certaines souches en carbonate d'ammonium 
en entraînant une alcalinisation du milieu. 

La peptone pancréatique contient du tryptophane libre dont la 
destruction par divers micro-organismes conduit à l'indole. Ce produit 
est mis en évidence dans les cultures par le réactif de Salkowsky (A. 14). 



NH, 
I Qg C H  C H  -'OzH Qg + CH-CO-COlH  -i PJt i t  - 

H H 

tryptophane indole 

C'est également à partir d'un milieu peptoné additionizé ou noii 
de nitrate (A. 15) qu'est éprouvée la formation de nitrites. 

Pour parvenir a caractériser les espèces bactériennes on s'adresse 
encore à trois substances azotées complexes d'origine animale : la gélatine, 
le lait et la lécithine. Les deux premières sont d'un emploi très général 
car un grand nombre de bactéries y prolifèrent de façon caractéristique. 
La troisième est beaucoup plus particulière : elle n'est spécifique que 
de peu d'espèces. 

C'est à l'élaboration d'une gélatinase aii sein di1 milieu gélatiné 
(A. 16) qu'est due la liquéfaction : elle se produit de diverses façons 
et  à des vitesses variables. 

Les nlodifications du niilieu de culture qui suivent l'eiisemencemeiit 
dans le lait (A. 17) sont de deux ordres : celles qui découlent d'une action 
sur le lactose (hydrolyse et  libération d'acide) et celles qui, lorsque 
la coagulation de la caséine a eu lieu, résultent de l'apparition éventuelle 
d'un enzyme protéolytique digérant le caillot. 

La recherche de la production de lécithinase, indispensable pour 
la détermination de certains Bacillus, est réalisée sur un milieu particulier 
(A. 18) a base de jaune d'œuf. 

Pour être complète, la série de caractérisations physiologiques 
doit se poursuivre par l'étude du type respiratoire de la souche. Pour 
cela on ensemence un milieu gélosé encore liquide (4. 19) coulé en tubes 
profonds. 

Après incubation on conclut qu'une espèce est aérobie si elle se 
développe uniqiiement en surface, anaérobie si elle prolifère seulement 
dans la partie profonde du milieu, aérobie-anaérobie facultative lorsque 
la culture s'étend à toute la hauteur de la colonne d'agar. 

Enfin, on détermine, également dans un milieu nutritif faiblerilent 
gélosé coulé en tubes étroits (A. 20), le caractère de mobilité de l'espèce 
considérée ; on observe pour cela la progression éventuelle de la culture 
à partir d'un ensemencement en piqûre centrale verticale. 

Les tests biochimiques que nous venons d'indiquer sont d'un emploi 
très général en bactériologie, cependant, pour la détermination d'un 
certain nombre d'espéces, notamment les Gram négatifs, il faut recourir 
à divers milieux de culture très particuliers. 

Il faut préciser, pour les germes Gram négatifs qui fermentent 
le glucose, si la production d'acide est suffisante pour faire virer le rouge 
de méthyle (pH 4,5), (A. 21). 



La culture dans un milieu contenant du sulfate ferreux permet 
d'étudier la possibilité de réduction de ce sel en H,S (A. 22) effectuée 
entre autres par certaines espèces du genre Proteus. Celui-ci est par 
ailleurs très bien caractérisé par sa capacité de transformer la phényl- 
alanine en acide phényl-pyruvique (A. 23). 

La résistance de certaines espèces bactériennes au cyanure de potas- 
sium peut également être éprouvée (A. 24) ainsi que la décarboxylation 
éventuelle de divers acides aminés ajoutés au milieu (A. 25) : la lysine 
se transforme en cadavérine, l'ornithine en putrescéine (Proteus uulgaris).  

Il est souvent utile d'établir l'existence ou l'absence, pour un germe 
donné d'un système d'oxydo-réduction : on recherche notamment l'oxy- 
dase et la cytochrome-oxydase selon une technique simple (A. 26) au 
chlorhydrate de tétra-rnéthyl-para-phénylène-diamine. 

On prépare également un milieu spécial pour déceler (A. 27) si un 
hydrate de carbone (souvent le glucose) est dégradé par oxydation ou 
par fermentation : on distingue sur ce plan les germes oxydants, inertes, 
alcalinisants et fermentants. 

Enfin, lorsque la bactérie élabore un pigment, on cherche a en 
exalter la production sur un milieu spécial (A. 28). 

Nous avons résumé les caractères distinctifs de toutes les espèces 
déterminées ou non et, pour faciliter les comparaisons, nous les présen- 
tons, sous forme de tableaux, dans les pages qui suivent : 

Enfin le tableau 15, p. 51 donne la répartition de chaque espèce 
dans les végétaux que nous avons étudiés. 

CAR,ZCTERES 

l biochitniques 
niacroscopiyues 

- 1  

Spores 
Tabl. 6, p. 41 

Tabl. 10 et  11,  p. 46 

iloii reriilées Tabl 7, p. 42 
Groupe 1 

, Groupe 11 et 111 

Asporulées 
Gram 1 Tabl 13, p. 48 Tabl. 12et  14,p.47et50 

l - - - 

Spores 
Tabl 8 e t  9 ,  1). 44 



IV. -- RÉSULTATS DES DÉTERMINATIONS 

Les 30 souches qui résultaient de nos travaux d'isolement ont été 
étudiées comme nous venons de l'indiquer. 

Le tableau ci-dessous donne les noms des 18 espèces déterminées 
et la position systématique des 12 espèces non déterminées. 

CLASSES 
ORDRES Genres e t  espèces 

Familles i 
-- - - -  

l 
ASPORULALES l 

AlICROCOCCALES 
Micrococcaceæ 1 Sarcina 

BACTERIALES 
Pseudomonaceæ Pseudomonas /luorescens 

Pseudomonas sp.  (1) non pigmenté 
Pseudomonas sp. (2) non pigmenté 
Achromobacter sp. 

Enterobacteriaceæ Flavobacterium sp. 
Aerobacter cloacae 
Klebsiella aerogenes 
Proteus rettgeri 
Paracoli aerogenoides 

Non déterminées : 1 3 
--. - 1 - - - 

SPORU1,ALES 
BACILLALES 

Bacillaceæ Bacillus cereus 
B. licheniformis 
B. megaterium 

, B . s u b t i l i s  ' B. sphaericus 
B. coagulans 

i B. polymyxa 
B. pumzlus 

Non déterminées : 

Tableau 5. - Les bactdries isolées : leur place dans la classification. 



Tableau 6 BACILLES GRAM + 
Caractères Groupe 1 : Spores centrales ou subterminales 
biochimiques non renflées 

- - -- -- -. - 

Gcnres 
e t  espèces 

. . .  Bacillus subtilis 

-p. --- 

B. licheniformis . . .  

+ 
-- - 

-!- 

B. purnilus . . . .  

p..-p-.----.- - 

B. cereus . . . . . .  

- - - -. - -- - -- 

B. megnteriunc . . .  

+ 
- 

+ 

... -t- + + + - + -. + i - - -  + 

t - --. + -  - t + ! +- ++ + & 

-1- 

- 

+ 

- 

.- 

l 

... B.coagu1ar1.s . . . .  - , -L , & & i - - - - - + & 1 
~ 

L . 5 . .  . . . . . .  -t -t - - + - -- + + - -  + - 

L . 9  . . . . . . . .  

.- - - 

B. 1:. . . . . . . .  

-- - -- - 

B . F .  . . . . . . .  

p.- 

- 

$- 

- 

- 

-t 

- 

+ 

+ + - + f + -  

- 

+ 

- 

A 
- 

B . J . .  . . . . . . .  

- 

+ 
- 

- 

.- 

f 

-- 

+ - - -  

- 

+ 
- 

+ + + + - - - -  

.... 

-- - 

- 

A 
- 

- 

-1- 

-- 

+ 

+ + + + + - -  
- 

+ 
- 

- + 

t 

-- 

- 

- 

- 

- 

f 

- 

-- 

-- 

-- 

-- 

+ 

+ 

- 

- 

+ +  

- 

+ -  

i- 

-- 

- .. 

-- -- 

i l +  
-- 

! 

- 

..--.-.---.-p----.p-------p 

-- 

+ 
-- 

+ 

- -  

+ 

- - i +  

- 

- 

- 

+ 

- 

-- 

+ 

- 

-- 

+ 
-- 

+ 
-- 

- 

+ + + -  
- 



(1 )  Illustrations B la planche II. 

Tableau 7 BACILLES 
Caractères micro et macroscopiques Groupe I : Spores centrales ou 

Genres 
e t  espèces 

. ~ 

Dimen- 
sions 

en P 

Spores 

en E* 
C = 

Centrale 

Bucillus subtilis 

- - ~  ---- . -. - 

i- 

Bouillori nutritif 

2 -  3 
0,7 - 0,s 

-- -- 

B. lielieniformis (1) 

C 
1 - 1,5 

0,6 - 0.9 

- 

++ 
épais 
plissé 
cireux 

-- - 

Colle- 
rette Voile 

-p. 

- 

-- 

---- 

(f 

(&) 

cf) 

flocoriiieux 

- 

++ 
épais 

- 

- 

-1- 

-- --- . . -. - 

-- 

B.F. 0,6 - 1 C léger 

--- pp 

2 - 4  
13.5. 0,7 - 1 C - 

- 

+ 
-- 

+ 
-- 

- 

-- 

1- 

1 
---A-p 

- 

-- 

- 

-- 

+ 

-- 

- - 
1,5 - 3 

0,6 - 0,s 

Trouble 1 

- 

-- 

-i 

- 

-k 
jaunâtre 

+ 
léger 
-- 

.. . . 

- - --- 

+ 
léger 

i 

+ 
léger 

Dépôt 
-- 

f 

C 
1 - 1,5 

0,6 - 0,9 

B. pumiliis 

-. . 

++ 
épais 
plissé 
-- 

- - .- 

B. cereus (1) 

- - 

2 - 3  
0,6 - 0,7 

~ 7 -  

1 

C 
1 

0,5 
- - -. . 

3 - 5  
1 - 1,2 

-. . 

-- 

+ 
uni e t  fin 
-- 

+ 
léger 
uni 

C 
1,5 
1 

B. megalerium (1) 

- - - -- --- 

B. coayulans 

-- --- - .- 

1,. 5 

~ 

C 
L. B 3,5 - 5 195 4- 

1 - 1,5 0,6 grumeleux 
. - - . - ... -- -- pp 

C 
B.E. 4 - 5 ronde + 

1 - 1,5 1 3  fin 
--p.. - ----- 

2 - 3  + 

+ 
léger 

grumeleux 
au  début 

2 - 4 
1,2 - 1,5 

2,5 - 5 
O,6 - 1 

2 - 2,5 
0,5 - 0,7 

C 
ovoïde 
1,5 - 2 
1 - 1,2 

Subter. 
1,2 - 1,5 
0,9 - 1 

C 
ovoïde 

0,s 



GRAM + 
subterminales non renflées 

.- ~- 

Gélose en surface 1 
1 

~ 

1 Colonies blanchâtres, opaques, ternes, ru- i gueuses, très extensives. Peu d'adhérence. 
i 

l . . . --. 

Grandes colonies, roses, rugueuses. Brunis- 
sent en vieillissant. Excroissances Aliformes. 
Forte adhérence. 

-Mu-- 

Colonies circulaires bombées, légèrement 
brunatres. Surface lisse et luisante. 

1 - 
/ Grandes colonies blanchâtres, rugueuses, 
/ parfois irrégulières et contours arborescents. 
i Plates au début elles s'épaississent ensuite. 

i / - _ p.pp. - -- 

1 Grandes colonies luisantes, humides, con- 
/ vexes, blanc & jaunâtre. 

l 
l 

~ 

~ o l o n i e s  petites, circulaires, grisâtres, bom- 

1 bées, opaques, stries rayonnantes. 

l - - _ _ --.___ _. .-.. 
l 
l Grandes colonies (10 mm et +) très plates, 1 grisâtres, ternes, contours irréguliers. Plis en 
1 suriace au centre. Pas d'adhérence. 

-- ---- 

Colonies de 7 à 15 mm très plates, centre 
roux s'éclaircissant vers la périphérie. Aspect 
rugueux. Contours très irréguliers. 

, -- __- __-.. - ' Petites colonies circulaires mates, blancha- 1 tres se dbveloppant très peu. Contours un peu 
1 festonnés. Adhérence faible. 
/____. 

1 Colonies très visqueuses, circulaires ou ova- 
laires, contours nets, surface lisse. Peu d'adhé- i rence. 
- - -- - -- 

i 
1 Petites colonies très plates, translucides, 

bords festonnés. Adhérence légère. 

Culture 
sur tranche de pomme de terre 

ppp---p-.p.p 

Développement très rapide : enduit 
blanchâtre épais, extensif. Surface granu- 
leuse. 

- 

Enduit rose épais, plissé. Parfois petites 
vésicules. La tranche devient rouge. 

Croissance assez rapide. Enduit Bpais, 
brunâtre. Le milieu noircit en vieillissant. 

DBveloppement très rapide. Enduit 
épais, blanc crémeux, très tourmenté. 

Se développe bien. Enduit lisse, filant, 
brillant, extensif, jaune-crème à jaunc- 
orangé. 

- --- 

Croissance très faible. 

Développement abondant, enduit gris 
à nombreux replis très enchevêtrés. 

- -. 

Enduit sinueux, épais, grisâtre à inar- 
rori. Nombreux replis. 

- -- 

Enduit blanchâtre brunissant ensuite. 
Assez peu extensif. 

Enduit visqueux gluant, blanchâtre 
très extensif. 

Enduit peu épais, assez extensif, colo- 
ration jaune-orangé très caractéristique. 



Tableau 8 BACILLES 
Caractères micro et macroscopiques Groripe I I  : Spores centrales ou 

-- - -- - -- -- - -- -- - 

Dimen- Bouillori nutritif i 
Genre sions spores ----- ------ -- 

Tableau 9 F ~ A C I L L E S  
Caractères micro et macroscopiques Groupe I I I  : Sporcî terminales 

- 

Bouillon nutritif 
i 

Genres 
et espèces S I O ~ S  en i~ Colle- 1 

' 
en p r e t t ~  ! 

- - - -- - - -- - - - -- - - -- 
1 l 

l 

Baeillus sphaericus 0,G - 2 0,7 - 

bouts 1 rondes 1 

1 Colle- 
Trouble Dépôt rette 
-- l 

et espèces 1 en 

I 
ronds 1 

1 , 
- p.- -- I - -- - 

1,. 11 0,7 - 1 I 
f l 1 léger 

- - - -- - -- - - - 1 - 
- 

l - -- 
2,5 - O 

Voile 
- .- -- 

1,2 - 1,5 1 
1,5 - 2,5 l 

Bucillus polymyxa 

--- - 

- 

- --l 
- - -  -- 1 2 - 1  

1 1 - -  

- 0,(i - 1 nom- 1 
i 1 

l 1 ~ i squeux  

1,. 19 

-.-p. 

L. 20 

L. 22 

1 

0,8 - 1 f i  
souvent 1 léger i 

groupés l l 
l / / 1 - -- 

3 - 6  1 

1 - 1,5 I - - 

l l 
-- 

3 - 6 l 

0,6 - 0,8 l 

1 

1 
I 

l 
I 
I l 



GRAM t 
renflées 

Gélose en surface 
sur tranche de pomme de terre 

translucides. Pas d'adhérence. 

---- - - -- 

Colonies très plates, rugueuses, contours peu Légère pigmen- 
nets, centre clair. 

l 
1 Colonies variables (2 à 10 mm), blanches, 
, plates, cerriées d'un bourrelet. Légers plis. 

Prolongements filiformes dans le milieu. 

gluantes e t  coulantes. 

loriies plates, circulaires. Plis 

GRAM -1 
subtern~inales ovalaircs renflées 
I _- -_ ..___ ____ 

Gélose en surface 

1 _ 

Coloiiies très petites, circulaires, plates, blaii- 
ehtitres, rugueuses. 

- 

__ -_- --- - 

Culture 
sur tranche de pomme de terre 

-- -- 

Croissance rapide. Désagrégation du 
milieu avec dégagement gazeux. 



L 

Tableau 10 BACILLES GRAM + 
Caractères Groupe II : Spores centrales ou suùterminales 
biochimiques ovalaires renfl6es 

--- 

Genre 
e t  espèces 

------ 

l 
Bacillus polymgxa . . + + + + $- - - 

(= Clostr idium) i I Gaz Gaz Gaz 

Tab1e:iu 11 BACILLES GRAM + 
Caractères Groupe III : Spores terminales reiiflées 
biochimiques 

- - 

-- - - 

L. II  . . . . . . . 

. 

. 1 9  . . . . . . . 

. a0 . . . . . . . 

-1 - --- 



(:ar:ictères ~riicro et macroscopi<~ues (le trois 1~~1c i l l i r . s  

A gauche : ciiltiirc sur gélose riutritive. 

Au ririlicu : culture sur tranches (le pomrne tle terre. 

A droite : niicrophotographie ((; - 2.000) a1)ri.s coloratioii d e  Grani. 



Pour la détermination des Asporurlales Gram -, nous avons suivi 
les techniques de BUTTIAUX, BEERENS et TACQUET (1962). 

Les Enterobacteriaceæ sont : Les Pseudomonaceæ sont : 
Gram - Gram - 
mobiles ou immobiles mobiles ou immobiles 
fermentent le glucose avec gaz Lactose - 
Lactose + Mannitol - 
Mannitol + 

Le tableau 12, permet d'une part de différencier les 3 genres 
de Pseudomonaceæ isolés et d'autre part de les distinguer des Entero- 
bacteriaceæ. 

Tableau 12. - Différenciation des genres de Pseudornonacez ; différence avec les 
Enterobacteriaceæ. 

O s  = Oxydant. Zn = Znerfe. Al = Alcalinisanf. G = Gaz. 
A = Aérobie strict. A-An = Aérobie-anaérobie facultatif. 

. . . . . . . . . . .  Mobilité 

Parmi les Enterobacteriaceæ le genre Proteus se distingue par 
la désamination de la plupart des acides aminés L en acides a-cétoniques 
correspondants ; ainsi la phényl-alanine est rapidement transformée 
en acide phényl-pyruvique. 

Proteus rettgeri a été déterminé grâce à l'obligeance des services de 
l'Institut Pasteur de Lille. 

Les autres genres : Klebsiella, Paracoli et Aerobacfer sont diffé- 
renciés selon les caractères du fableau 14, p. 50. 

E N T E R O -  
B A C T E -  
RIACEX Pseudo- 

monas 

+ 

+ l - 

- -4 A. An 

PSEUDOMONACEB 

Achromo- 
bacter 

- 

Lactose. . . . . . . . . . . .  - 

Flauo- 
bacterium 

- 

- 

- 
-- 
- 

Al 

+ ou - 

A 

Glucose . . . . . . . . . . .  
-- - 

Mannitol . . . . . . . . . .  

Milieu sucré (A9 b) . . . . . .  

Oxydase . . . . . . . . . . .  

Système respiratoire . . . . . .  

- 

- 

Ox 

+ 
A 

T G -  

- 

Ox ou In 
ou Al 

-- 

-k 

A 



Tableau 13 BACILLES 
Caractères micro et macroscopiques 

-- 

- 

% 

Dimen- 
sions 

en i* 

1,5 
0,5 - 0,6 

3 - 5  

Genres 
e t  espèces 

Pseudomonas fluorescens 

- -- 

Pseu&monas sp. 1 0,7 - 1 
- 

O 1,5 
Pseudomonas sp. 2 O,6 - 0,8 

Q 

, 

0 

O 

O 

.- , 

Bouillon nutritif 

3 
VI 

- 

Voile 

+ 
épais 
uni 

1 - 6  

1 
1 

jaune 

O 

p i  
1 

jaune 
- 

++ 
- - - 

i 

-i- 
jaunâtre 

++ 
épais 

-- 

-t 
léger 

1.. 21 

- 
Colle- 
rette 

+ 

+ 

1 Trouble Dépôt 

+ 

- 

0,8 - 1 

2,5 - 3,5 
0,7 

coccobac. 
13 
1 

- . 

Achromobacter sp. 

+ 
pigment. 

rouille 

+ 
i 

laiteux 

- 

q 
8 
G 

[i! 
2 
8 
Fr; 

[i! 

0,6 - 1 

+ 

I;lauobacerium sp. 

Aerobacfer cloaca! 
(= Cloaca) 

Klebsiella oerogelnes 

-- - 

Proteus rettgeri 

Z 

++ 

+ 

f 
visqueux 

.- 

Paracoli aerogenoides 

1 j e  
-- - - 

isolé ou 
par paires 

+ + 1 
++ 

muqueux 

t f 

jaune 
l + 1 

+- + 

Id. 12 

- -. -. -. - - - -- . - 

1.. 15 

-t 
légére 

+ 

l 
-- 

+ 
léger 

+ 
léger 

-- 

++ 
Bpais 
filant 
jaune 

- 

1,5 - 2,5 
0,5 - 0,8 
groupés 

2 - 4 
1 - 1,5 

2 - 3  

+ 
léger 

++ 

+ 
jaune 

-- 

+ 
léger 

- 

-. -- 

T 

-- 



- - 

1 Colonies de grandestailles. Extensives. Centre 
foncé (rouge ou verdâtre). Bords clairs (rose- 

I roux). Pigment brun, diffuse dans le milieu. 

I Gélose en surface Culture 
sur tranche de pomme de terre ! 

1 

Culture abondante, brun-clair, puis 
foncé. 

1 Colonies circulaires, petites, plates, luisan- 
1 tes, translucides, jaune-pâle. 
/ _ _ _ _ _ _  -- 

Colonies circulaires 5 à 10 mm, épaisses, con- 
vexes, luisantes, humides. Centre plus foncé. 

Enduit peu extensif, marron-clair. lui- 
sant, humide. 

Enduit luisant, humide, brun-chocolat, 
légèrement extensif. 

Petites colonies circulaires, lisses, fines, 
translucides, pas d'adhérence. 

- - pppp - - - - -- 

Colonies moyennes, circulaires, épaisses, Colonies peu extensives, blanc-jaunâtre, 
blanches, filantes, luisantes. luisantes, coulant un peu. 

Développement très faible. Fine pelli- 
cule devenant grisâtre. II 

I 
Colonies circulaires, lisses, convexes, au 

, départ blanches puis jaunes. 
Développement faible, enduit humide, 

brillant, jaune-foncé. II 
Colonies moyennes, luisantes, blanches, 

épaisses, convexes, lisses. Pigment brun qui 
diffuse dans la gélose. 

Colonies peu extensives, blanches par- 
fois jaunâtres, épaisses, visqueuses. 

Colonies de 1 a 5 mm, blanches, luisantes, 
type smooth, auréoles concentriques, parfois 
tendance à l'étalement. 

Croissance assez rapide. Colonies blan- 
ches, luisantes, épaisses. 

Colonies de 2 à 5 mm, blanches, épaisses, 
centre plus foncé, luisantes. Les colonies Sem- 
blent entourées d'un bourrelet. 

Colonies étalées, très plates, grisâtres 
à jaunâtres avec de légers plis. II 

- - - - - 

1 Colonies moyennes blanches, luisantes, humi- 
( des, s'étalant fortement après 48 h. 

Petites colonies circulaires, à contours nets, Développement très faible. Jaune très 
luisantes, centre plus jaune que le pourtour. pâle. 

l 

- - - - - 

Colonies blanches, luisantes, humides. 

Colonies se développant mal, petites, circu- 
laires, légèrement convexes, luisantes, blanc- 
jaunâtre, contours nets. 

Développement faible le long des stries 
d'ensemencement. Colonies luisantes, 
pigment marron. 



Paracoli 
Klebsielln aero- 

genoides bacter 

. . . . . . . . . . .  XIol>ilité - 

Lactose. . . . . . . . . . . .  

Uréase . . . . . . . . . . .  

Acide phényl-pyruvique . . . .  +- 

Lysine (décarboxylase) . . . . .  

Argiriirie (dihydrolase) . . . . .  

Or~iithine (décarboxylase) i- 

'rableau 14. - Détermination des genres dans la famille des Enterobacteriaceæ. 

],es seuls cocci qui faisaient partie de nos isolements appartiennent 
au genre Sarcina. Ils ont 1 a 2 de diamètre et sont réunis en groupes 
réguliers. Dans l'eau peptonée glucosée il se forme un dépbt très important 
au fond du tube de culture ; il n'y a pas de voile. Sur gélose les colonies 
sont petites, blanches, opaques, circulaires ; elles doivent être fréquem- 
ment repiquées. Sur pomme de terre la prolifération presque nulle est 
limitée aux stries d'ensemencement. 

L'examen du tableau de répartition (p. 51) permet de faire quelques 
remarques. 

10 Tous les végétaux étudiés, quel que soit l'organe considéré, 
liébergent des bactéries : aucun ne fait exception. 

Certes le nombre des espèces isolées varie selon les plantes hates 
(tableau 16 p. 52). 

20 Bacillus cereus et B .  licheniformis qui figurent dans le haut 
du tableau sont présents ensemble dans tous les cas. 

30 4 espèces se retrouvent dans 4 végétaux différents : Bacillus 
congulans, L. 5,  Flauobacferium sp., Profeus reffgeri. 

6 espèces se retrouvent dans 3 végétaux différents : Bacillus mega- 
eriilm (l), B. pumilus, L. 9 ,  Pseudomonas sp., Aerobacfer cloaca, Sarcina. 

(1) La présence de ce Bucillus dans les tuberciiles de pomme de terre avait délà été signalee 
(I,~JTMAU et \\'HEELEH, 1948). 



'Tnblcn~i 15. - -- Rdpurtition ties espèces hcretérienn~s isoidcs dans les vdgétnux étudiés. 

-- I 

C 

Organes tubérisés Caryop- Em- 
ses b r y o n  

- - _ _ _ _ _ _ _ _  

Espèces bact. 
isolees 

- - - - - -  
Bacillus subtilis. . . . .  + + - - - - -- - .- .. - - - -- 
B .  licheniformis . . . .  + - k S + + + t + t +  + 

- - -- - -- - -- - - -- 
B.  pumilus . . . . . .  + + + 

- - P .  _ _ 1 8. cereus. . . . . . . .  + + + + + + + + + +  + 
B .  megaterium . . . . .  -+ + + - - -- -- - .- -- - - - -. .- -- - 

+ 

4 
EC 
0 

4 
cl 

a 
KA 

- 
1 

EC 
O 

KA w 

EC 
O n 

B .  coagulans . . . . . .  + + -+ + --- -- -- -- -- -- --- -- 
L . 5  . . . . . . . . .  / +  + -1- + 
L . 9  . . . . . . . . .  
-- -- - 

. . . . . . . .  B. E. 
-- 

I3.F . . . . . . . . . .  - 
' K T .  . . . . . .  

-- 

-1 

+ 
+ 

- 

- 

- 

- 

. . .  Bacillus polymyxa. 

B. sphaericus . . . . .  
-- 

L. 11 . . . . . . . . .  
- 

L. 19 . . . . . . . . .  

- 

-- - 

-- 

+ 
-- 
+ 
-- 

- - 

- 

-- 

- 

- 

- 

+ 
-- 

L. 20 . . . . . . . . .  

. . . . . . . . .  L. 22 

Pseudomonas iioii pig. 1 . -- 

- 

- 

-- . 

-- 

- 

- 

- - 

- 

Pseudomonas n o n  pig. 2 . 
- P 

- 

- 

- 

+ - 

- 

-- 

- 

- 

Pseudomonas pig. . . .  + 
----- 

Flavobacterium sp. . .  4 - + + +  
- -- -- -- - - - - .- - -- -- -- 

. . .  Achromobacter sp. + f 
---- ---- 

Aerobacter cloaca . . . .  f + 
- 

Klebsiella aerogenes . . .  i 
- -- -- - -- -- 

Proteus rettgeri . . . . .  + + i- + -- - 
Paracoli aerogenoides . . + + 

- - - -- - - 
Sarcina . . . . . . . .  + 

- 

- 

+ ----------- 
-- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 
+ 

.. 

+ 
+ 

-- 

- 

- 
+ - 

-- 

- 

.- 

+ 
- 

P 

-- 

-- 

- 

-- 

- 

-- 

+ - 
-- 

-- 
- 

- 

- 

- 

-------- 

- 

- 

- .- 

-- 

-- 

- 

+ 
-- 

- - 

~- 
+ --- 

-- - 

-- 

- 
i- 

-. 

- 



Tableau 16. - Nombre d'espèces isolées pour chaque uégéfal. 

Végétal 

4 espèces se retrouvent dans 2 végétaux différents : Bacillus subtilis, 
L. 11, Achromobacter, Paracoli aerogenoides. 

Nombre d'esp. 
bact. isolées 

-- 

11 espèces enfin n'ont été trouvées que chez un seul végétal : 
Bacillus polymyxa, B. sphaericus, B. E., B. F., B. J., L. 19, L. 20, 
L. 22, Pseudomonas non pigmenté, Pseudomonas pigmenté, Klebsiella 
aerogenes. 

Pomme de terre . .  i 13 
Maïs (caryopses) . . . . . . . .  1 O 

. . . . . . . . .  Choux-navet 9 

. . . . . . . . . . . . .  Carotte S 
. . . . . . . . . .  Chicorée ' 1  7 
. . . . . . . . . . . .  Radis noir 7 

. . . . . . . . . . . . .  Céleri 6 
Haricot (embryons) . . . . . . .  5 
B16 (caryopses) . . . . . . . . .  5 

. . . . . . . . . .  Betterave 5 

40 Les Bacillus Gram positif4 sont les espèces les plus fréquem- 
ment isolées. Ils sont particulièrement bien représentés dans les tuber- 
cules de pomme de terre (11 espèces). 

50 Parmi les espèces isolées de la chicorée, 3 pourraient être fécales. 
Ceci expliquerait certaines infections pathologiques consécutives 

à l'ingestion des feuilles crues de cette plante. 

60 Du choux-navet nous avons pu isoler 3 espèces différentes de 
Pseudomonas. 

70 Le genre Rhizobium est absent de nos isolements. 



V. - FRÉQUENCE D'ISOLEMENT 
DE CHAQUE ESPIÈCE BACTÉRIENNE 

En donnant les résultats de nos déterminations nous nous sommes 
placés, jusqu'ici, sur un plan purement qualitatif. 

Sous l'angle quantitatif, les fréquences d'isolement de chaque espèce 
bactérienne sont très différentes. Une souche peut se retrouver très 
souvent dans les analyses, une autre au contraire n'avoir été obtenue 
qu'un petit nombre de fois. En  ce domaine nous ne disposons pas de 
renseignements chiffrés précis pour tous les végétaux étudiés mais 
seulement pour un certain nombre d'entre eux. 

Les tableaux 17 et 18 donnent, par rapport a l'ensemble des souches 
hébergées par les caryopses de blé et de maïs, les pourcentages de fré- 
quence de chaque espèce isolée. 

Espèces isolées 

B. cereus . . . . . .  

R . E . .  . . . . . . .  
B. 1icheniformi.s. . . . .  

Tableau 17. - Caryopses de blé. Fré- Tableau 18. - Caryopses de maïs .  Fré- 
quence d'isolement de chaque espèce quence d'isolement de chaque esphce 
bactérienne. bactérienne. 

On remarque que chez ces Graminées, le Bacillus cereus est toujours 
très fréquent. Le B. pumilus vient en première position chez le maïs 
alors qu'il ne représente que 5 % des isolements chez le blé. 

E n  ce qui concerne la pomme de terre, une étude quantitative 
menée A partir de 324 tubercules dans lesquels ont été effectués 
1.944 explantats, a conduit à 413 isolements positifs. Parmi ces derniers 
les techniques d'isolement bactériologique ont permis de distinguer 
11 espèces différentes réparties en pourcentage selon les chiffres du 
tableau 19 p. 54. 



Tableau 19 . - Tubercules de pomme de terre . Fréquence d'isolement de chaque espèce 
bactérienne ( B  . megaterium isolé au  cours de travaux précédents ne 
figzire pas dans ce tableau) . 

Espkces isolées 
-. 

. . . . . . . . . . . . .  B cereus 
. . . . . . . .  . B licheniformis 

I3 .F  . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . . . . .  . B subtilis 

. . . . . . . . .  Achromobucter 
. . . . . . . . . . . .  Sarcir~a 

. . . . . . . . . . .  R coagulans 
B . J .  . . . . . . . . . . . . .  
H . polymyxu . . . . . . . . .  
B . pumilus . . . . . . . . . .  

% 
............ ..... 

46,i 
13 
11 

8,T 
6, 7 
5, 3 
4,T 
298 
2,1 

, 1,4  
B . sphaericus . . . . . . . .  i (1, 7 



CHAP Iï'RE I I  1 

Observation des bactéries au sein des tissus 

Cytologie et travaux annexes. 

Les méthodes bactériologiques que nous venons d'exposer ont 
permis de montrer l'existence de bactéries à l'intérieur des tissus nor- 
maux ; les examens cytologiques que nous avons menés dans le même 
temps ont conduit à l'observation de ces micro-organismes au sein des 
cellules. Cette entreprise était rendue très délicate par la grande ressem- 
blance de forme entre les bactéries et les éléments du chondriome. On 
a vu précédemment comment PORTIER (1917), pris au piège des analogies 
morphologiques, en était arrivé à considérer que les chondriosomes 
représentaient des bactéries symbiotes obligatoirement présentes dans 
toute cellule. 

Mais on a démontré, nous l'avons vu, que cette conception était 
insoutenable. 

REGAUD (1919), a publié une mise au point très précise sur cette 
question, il dit notamment : 

(( Qu'il y ait des microbes vivant en symbiose avec des plantes 
e t  des animaux cela ne fait aucun doute. Que PORTIER ait vu de véri- 
tables microbes, non seulement inoffensifs mais bienfaisants dans les 
tissus normaux d'animaux divers : je ne mets pas cela en doute. J e  
m'en tiendrai à l'examen de cette question précise : les mitochondries 
sont-elles des microbes ? 

1) Les mitochondries ont une existence objective définitivement 
établie. On les voit aisément dans les cellules vivantes. Elles ont avec 
les microbes une analogie de forme que tous les observateurs ont remar- 
quée mais qui n'est pas constante. Ce sont des corpuscules liquides 
ou tout au moins de consistance très molle, parfaitement limités mais 
d'une grande malléabilité. La manière dont leur substance se comporte 
vis-à-vis des acides, des sels métalliques, des solvants, a permis de leur 



reconnaître un support albuminoïde auquel sont unis des lipoïdes qu'on 
en dissocie avec une extrême facilité. Les mitochondries sont extraor- 
dinairement altérables : à un point tel que de petites variations du milieu 
intra-cellulaire ou du milieu ambiant (acide acétique très dilué des 
fixateurs habituels) altèrent très rapidement leur forme et les détruisent. 
Leur altérabilité par les fixateurs acides et la nécessité de les mordancer 
par certains sels métalliques domine entièrement la question de leur 
coloration . . . . . . . De ce que, dans un tissu, voire dans une cellule, 
on constate la présence simultanée de mitochondries et de microbes 
on ne doit pas en conclure que les uns se transforment en les autres 
et inversement ». 

MILOVIDOV (1928 a et b) a mis au point une technique de coloration 
permettant de colorer différemment au sein des cellules, les bactéries 
et le chondriome, nous l'avons utilisée. 

1. - TECHNIQUES 

10 Fixation : 
Les fragments végétaux à étudier sont fixés dans le mélange de 

NEMEC : 
Acide chromique à 1 % . . . . . . . 50 parties 
Bichromate de potassium à 1 % . . . . 50 - 

Formol neutre . . . . . . . . . . . . 1 - 

Le fixateur est préparé immédiatement avant l'emploi. On fixe 
à l'obscurité pendant quarante-huit heures mais on renouvelle le bain 
au bout de vingt-quatre heures. 

Le lavage à l'eau courante doit être prolongé et durer au moins 
autant que la fixation, afin d'éliminer toute trace de chrome qui serait 
nuisible aux colorations. 

La déshydratation et l'inclusion dans la parafine sont conduites 
de façon classique (solvant : toluène). 

Les coupes sont faites au microtome le plus souvent à l'épaisseur 
de 7,5 p. 

20 Coloration de Milovidov : 

Après réhydratation la coloration est effectuée sur lame, elle com- 
prend : 

10 Coloration par la rubine acide à 20 % dans l'eau anilinée. 
Cette opération dure cinq minutes elle est effectuée sur la platine chauf- 
fante. Ne pas dépasser le stade de l'émission de vapeur et veiller à rajouter 
du colorant si besoin est. 

20 Lavage à l'eau. 

30 Différenciation à l'aurantia à 0,5 % dans l'alcool à 700. 



40 Lavage à l'eau. 

50 Traitement par le mélange suivant : 

- Acide phosphomolybdique . . . . .  1 i? 
- Soude caustique normale . . . . . .  10 ml 
- Eau distillée . . . . . . . . . . .  90 - 

60 Lavage à l'eau. 

70 Coloration pendant dix à quinze minutes par : 
. . . . . . . .  - Violet de méthylène 0,4 g 

- A z u r I I .  . . . . . . . . . . . . .  0,l - 
- Carbonate de potassium . . . . . .  0,l - 
- Eau distillée . . . . . . . . . .  50 ml 
- Glycérine . . . . . . . . . . . . .  50 - 

ou par le bleu de Unna : 
- Eau distillée . . . . . . . . . . .  1 partie 
- Glycérine . . . . . . . . . . . . .  1 - 

- Bleu de Unna . . . . . . . . . .  1 - 

80 Lavage à l'eau. 

90 Différenciation au tanin orange de Unna. 

100 Lavage à l'eau. 

110 Déshydratation par la série des alcools e t  montage au Xam. 

Pour nos recherches, nous avons, sans constater de différence dans 
les résultats, diminué la concentration de la rubine acide (5 % au lieu 
de 20 %). Nous avons adopté le bleu de Unna qui donne, à notre avis, 
des teintes plus nuancées. 

La proportion de colorant dans le mélange a été augmentée, il 
comporte : 

- Eau distillée . . . . . . . . . . .  1 partie 
- Glycérine . . . . . . . . . . . . .  1 - 
- Bleu de Unna . . . . . . . . . .  2 parties 

Les temps de coloration ont été eux aussi adaptés au matériel ; 
d'une manière générale, à titre d'indication, ils sont les suivants : 

. . . . . . . . . . . . . .  - Rubine 5 mn 
- Aurantia . . . . . . . . . . . . .  3 à 4 mn 

. . . .  - Mélange pliospho-molybdique 3 mn 
. . . . . . . . . .  - Bleu de Unna 20 mn ou plus 

- Tanin orange . . . . . . . . . .  de 2 à 4 mn 

Les résultats dépendent un peu du matériel employé. On obtient 
généralement une teinte rouge pour les éléments du chondriome e t  
bleu-vert pour les bactéries. Dans le noyau, la chromatine se colore 
en vert-bleu et les nucléoles en rouge. Les grains d'amidon sont bleus. 



Les examens cytologiques n'ont pas porté sur tous les végétaux 
énumérés au chapitre précédent ; ils ont été consacrés essentiellement 
aux tubercules de pomme de terre et en second lieu aux racines tubé- 
risées de betterave. Les jeunes plantules de blé et de maïs ont également, 
selon les mêines techniques, fait l'objet de nos observations. 

II .  - ÉTUDE DES TUBERCULES DE POMME DE TERRE 

10 Tubercules paraffinés : 

Nous avions remarqué, au cours d'expériences préliminaires, qu'en 
recouvrant les tubercules d'une enveloppe de paraffine, le nombre de 
bactéries présentes dans les tissus au bout d'une semaine environ, avait 
tendance à augmenter (MONTUELLE, 1959). E n  effet, dans ce cas, en 
prélevant des explantats et en les plongeant dans un milieu de culture, 
les chances de voir s'y développer les bactéries étaient beaucoup plus 
grandes que si l'on opérait à partir de tubercules normaux. Nous avons 
d'ailleurs obtenu confirmation de cette façon de voir en observant des 
frottis de pulpe écrasée provenant de pomme de terre paraffinée et en 
y remarquant la présence de nombreuses bactéries (pl. III, 1 et 2). 

Il pouvait donc être intéressant de commencer les examens cyto- 
logiques par du matériel ainsi traité. 

Les tubercules sont stérilisés extérieurement (sublimé 0,2 % pen- 
dant une demi-heure, rinçage à l'alcool, flambage), ils sont ensuite passés 
dans un premier bain de paraffine bouillante puis plongés et retirés à 
plusieurs reprises dans un second bain à 550 C (température de fusion 
de la parafine). Après refroidissemext la pomme de terre est entourée 
d'une enveloppe l'isolant complètement de l'extérieur. On laisse passer 
huit jours puis on découpe dans le tubercule des fragments parallélépi- 
pédiques de tissus qui sont fixés, inclus coupés et colorés. 

A l'observation on note, dans certaines cellules du parenchyme 
médullaire notamment, la présence de petits amas intensément bleus 
et constitués de petites granulations arrondies ou ovalaires noyées dans 
une substance bleu clair. La coloration, la forme, la taille de ces granu- 
lations, leur groupement en amas, que nous avons trouvés aussi bien 
dans les coupes histologiques que dans les frottis de pulpe écrasée 
(pl. III, 3 et 4), indiquent que ce sont des bactéries. Les colonies com- 
prennent jusqu'à 20 cocco-bacilles environ ; on les rencontre assez 
rarement, leur situation dans la cellule est très variable, un certain 
nombre ont été observées à proximité des grains d'amidon. E n  aucun 
cas nous n'avons rencontrk de zone où les cellules fussent toutes atteintes. 

Nous avons également remarqué dans certaines cellules la présence 
de bâtonnets allongés et grêles parfois très nombreux. Ils sont colorés 
en rose ce qui, dans la méthode de coloration employée, pourrait faire 
penser à des chondriocontes. Cependant, si on observe des fragments 
du même matériel fixés par un mélange renfermant de l'acide acétique, 
ces bâtonnets sont toujours visibles : il ne peut donc s'agir de chondriome. 
Nous pensons que ces bâtonnets sont des bacilles qui, certainement 
à la faveur des conditions créées par le parafinage des tubercules se 



sont parfois abondamment multipliés. Nous avons pu observer la même 
cellule sur des coupes sériées voisines et constater qu'elle était à différents 
niveaux très riche en bacilles. Toutes les cellules, il s'en faut de beaucoup, 
ne renferment pas de bacilles : celles qui en possèdent semblent être 
localisées surtout au voisinage des zones conductrices. Ces micro-orga- 
nismes sont intracellulaires ; il est très rare d'en rencontrer dans les 
méats. 

Dans les tissus périphériques il y a moins de cellules atteintes (très 
approximativement 9 %). Les bacilles présentent alors fréquemment 
une disposition curieuse : ils ont tendance soit à se grouper à proximité 
et perpendiculairement à la membrane soit, moins souvent, à former 
des amas au centre des cellules. Nous n'en avons jamais rencontrés dans 
le liège. Il n'est pas possible non plus de trouver des « foyers » internes 
ou périphériques à partir desquels on pourrait considérer que l'infection 
ait progressé. 

Dans le matériel ainsi traité ,!e chondriome se présente sous forme 
de mitochondries généralement groupées le long de la paroi. Les grains 
d'amidon n'ont plus l'aspect habituel : les stries concentriques dispa- 
raissent ; les contours des grains deviennent irréguliers et sont marqués 
d'une bordure sombre et sinueuse entourant une zone centrale plus 
claire. En lumière polarisée bien qu'ils soient morphologiquement tous 
identiques, certains grains ne présentent plus le phénomène de croix noire. 

20 Tubercules en période de repos végétatif : 

Nous avons pu retrouver dans du matériel n'ayant subi aucun 
traitement, les petits amas bleus de cocco-bacilles que nous avons précé- 
demment décrits : ils sont toujours de petite taille et ne comptent qu'un 
nombre restreint de micro-organismes (10 a 20). Quels en sont les carac- 
tères distinctifs ? 

- Ce sont les seules inclusions bleu-foncé de la cellule : coloration 
caractéristique des bactéries dans la méthode que nous utilisons. Les 
grains d'amidon et la membrane prennent également la couleur bleue. 
Les plastes, les mitochondries sont rouges ou orangés. 

- Ces micro-organismes baignent toujours dans une substance 
qui se colore en bleu plus clair, vraisemblablement du mucilage, ceci 
rend d'ailleurs l'observation assez difficile. Il est néanmoins toujours 
possible de faire une mise au point précise sur l'un ou l'autre des micro- 
organismes. 

- Nous n'avons jamais tenu compte des granulations bleues isolées 
ou même groupées par deux. 

- Nous vérifions évidemment si la colonie observée se trouve bien 
dans le plan de la coupe et si elle appartient au territoire cellulaire. 

- Lorsque la colonie est importante nous la recherchons sur la 
lame dans la cellule correspondante des coupes précédente et suivante. 

Les bacilles proprement dits tels que nous les avons vus apparaître 
après parafiinage n'ont pas été mis en évidence dans les tubercules nor- 
maux. 



Dans les tissus périphériques des tubercules âgés, les micro-orga- 
nismes sont rares mais ils ont tendance à être un peu plus fréquents 
dans les parties profondes de l'organe. Souvent les cellules qui en con- 
tiennent sont dépourvues ou presque de grains d'amidon ; lorsqu'ils 
existent les bactéries sont à proximité ou quelquefois même à leur con- 
tact (pl. III, 10). Dans ce cas les grains d'amidon paraissent altérés : 
ils présentent nettement deux zones : l'une, colorée normalement par 
le bleu de Unna ; l'autre, beaucoup plus pâle où la substance du grain 
est plus diffuse et où se trouvent les bactéries. 

Dans les cellules du parenchyme médullaire les colonies sont fréquem- 
ment très proches des parois et parfois même nous avons trouvé de part 
et d'autre d'une même membrane cellulaire deux amas qui se corres- 
pondaient. 

De l'ensemble de ces examens on peut conclure que les cellules des 
tubercules de pomme de terre sains hébergent des bactéries ; elles sont 
groupées en colonies, prennent la coloration bleue par la méthode de 
MILOVIDOV. Les cellules atteintes sont relativement rares surtout dans 
les tubercules âgés au repos. Il n'existe pas de zones périphérique ou 
interne où la densité des micro-organismes soit plus importante et à 
partir desquelles on pourrait considérer que l'infection ait progressé. 
La répartition des bactéries est toujours très diffuse. 

Le nombre important d'examens réalisés à partir de très nombreux 
fragments provenant de tubercules différents ne permet pas de considérer 
ces résultats comme accidentels, il s'agit au contraire d'un phénomène 
régulièrement observé. 

30 Structure histologique d'un tubercule de pomme de terre : 

La structure histologique d'un tubercule de pomme de terre présente 
nettement deux zones : l'une, externe ou corticale ; l'autre, interne 
ou médullaire ; elles sont séparées par les vaisseaux libéro-ligneux formant 
l'anneau vasculaire (f ig. 1 ,  p. 61) .  

L a  zone corticale ou cortex est limitée par plusieurs couches de 
cellules subérifiées (pl .  IV, 1)  qui protègent le parenchyme cortical 
Ce dernier comprend deux types de cellules. 

Dans les plus externes, plus petites où l'amidon est très rare, on 
peut observer : 
- des cristalloïdes cubiques très colorés en rouge qui seraient 

selon ARTSHWAGER (1918), de nature protéique (pl .  IV, 2) ; 
- des petits plastes, colorés en rouge (pl.  IV, 3) ; 
- des cellules complètement occupées par des cristaux d'oxalate 

de calcium (p l .  IV, 4) ; 
- des grandes cellules à parois épaisses et ligneuses (p l .  IV, 5). 

En se rapprochant de l'anneau vasculaire les cellules du parenchyme 
cortical s'agrandissent et, au voisinage des vaisseaux elles présentent 
des grains d'amidon (pl .  IV, 6) .  

L'anneau vasculaire : dans le tubercule jeune les faisceaux libéro- 
ligneux sont noyés dans un parenchyme amylifère. A mesure que l'organe 
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FIG. 1. - Structure histologique du tubercule de pomme de terre. 

vieillit, les îlots se rejoignent et l'assise génératrice devient continue 
mais ne produit cependant que peu d'éléments secondaires. Des massifs 
de liber interne ou périmédullaire sont disposés suivant un ou plusieurs 
cercles, mais ils demeurent indépendants les uns des autres. 

La moelle : c'est le tissu qui, en volume, occupe la plus grande partie 
du tubercule. C'est un parenchyme de réserve bourré de grains d'amidon ; 
leur nombre, cependant, diminue à mesure que l'on se rapproche du 
centre. Dans ce tissu les cellules se divisent activement et c'est essen- 
tiellement en raison de leur prolifération que les tubercules croissent. 

40 La période de germination : 

Lorsque après la période hivernale le développement des bourgeons 
commence, la localisation et le nombre de bactéries semble subir d'im- 
portantes modifications (MONTUELLE, 1962 a). En effet, alors qu'au 
repos, nous l'avons vu, des micro-organismes assez rares sont remarqués 
surtout dans les parties profondes, si l'on examine des coupes réalisées 
dans le tubercule à proximité des bourgeons naissants ou faiblement 
développés, on constate que les bactéries, assez nombreuses, sont loca- 
lisées essentiellement de part et d'autre des éléments conducteurs et 



particulièrement au iiiveau de la courbure qu'ils subissent pour pénétrer 
dans les tissus néoformés. Les cellules hôtes s ~ n t  allcngées et pauvres 
en amidon. 

Cette localisation est tout a fait caractéristique : nous l'avons 
retrouvée dans 10 tubercules différents. Les colonies, par rapport A 
celles que nous avons décrites dans les organes mûrs, ont changé d'aspect : 
leur importance est trois ou quatre fois plus grande, elles sont moins 
condensées, sont situées surtout au voisinage des membranes dans des 
cellules très pauvres en inclusions ; certaines renferment plusieurs colo- 
nies (pl. III, 5 à 9). Corrélativement peut-être, les micro-organismes 
sont, A ce stade de reprise d'activité des tubercules, beaucoup moins 
fréquents dans le parenchyme médullaire. 

Dans les jeunes bourgeons (environ 1 cm de longueur) c'est encore 
à proximité des éléments conducteurs que sont principalexlent localisées 
les bactéries (f ig. 2). Les cellules qui en hébergent (pl. V, 1) sont 
situées de part et d'autre du cordon libéro-ligneux et dans le parenchyme 
médullaire. Nous n'avons que très rarement noté la présence de colonies 
dans les vaisseaux. En coupe transversale nous avons pu préciser I'exis- 
Lence de bactéries dans les cellules de l'endoderme (pl. V, 2). 

FIG. 2. - Schéma de l'insertion d'un bourgeon et localisatiori des colonies 
bactériennes (+). 



Les zones méristérnatiques situées à l'extrémité des (( germes )) 

principaux et secondaires sont dépourvues de colonies bactériennes. 

On sait que, dans la région de formation des bourgeons, se produi- 
sent à la fois la dégradation de l'amidon e t  son élaboration dans les jeunes 
plastes des tissus en formation. Nous avons remarqué réguliérernent 
que les bacléries sont en plein développement là où l'hydrolyse de l'amidon 
est importante (grains d'amidon en masses jaune-verdâtre). Par  contre 
dans les cellules où s'opère surtout la synthèse (amyloplastes coiffés 
de la calotte plastidale on ne trouve jamais de micro-organismes autre- 
ment qu'en colonies de très faible taille. 

5 0  Période de végétation : 
Nous avons poursuivi l'examen des micro-organismes et leur évolu- 

tion au sein des tissus pendant la période de végétation (1). 

Nous avons fixé et préparé pour la cytologie des stolons et des 
jeunes tubercules récoltés après 38, 45 et 52 jours de végétation en pleine 
terre. 

Dans les coupes longitudinales de stolons proches du tubercule 
nourricier les bactéries sont presque exclusivement situées dans les 
vaisseaux et plus particulièrement ceux du bois. Les colonies ont des 
dimensions comparables à celles qu'elles avaient dans le tubercule d'ori- 
gine. On en rencontre sur toute la longueur du stolon mais l'importance 
des colonies augmente nettement au fur et à mesure qu'est plus proche 
le lieu de formation des jeunes tubercules. Près d'eux, en effet, les amas 
bactériens sont assez nombreux et importants dans les vaisseaux du 
bois ; ceci permet de penser qu'à ce niveau du stolon elles trouvent 
des conditions favorables à leur développement. 

Dans les jeunes tubercules les bactéries, situées surtout dans le 
parenchyme médullaire, sont relativement fréquentes (surtout chez les 
plus jeunes ayant approximativement 5 à 7 mm de diamètre), mais 
leur nombre diminue quand le tubercule croit. 

Toutes ces observations montrent donc (f ig. 3, p. 64), que le nombre 
et la localisation des bactéries hébergées par les cellules des organes 
souterrains de la pomme de terre varient avec la situation et l'âge du 
tissu considéré. Elles posent aussi la question des fluctuatioris du nombre 
de ces micro-organismes en fonction des conditions physiologiques 
régnant dans les cellules. 

Les examens cytologiques, particulièrement intéressants dans la 
région des germes, puisqu'on y observe à la fois la synthèse e t  la dégra- 
dation de l'amidon, permettent de préciser que les bactéries se déve- 
loppent beaucoup mieux dans les cellules où se produit l'hydrolyse des 
glucides. 

La teneur en sucres réducteurs, d'après les dosages biochimiques 
effectués par différents auteurs (ARTSCHWAGER, 1924 ; COLIN et FRANQUET, 

(1) Nous tenons à ce sujet à remercier vivement la Fédération Française des Producteurs 
de Plants de pomme de terre Région Nord qui a aimablement mis à notre disposition son champ 
expérimental de Carv~n. 
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FIG. 3. - Schéma indiquant les variations de la population 
bactérienne au cours de la végétation. 

1927) est fort élevée dans les tubercules très jeunes et dans les parties 
et stolons qui s'y rattachent, importante dans les tubercules en germi- 
nation, faible dans les régions distales des stolons et presque nulle dans 
les tubercules mûrs au repos. 

11 pourrait donc exister une relation entre la richesse d'un tissu 
en sucres réducteurs et le nombre de bactéries susceptibles de s'y 
développer. 

60 Étude de tubercules atteints de la maladie des taches rouilles : 
Certains tubercules présentent parfois a la coupure des taches sans 

relation avec les tissus superficiels et de couleurs diverses sur lesquelles 
les spécialistes ont établi une classification en distinguant les taches 
cendrées, plombées et rouilles. Les causes de ces maladies sont très 
imprécises. Les auteurs y voient le résultat de troubles du métabolisme 
dus aux conditions climatiques, culturales ou de conservation. 

La maladie des taches rouilles a été surtout étudiée en Allemagne 
sous le nom d' « Eisenfleckigheit ». Les tubercules apparemment sains 
montrent au sectionnement une chair parsemée de taches de différentes 
dimensions, de couleur rouge brique, isolées ou en grand nombre. Ces 
taches formées de matière inerte sont de forme irrégulière et peuvent 
être réparties régulièrement et concentrées dans la partie médiane ou 
bien ordonnées en forme d'arc. Elles ne doivent pas être confondues 
avec celles que provoque le mildiou : elles sont, dans ce cas, bien plus 
grandes et compactes et sont toujours en relation avec des taches de 
l'épiderme. 
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Plaiiche V 

Coupe longitudinale. Répartitioii des cellules hôtes le loiig du cordoii vasculaire 

Coupe trarisversale 
Noter la répartition des cellules hôtes : cridoderme et  parenchyme cortical 

Tubercule de l>omme de terre : coupes effectuées dans la zoiie d'iiisertioii des 
bourgeons. Situation des cellules hôtes (O). 



Er1 passant en revue les travaux des auteurs qui ont étudié cette 
maladie, on constate que les causes en sont mal connues. On admet 
généralement qu'il s'agit d'un déséquilibre entre l'absorption de l'eau 
et la transpiration. Les taches rouilles se formeraient pendant la période 
de végétation, elles ne pourraient apparaître et se développer après la 
récolte et ne se transmettraient pas aux tubercules fils après la plantation. 
En  travail récent de EIBNER (1959), établit certaines relations entre 
la présence du virus de la mosaïque du tabac (Ratelvirus) et l'apparition 
des taches. Signalons enfin, ~U'ATANASOFF (1926) a essayé d'expliquer 
la maladie par une bactériose mais n'a pu obtenir de résultats positifs. 

Quand il nous est arrivé, à la faveur des très nombreux explantats 
que nous avons effectués dans les pommes de terre, de rencontrer des 
tubercules atteints de taches rouilles nous nous sommes demandé s'il 
n'était pas possible de les considérer comme une manifestation patho- 
logique de la présence normale de bactéries dans les tissus sains. Aussi 
avons-nous procédé sur ce matériel et suivant les techniques exposées 
à des observations cytologiques (MONTUELLE, 1962 b). 

A faible grossissement, le parenchyme présente des espaces vides 
alvéolaires, circulaires ou ovales et de taille très variable (pl. VI, l) ,  
les uns correspondant à la surface occupée par quatre ou cinq cellules, 
les autres beaucoup plus grands. Les cellules qui occupaient ces espaces 
sont complètement détruites et il ne subsiste, a la périphérie de ces 
enclaves que quelques débris; celles qui bordent les alvéoles sont fréquem- 
ment ouvertes et présentent une coloration rouille qui rappelle la couleur 
des taches. Les membranes des cellules péri-alvéolaires semblent très 
fragiles : elles montrent des plis ou des ruptures. 

A plus fort grossissement on constate que presque toutes les cellules 
de la coupe renferment des bactéries : elles sont situées surtout le long 
des membranes (pl. VI, 2) mais de plus en plus nombreuses à mesure 
que l'on se rapproche des alvéoles, elles occupent par centaines tout 
l'intérieur des cellules (pl. VI, 3). Nous avons souvent observé des amas 
considérables de cocci ou de cocco-bacilles ; cependant les enclaves 
sont vides. 

Nous avons procédé, suivant les techniques déjà décrites à l'isolement 
de souches bactériennes a partir d'explantats réalisés dans la région 
des taches. En  plus des espèces hébergées par les tubercules sains (Bacillus 
megaterium, B. subtilis, B. polymyxa, B. cereus, B. licheniformis) nous 
avons pu isoler une souche particulière. Sur gélose nutritive, en effet, 
elle se développe lentement, formant un cal cartilagineux qui s'entoure 
d'une auréole provoquée par la diffusion dans le milieu d'un colorant 
rouille rappelant la couleur des taches. Sur tranche de pomme de terre, 
cette souche croit également lentement en prenant l'aspect d'un bourrelet 
rouille. 11 nous a paru intéressant d'essayer d'inoculer cette souche à 
des tubercules vivants, mais, jusqu'ici nous n'avons pas réussi à provo- 
quer la formation de taches. La détermination de l'espèce est en cours. 

La présence de bactéries en si grand nombre dans les cellules pro- 
voque évidemment un certain nombre de modifications importantes, 
surtout pour les grains d'amidon et les noyaux. 

Par rapport aux coupes d'organes sains, les grains d'amidon sont 
moins nombreux les plus gros présentent des figures de corrosion 



évidentes : fentes radiaires alteignant le centre du grain ou érosion de 
surface caractéristique ; un grand nombre sont très petits, aplatis, 
leur centre est incolore et il ne subsiste plus qu'un cerne légérement 
coloré. Parfois même, c'est ianiquemeill la présence de bactéries disposées 
sur le pourtour des grains qui permet de les distinguer encore (pl. VI, 5). 
Notons aussi le nombre très important de plastes (pl. VI, 4). 

La dégénérescence cellulaire atteint bien entendu elle aussi la striic- 
Lure nucléaire (pl. VII, a à 1 1 )  : au cours de la première phase de l'infec- 
tion parasitaire, c'est-à-dire dans les parties les plus péripliériyues des 
alvéoles, les iioyaux gardent leur s1,ructure et leurs contours arrondis 
normaux ; certains parfois sonl de grande laille (g). Les riucléoles forte- 
ment colorés par la fuchsine, émettent de petits bourgeons (d et g) 
parfois très nombreux. 

Ilans les zones plus dégradées, les iioyarix ~~reiiiieiit un aspecl sj,on- 
gieux dû à la formation de petites logettes spli6riques achroiiiophiles ; 
ce type de dégénérescence, différent de la pycnose, a été décrit sous lc 
nom d'alvéolisation. En même temps les contours nucléaires devieiirieiil 
assez diffus, irréguliers ( j )  et souvent festonnés (a, c, k) par suite de 
l'ouverture des bords de certaines alvéoles. Dans de tels noyaux, les 
nucléoles sont souvent Lrès intens6ineiit colorés ; les E)oiirgeons que noirs 
avons vu se former au cours de la premiére phase se soilt d6Laclii.s e l  
ont considérablenient grossi (r) ; certains, i la laveur de la dégradation 
du suc nucléaire passent dans le cytoplasme (i), d'autres semblent perdre 
leur chromaticité ( c ) ,  mais ils sont toujours nombreux et parfois même 
très nombreux (12 en m et 25 en n). La plioto 11 (pl. VII) noiis semble 
d'ailleurs particulièrement intéressante : oii y voit, en effet, à gauche 
une partie qui est presque complètement nécrosée par alvéolisation et 
dans laquelle il ne subsiste aucun iiucléole ; au contraire, dans la moitié 
droite qui représente certainement un stade de résistance précédant 
la dégénérescence, les nucléoles sont très nombreux. 

Les images que nous venoris de décrire sont donc essentiellement 
caractérisées par un bourgeonnement nucléolaire intense qui aboutit 
à la formation d'un nombre souvent important de iiucléoles fils. 

Ces structures sont voisines de celles qui ont 6té observées d'une 
part, dans le cas de maladies parasitaires provoquées par les champi- 
gnons, les bactéries (nodosités des Légumineuses), des virus (crown-gall), 
des insectes et, d'autre part, lors des troubles de métabolisme provoqués 
artificiellement par des poisons physiques ou chimiques. 

Signalons en particulier que MALVESIN-FABRE et EYME (1930), 
ont noté dans les cellules à mycorhizes chez Linîodorum clbortiuum, 
une augmentation importante du nornbre des nucléoles dans les cellules 
en cours d'infestation progressive. HOCQUETTE (1929), étudiant les 
réactions parasitaires de cellules d'Alnus glutinosa infectées par des 
hactéroïdes, a observé une llyperlrophie cellulaire, nucléaire et nucléo- 
laire. Les travaux de ~ I E Y E H  (1950), sur la formation des zoocécidies 
rapportent de nombreux cas de gigantisme nucléolaire. 

L'infection parasitaire provoquerait une diminution importanle 
du taux d'acides nucléïques cytoplasmiques, celle-ci déterminerait & 
on tour une rriiiliiplication considérable des surfaces nucléolaires qui 
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traduit une augrneiitalion notable de la proleogencse. Les glitcides 
solubles dont la teneur s'accroît également pourrait 5ervir de source 
d'energie à ces 5yntlibses. CJiioi qu'il en soit dans la maladie ctiidiée ici, 
le parasite, apres cette periode d'active résislance des cellules prend 
ral)idement le des5iis et la degénerescence nucléaiie coinpléte suit de 
peu celle du cyloplasme. 

L'enseinblc de ces observations el  isolernenls, sans écarler com- 
plkiemerit les 1iyj)olhèses actuelles sur l'étiologie de la maladie, améne 
à penser que des bactéries interviennent dans l'apparition des taches 
rouilles. Les inodificalions locale5 dii n~étabolisme, ou l'affaibli5semenl 
de certaines cellules par les virus, permettraient aux bactéries (ou plus 
particulièrement peut-être h une espéce) normalement présentes dans 
les tissiis de se développer sporadiquement. EtanL donné : d'une part, 
la présence normale des rriicro-organisme5 dans les cellulcs apparemmeril 
saines et, d'autre part, l'absence de relation erilre les taches et la périphérie 
des organes, la maladie pourrait s'expliquer sans pénétration directe 
de bactéries à partir d'un foyer extérieur d'infection. 

I I I .  - ÉTUDE DES RACINES TUBERXSÉES DE BETTERAVE 

Les fragmeiils étiidiés ont lotijours é l é  prélevks à 3 ciil du collet 
dans de jeunes racines ou « planchons » provenant de seniis estivaux 
récoltés à la fin de 1'autoil:ne et se trouvant au moment de la fixation 
en période de repos végétatif. 

Le fixateur est identique à celui que nous avons utilisé pour étudier 
les pomines de terre. La méthode de coloration de Milovidov, précédem- 
ment exposée a nécessité quelques adaptations à ce nouveau matériel. 
Nous avons en particulier accentué la coloratioii bleue de deux façons 
différenles : 

- augmentation de la concentration du colorant bleu ; 
- diminution du temps de différenciation au tanin orange. 

1 0  Étude des racines normales ou soumises à différents traite- 
ments : 

Chez la betterave, comme chez de ilombreuses planles de la famille 
des Chénopodiacées la tubérisation des racines résulte de la formation 
d' assises . . génératrices libéro-ligneuses surnuméraires. 

La disposition de tissus ( f ig .  4, p. 68) est la suivaiile : 
- Le centre des coupes est occupé par les faisceaux ligiieux primaires 

entourés d'un anneau continu de bois secondaire normal. Le cambium 
qui donne naissance à ce dernier cesse assez rapidement de fonctionner 
et, dans la région péricyclique, une nouvelle assise dite surnuméraire 
prend naissance. Elle engendre un nouveau cercle de liber et de bois 
concentrique et extérieur aux tissus secondaires normaux. Les formations 
ligneuses surnuméraires sont pauvres en vaisseaux et sont surtout consti- 
tuées de cellules parenchymateuses. Le liber est peu important. Après 
un certain temps d'activilé ce cambium supplémerilaire s'arrele et un 



nouveau se différencie à l'extérieur du précédent. La répétition de ce 
processus aboutit à la formation, autour des tissus secondaires normaux, 
de plusieurs cercles libéro-ligneux surniiméraires entrecoupés par des 
rayons médullaires. 

R. méd. primaire 

Tissus secondaires normaux 

FIG. 4 a - Structure histologique de la racine de betterave. 



Tissus surnuméraires 

FIG. 4 b. - Structure histologique de la racine de betterave. 

R. med. laire = Rayon médullaire primaire. 
LQ = LiBge ; P = Phelloderme ; Ass. surn. = Assise surnumeraire. 
Ass. gen. 1. 1. = Assise gbnératrice libero-ligueuse; B = Bois; L = Liber. 

A la périphérie quelques couches de liège, le phelloderme et le paren- 
chyme cortical protègent l'ensemble des tissus tubérisés. 

L'observation des coupes à l'immersion nous a permis de mettre 
en évidence (p l .  VIII, l), un très faible nombre de colonies bactériennes 
formées par le groupement de quelques cocci ou cocco-bacilles. Nous 
ne leur avons pas remarqué de localisation particulière : elles existent 
aussi bien à la périphérie qu'au centre de l'organe. On rencontre approxi- 
mativement une cellule h6te pour 1.000 cellules observées. 

Par contre, si l'on soumet les planchons à certains traitements 
identiques à ceux que nous avons décrits pour la pomme de terre, on 
parvient à augmenter notablement le nombre de micro-organismes au 
sein des tissus (p l .  VIII, 2 et 3). 

Dans les racines paraffinées huit jours, le nombre de bactéries par 
colonie atteint parfois une centaine. Les dificultés de mise au point 
lors de l'examen microscopique et la légère coloration bleu-pâle entou- 
rant les bactéries semblent ici aussi révéler l'existence d'un (( ciment )) 

mucilagineux. Nous avons noté qu'il existait des cocci de deux dimen- 
sions différentes. 

Pour essayer de comparer entre eux les différents traitements nous 
avons, en retenant les coupes les plus riches en bactéries, calculé les 
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des cellules de la zone périphériqur des racines paraffinées liébergent 
des bactéries : elles se lrouvenl surtout dans le plielloderme et les cellules 
voisines de l'écorce. Nous avons exceptionnellement pu remarquer la 
présence de bâtonnets dont certains semblaienl sporulés. Dans la zone 
centrale nous avons relevé 20 % de cellules Iiôtes dont 18 O/, dans les 
tissus conducteiirs et  principalement dans le bois (parenchyme ligneux I 

et vaisseaux). 

Lorsque les racines ont séjourné, après stérilisation de surface 
pendant ilne semaine sous vide, on note, en périphérie par rapport ari 
cas précédent une très nette diminution du nom1)re des micro-organisme\. 
Les colonies ne comptent plils qu'une dizaine de bacléries et  la subslance 
mucilagineiise semble avoir disparu. Les lissus hOles son1 le plielloderme 
(1 %.de cellules hôtes), l'écorce (1 O / , ) ,  le parenchyme secondaire surnii- 
mbraire (2 O/,). 

Ilans la partie centrale de l'organe les colonies sont beaucoup plus 
importantes que sur le pourtour. Le pourcentage de cellules envahies 
s'élève à I I  % dont 7,4 O/, ap1)arlienneriL au pareiichyme des rayons 
médullaires et  3,G % aux  celliiles ligneuses et  ail parenchyme secondaire 
siliié ail voisinage du bois. 

L'action de l'oxyghiie, pendant une durée de huit jours, se traduil 
dans la zone périphérique, par la préseiice à côté de colonies de cocco- 
bacilles, de I~titoiiiiets dans les cellule\ du bois secondaire siirtiiirn6raire 
où ils sorii parfois très :ihondants. 

11 est tout à fait exceptionnel de rencontrer des bacléries dans 
les vaisseailx du bois. Dans les tissus plus internes, notamment le bois 
secondaire normal on n'observe plus que les colonies liabitiielles cocco- 
bacillaires. Les numérations donnent 10,8 O / ,  de cellules hciles pour 
l'ensemble de l'organe. 

Le séjour dans une atmosphère d'azote permet d'atteindre des 
pourcentages de cellules Iiôtes encore plus élevés, notamment dans la 
région centrale (26 %). Dans les cellules pCripliériques (11,s %) les 
colonies sont parfois très volumineiises. 

Ile l'ensemble de ces résultats rioiis potivons conclure à l'existence 
normale, de micro-organismes, au sein de certaines cellules ; ils soiil 
très peu nombreux dans le malériel en repos végétatif que nous avons 
examiné. Cependant certains traitements e t  en particulier le séjour 
des planchons sous azote sont capables de provoquer la multiplicalion 
importante des bactéries au sein des cellules. 11 n'existe sur le pourtour 
comme au centre de l'organe aucune zone où les cellules seraient toutes 
atteintes : ceci permet d'écarter, d'une part, l'hypolhése d'une péné- 
tration de bactéries à partir de la surface et, d'autre part, la possible 
existence de (( foyers d'infection 1) a partir desquels il y aurait eu progres- 
sion des microbes. Il nous semble qu'il faille plutôt considérer que les 
colonies, rendues visibles par leur accroissemenl artificiel, résulteraient 
de la multiplication de bactéries initialement présentes dans les cellules. 

Pour la belterave nous ne disposons pas d'observalions cytologiques 
correspondant à des états physiologiques différents mais il est possible 
que dans ce cas comme dans celui de la pomme de terre, la population 
bactérienne varie ail cours de la végétation. 



La rnultiplication des bactéries qui se produit au cours des différents 
trailemenls petit s'expliquer de diverses façons : 

- action directe de l'atmosphère gazeuse sur la vitalité des bactéries ; 

apparilion, A la faveur des déviations du métabolisme imposées 
par les conditions extérieures, de substances trophiques ou oligo- 
dynamiques favorables aux micro-organismes ; 

- levée d'une inhibition de type antibiose qui s'opposait jusque la 
B la prolifération des bactéries. 

20 Modifications nucléaires sous l'influence de l'azote gazeux 

En même temps que nous recherchions les bactéries dans les cellules 
nous notis sommes attaché à observer les modifications cytologiques 
attribuables aux divers traitemenls subis par le matériel. Nous avons 
pu ainsi faire un certain riornhre de remarques dont l'exposé nous entraî- 
nerait en dehors des limites de ce mémoire. 

Pourtant nous nous intéresserons aux structures nucléaires présentées 
par les fragmeiits soumis h l'atn~osphère d'azote car nous pensons qu'elles 
peiivent êlre en rapporl avec la présence des bactéries. 

lles tmvauu antbrieurs ont montré qu'il existail des relations si 
blroiies entre la strircture d'un noyau quiescelit et le métabolisme cellu- 
laire que la morphologie des premiers traduisait le second par des images 
cylologiques precises. L'aspect d'un noyau quiescent permet ainsi d'éva- 
liier l'activité physiologique de la cellule. 

MAIGE (1923), a établi que, lorsque les dimensions du noyau et  du 
nucléole ne varienl pas, l'état physiologique de la cellule reste constant. 
Si ce dernier change, les volumes nucléaires et nucléolaires sont modifiés : 
un nouvel équilibre s'établit. Lorsque le jeûne notamment a provoqué 
une diminution de ces territoires on peut obtenir une augmentation 
de leur volume en apportant des aliments glucidiques. Exemple : les 
iioyaux et les nucléoles des embryons de haricots privés de leurs coty- 
lédons mis à jeûner sur papier mouillé, retrouvent après quarante-huit 
heures en présence d'une solution de saccharose à 5 un volume iden- 
tique au primitif et voire même supérieur. 

HOCQUETTE et  P R U D H O M R ~  ont montré (1952, a et b),  qu'aux 
modifications de taille correspond une lransformation structurale. 
La reprise de l'activité cellulaire est caractérisée par l'augmentation 
du noml~re des amas chroinaliques, l'accroissement de volume du 
nucléole, l'apparition à sa surface d'une couche plus ou moins riche 
en acide désoxyribonucléique, le bourgeonnement nucléolaire et même 
quelquefois la fragmentation nucléaire. Dans les expériences de ces 
auteurs, réalisées comme les précédentes sur des embryons de haricot 
en état de jeûne, l'apport d'aliments glucidiques réveille des synthèses 
protidiques et  celles-ci sont révélées par les images cytologiques. 

Par  la méthode de 3Iilovidov (très voisine de celle de Volkonsky) 
que nous avons utilisée, les nucléoles (acide ribonucléique) sont colorés 
en rouge (fuchsine) ; au contraire les zones riches en acides désoxyribo- 
nucléiques sont bleues (bleu de Unna). 



Dans ces conditions l'examen des coupes de fragments de racines 
de betterave en repos hivernal, soumises pendant huit jours à une 
atmosphère d'azote, et leur comparaison avec des coupes témoins montre 
que les cellules sont en état d'hyperactivité. En  effet, l'enchylème nucléaire 
est chargé de très nombreuses masses chromatiques ; les nucléoles volu- 
mineux, fushsinophiles, bourgeonnent activement ; leurs contours sont 
marqués d'un liseré bleu. Les néoformations nucléolaires offrent les 
mêmes caractères que les nucléoles eux-mêmes, une calotte seulement 
ou toute leur surface est colorée en bleu ; elles se détachent du nucléole 
principal et baignent dans la caryolymphe où elles sont parfois très 
nombreuses (6 ou 7). Dans les cas extrêmes nous avons vu certaines 
de ces formations sortir du noyau lui-méme. 

Nous avons prolongé au-delà de huit jours le séjour des planchons 
en atmosphère d'azote : l'activité nucléaire ne s'atténue pas, elle s'accen- 
tue au contraire. Les phénomènes de bourgeonnemenl nucléolaire se 
poursuivent ; mais on remarque surtout qu'à partir de quinze jours 
d'expérience des caryocinèses suivies de cloisonnement se produisent. 
La planche VIII,  4 à 8, montre les aspects de ces noyaux : on voit que 
la jeune et fragile membrane qui les sépare est de formation très récente. 
On note également que la situation et la taille des nucléoles sont fréqilem- 
ment symétriques par rapport à la cloison néoformée. 

Ces images n'ont pas été relroiivées, en dépit d'observations prolon- 
gées, dans des racines témoins non traitées. Il y a donc bien dans nos 
expériences, sous l'influence de l'azote, gazeux, une augmentation de 
l'activité du métabolisme qui peut aller jusqu'à provoquer la division 
nucléaire et cellulaire. 

Les tissus dans lesquels nous avons pu faire ces observations sont 
assez variés. Dans la région périphérique, immédiatement en dessous 
du liège nous avons remarqué jusqu'à 5 cellules contiguës dont le noyau 
venait de se diviser, constituant ainsi une véritable ébauche d'assise 
génératrice. 

Des divisions se produisent aussi dans les parenchymes des zones 
vasculaires et corticales aii sein de cellules qui sont parfois de Lrès grande 
taille. 

Tout ceci indique que l'activité cellulaire est intense et qu'en parti- 
culier les synthèses protidiques sont notables. Ce réveil d'activité n'est 
attribuable qu'à l'azote puisque c'est la seule variable par rapport au 
témoin. On peut donc penser qu'il interviendrait dans le métabolisme. 
Y a-t-il réellement gain de substances azotées ou simplement, sous 
l'influence d'un apport énergétique dû aux transformations glucidiques 
consécutives à l'asphyxie des tissus, s'agit-il d'une pulvérisation des 
acides nucléiques, d'un passage des acides ribonucléiques du nucléole 
au sein du cytoplasme ? Nous ne pouvions, par la cytologie, apporter 
de réponse à cette question, aussi avons-nous entrepris des dosages 
chimiques dont nous parlerons dans ce chapitre pour ne pas morceler 
cet exposé à l'excès. 

30 Analyses chimiques après séjour en atmosphère d'azote. 
Expériences avec l'azote 15. 
Par la méthode classique de Kjeldahl on évalue, dans une substance 

organique, la quantité d'azote présent sous les formes protidique, amidée, 
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aminée et ammoniacale. Les nitrites et nitrates, s'ils existent ne sont 
pas dosés. C'est pourquoi, dans la méthode de Joldbauer on transforme 
par l'acide phényl-sulfurique l'azote nitreux et nitrique en nitrophénol 
qui est ensuite réduit par le zinc en amidophénol. Ce dernier composé 
entre alors dans le groupe des produits dosés par la méthode de Kjeldahl 
que l'on applique ensuite. On peut donc de cette façon connaître la quan- 
tité d'azote total contenue dans un échantillon. 

Les planchons sont coupés longitudinalement en deux : une moitié 
est soumise immédiatement au  dosage, l'autre est placée dans un récipient 
clos dans lequel on fait circuler un léger courant d'azote. Dans ce cas, 
à la fin de l'expérience, avant d'entreprendre les dosages, les tissiis 
sont dégazés plusieurs fois. 

Après six jours on constate qu'il s'est produit, au cours du traitement, 
des gains en azote total variables d'un échantillon à I'aiitre mais pouvant 
atteindre 20 % de la teneur initiale. 

Il y a donc bien, semble-t-il, dans les conditions expérimentales 
définies, fixation d'azote gazeux. 

Pour obtenir une confirmation supplémentaire nous avons repris 
l'expérience précédente avec de l'azote isotopique 15. 

Ide gaz utilisé, avait la composition suivante : 
Teneur isotopique . . . . . . . . . . . .  34,5 O/, d'N 15 
Teneur en azote total . . . . . . . . . .  99,s O/, 

Teneur cn oxygène . . . . . . . . . . .  0,2 % 
Teneur en oxydes d'azote . . . . . . . .  0 3  % 

Les fragments d'organes sont placés dans un dessiccateur où l'on 
introduit l'azote 15. L'expérience diire cinq jours puis les échantillons 
sont minéralisés soit directement (Kjeldahl), soit après le traitement 
préconisé par Joldbauer. 

L'analyse des solutions minéralisées effectuée au spectrométrc de 
masse a donné les résultats suivants exprimés en pourcentage d'azote 15 
par rapport à l'azote total (tnhlenrr 20). 

-- -- 
l 

Méthode Icjeldahl Joldbauer 
---- - --- - - - - - l - - -  

l 

1 

--- -- - - -  

La teneur naturelle en azote 15 de l'azote normal est de 0,370 %. 
- --  

Tableau 20. - Teneur f n  % d'azote 15 par rapport a l'azote totnl des fragments d e  
betternoe solimis a l'action de l'azote 15. 



Il y a donc bien, oii le voit, gain d'azote des organes ayant séjourné 
dans l'azote 15 puisqu'ils renferment en ce cas une quantité d'isotope 15 
nettement supérieure (au moins double) à la teneur naturelle. 

D'autre part, la comparaison des chiffres donnés par les deux 
riii.lhodes de minéralisation indique qu'une parlie de l'azote fixé est 
engagée dans la fraction protidique, amidée, aminée, ou ainmoniacale 
tandis qu'une autre l'est sous forme de nitrate ou de nitrite. E n  effet, 
les chiffres obtenus par la méthode de Joldbauer sont toujours supérieurs 
à ceux qui correspondent à la technique de Kjeldahl. 

Ce1 ensemble de résultats montre qu'il se produit en atmosphère 
d'azote, c'est-à-dire en anaérobiose telle qu'on la conçoit généralenlent, 
Lin passage de la vie ralentie à la vie active. Les observations cytologiques 
et  les dosages chimiques indiquent qu'il y a hyperaclivité cellulaire 
et  augrrientaLion de la masse de substance vivante. Les gains sont trop 
importants porir être expliqués directement par la multiplication ait 
sein des tissus du nombre de bactéries ; il semble plus vraisemblable 
de penser que, dans le cadre de cette expérience, les micro-organisrries 
pourraient participer aux processus qui aboutissent à l'entrée de l'azote 
gazeeuse dans le inélabolisme de la plante supérieure. 

IV. - ÉTUDE DE LA RACINE TUBERISÉE DE CAROTTE 

Sous  avons ici encore cherché à multiplier le nombre de micro- 
organismes dans les organes étudiés. Nous y sommes parvenus en irniner- 
geant au moins pendant sept jours les racines (stérilisées en surface par 
le sublimé et flambage) dans un bouillon nutriti1 stérile contenu dans 
un Erlenmeyer à large col. Pour être certain de la stérilité exterrie des 
organes, on garde seulement, pour la cytologie, les raciiies qui n'ont 
pas l'rovoqi~é la pollution di1 bouillon. 

Nous prélevons les fragments, à inclure et  colorer comme ci-dessus, 
à trois niveaux différents depuis le collet jusqu'à l'extrémité radiculaire 
et, en cliaciin de ces cas, dans trois zones histologiques distinctes : le 
parenchyme péricyclique tubérisé, la région vasculaire et  la ruoelle. 

Dans ce végétal, contrairement à ce que nous avons observé chez 
la pornme de terre où la répartition était très diffuse, les micro-organismes 
semblent bien localisés. Ils n'existent ni dans le parenchyme péricyclique 
ni dans la moelle ; mais par conlre (pl. IX), ils se trouvent presque exclu- 
sivement dans les vaisseaux du bois où ils ont proliféré de façon consi- 
dérable au point d'occuper souvent tolalemenl la lumière du vaisseau 
et  de faire céder parfois même ses parois. 11 faut noter également que 
dans cetle région les méats du parenchyme vasculaire héhergent aussi 
tellement de bactéries qu'ils en sont quelquefois fortement dilatés. 

La comparaison des différents niveaux de prélèvement montre 
que le nombre de cellules infestées diminue progressivement à mesure 
que l'on s'éloigne dit collet vers le méristème terminal. 



Coupes effectuées dans des racines tubérisécs de carotte ayant été imrncrgçes 
dans des conditioiis stériles. bIultiplicatioi~ corisid6rablc des bactéries d m s  les cellules 
el  les espaces iiltercellulaires. 



Y. - ÉTUDES BACTÉRIOLOGIQUES ET CYTOLOGIQUES 
DE JEUNES POUSSES DE MAÏS ET DE BLÉ 

Au chapitre précédent, nous avons montré que les fruits et notarn- 
ment les caryopses de blé et de maïs hébergeaient aussi des bactéries. 
L'étude du comportement de ces micro-organismes au cours des premiers 
stades de la germination est d'un grarid intérêt : elle est susceptible de 
donner des indications d'ordre physiologique. 

Les bactéries pourraient rester dans lei cellules du grain qui les 
héberge, disparaître a ~ i  moment de la digestion des réserves ou bien 
migrer dans les organes à mesure qu'ils se développent. Dans ce dernier 
cas, les micro-organisnies ont-ils une localisation particulière dails un 
organe, un tissii 011 ni1 groupe de cellule5 ? 

Enfin, l~uisque rious l'avons vit, plusieurs espéces bactériennes 
cohabitent dans les caryopses, coinirient se répartissent-elles qiiarid 
la jeune plantule s'est développée ? 

Nous disposions, pour commencer l'examen de ces différents pro- 
blèmes de méthodes éproiivées poiir les isolemeiits bactériologiques 
et  les observations cytologic~ues. Sur ce nouveau niatériel iious avons 
travaillé selon des techniques bactériologiques et  cytologiques déjà 
décrites, à partir de jeuries plantes développées in vitro dans des coii- 
ditions de stérilitb externe. 

10 Méthode de stérilisation des caryopses. 

La stérilisation externe des semences est indispensable mais elle 
doil être compatible avec le maintien d'un pouvoir germinatif con- 
venable. Nous avons donc été amené à ~itiliser certains produits anti- 
septiques à diverses concentrations, pendanl des temps variables. L'effi- 
cacité de la stérilisation e l  le pouvoir germinatif qui en résultaient ont 
été contràlés. 

L'efficacité de la stérilisation est vbrifiée en plongeaiit apriis le 
traitement stérilisateur, les grains un à iin dans des tubes renfermant 
un milieu de culture (A 5) stérile. Nous déterminons pour chaque con- 
dition d'action de l'antiseptique les poiircenlages de grains n'ayant 
pas amené la pollution du milieu. 

Le pouvoir germinatif est apprécié de façon classiqtir en plaçanl 
les graines sur du papier humide en boites de Pétri. 

1,'hypoclilorite de sodiiim en solution à 3,3 % ne nous a pas paru 
satisf:lisaiil : il faul prolonger trop longtemps le traitement polir obtenir 
une stérilité convenable et cela est très préjudiciable au pouvoir ger- 
minatif. 

Les résultais obtenus avec le sublimé sont exprimés au fab leu~i  21, 
p. 76. Or1 voit que pour le blé, un séjour dans une solution à 0,2 :/, pen- 
dant une demi-heure, en assurant une stérilité absolue conserve a:i grain 
un pouvoir germinatif correct. 



Pour le maïs il faut proloriger un peu plus longtemps l'immersion 
dans la même solution pour obtenir des résultats convenables, sans 
développement de champignons. 

20 Germination stérile des grains : 

Les caryopses stérilisés sont introduits individuellement, avec les 
précautions habituelles d'aseptie dans des tubes à essais (20 - 200 mm) 
contenant 10 ml de milieu de Knop gélosé glucosé et stérilisé par passage 
préalable à l'autoclave. En quelques jours les grains gonflent et germent ; 
la jeune plante se développe, à l'abri de tout contact bactérien extérieur, 
en enfonçant ses racines dans le milieu solidifié. Il est alors possible 
de prélever stérilement une partie quelconque de cette plante pour 
la soumettre aux analyses bactériologiques et aux observations cyto- 
logiques. 

30 Analyses bactériologiques. 

Les organes à analyser (caryopses, racines, coléoptiles et feuilles) 
sont plongés dans une ampoule du microbroyeur de Dure1 et Sausse. 
Après broyage on isole et détermine, selon les techniques exposées plus 
liaut, les bactéries qui se sont développées dans le milieu. 

Les résultats, donnés aux tableaux 22 pour le blé et 23 pour le maïs, 
montrent que les bactéries présentes dans le grain ont migré dans les 
jeunes organes de la plante au cours de la germination. 

En  effet, toutes les espèces isolées des caryopses ont été retrouvées 
soit dans les racines, soit dans les feuilles. Aucune espèce non présente 
dans le grain ne fait partie de nos déterminations dans les autres organes : 
ceci apporte implicitement la preuve de la stérilité externe de nos mani- 
pulations et confirme l'origine endogène des micro-organismes. 



Pour le maïs on remarque qu'à l'exception du Bacillus coaguluns, 
on retrouve les mêmes espèces dans la feuille et la racine avec des fré- 
quences comparables a celles trouvées pour le grain ; ce sont esseritielle- 
ment : Bacillus pumilus, B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis. 

Si l'on opère à partir de fragments d'organes, on constate qu'aucun 
niveau de la plante n'est exempt de bactéries et que la migration doit 
s'effectuer dès les premiers stades de la germination puisque nos analyses 
sont positives même pour des organes très jeunes. 

Pour le blé, le Bacillus cereus est l'espéce isolée le plus fréqueminenl 
de Lous les organes. Sarcina, B. licheniformis, se trouvent aussi dans 
toutes les parties de la plante. Par contre B. coagulans (cf. blé) et 
B. pumilus présents dans le grain et les feuilles font défaut dans les 
racines. 

-- .- 

% Fréquence propre ii chaque esyice 
1 dans 

Espèces bactériennes - ~ 

Coléoptile ' Grain Riiciiie et feuille 
.... -- .............. 

8---- 

I 
1 

13. ccre~ts  . . . . . . . . . . . . .  55 1 59 
11. 1iclienifor1iii.s . . . . . . . . . .  l 25 ' 27 7 
Sirrcincc. . . . . . . . . . . . . .  8 5 12 6 
13. eou~~uloii .s . . . . . . . . . . .  8 '  O 
Il.  niilri il ris . . . . . . . . . . . .  1 5 
Divers 

/* 

l 
. 1  2 O ; 10 . . . . . . . . . . . .  

1 - l -- -- i~ 
Tableau 22. - Blé 

Espèces bactérieniles Grain 1 Racine 

11. ceretrs . . . . . . . . . . . .  . 3L 
I l .  puniilirs . . . . . . . . . . . .  1 :iT, 
l j .  sitbiilis . . . . . . . . . . . . .  $1  
.lchrun~«biii~lr~r . . . . . . . . . .  6 
Il. liclirnilurriiis . . . . . . . . . .  l 6 
Sut~citrcc. . . . . . . . . . . . .  

,~ 

3 
If. cutl~~zlltr1l.s . . . . . . . . . . .  8 3 
1) i~c r s  . . . . . . . . . . . . .  G 

Coléoptile 
e t  feuille 

Tableaux 22 el 23. -Fréquences d'isolement de chaque espèce baclérienize b partir 
cIu grain  et cles jeunes pousses de blé e f  de m a ï s  (les pourcen- 
tages de  fréquence sont obterizis dans  cliaque cas Ù parf ir  de  
35 organes).  



11 semblerait donc, dans le cadre de nos experierices, qu'il pourrait 
y avoir migration \élective des iiiicro-organismes au sein des jeunes 
plan Les. 

40 Observations cytologiques. 

Parallèlenient aux aiialysei l)actériologic~ues noils avoiic iix6 et  
prepare pour la cytologie des sections d'organes proveiiaril de je~irie5 
plantes développées i n  vitro en conditions aseptiques. 

1 )a!is les racines de iiiaïs, rious avoiis observé des ariias iiltracellu- 
laires peri iiornhreux conslitués de 15 à 20 baclcries iioyces dans une 
iiiasse rriucilagineusc. Ils ii'oiil pas de localisation particiilii.re : nous 
en avons vil dans le parencliyrnc cortical, l'endoderme, le lîcricycle, 
le parericliyiiie médullaire et au voisinage des vaisseaux. NOLIS n'avo~is 
cependant 1)as reinarqué de telles colonies dans les coupes effectuées 
tout à fait a l'extrémité apicale. 

Ilans les orgaiies aériens de la niErlie plante, les bactéries se préseii- 
terit, coiiiirie précédemment, en amas dans le parenchyme du coléoptile 
et siirloiil de la feuille. 11 est diKicile de donner une valeur quaiititative 
5 ces observalions riiais il serril~lc crue les cellules hébergeant les ~nicro- 
organismes sont iiioiiis fréqueiilcs tlaiis les organes aériciis qiie dans 
les racines. 

I,a situation seriible inverse cilez le ])lé : les raciiies préseilleiil peu 
de cellules liôles encore que leur nombre aille en augmentant eii direction 
1)asil)ète. I)ans les organes a6rieiis les amas bactériens soiil plus noin1)reiix 
et sont surtout localisés dans le parenchyme di1 coléoptile. Sous en 
avons également observés dans le parencliyrne foliaire. 

Il iloiis a semblé que le nombre de cellules liôtes était plus important 
lorsclue les coupes elaient effectiiées daiis des coléoptiles jeunes, liauts 
de 2 cm se~ilemeiil et  non eiicore percés par la feuille. 

50 Migration des bactéries au cours de la germination. 

11 résulte des expérieilces précédentes que I'ori peut isoler des bac- 
téries à partir des organes d'une jeune plante développée dans des 
conditions aseptiques. Ces micro-organismes ne peuvent donc provenir 
que des caryopses d'oh ~ ious  avoris d'ailleurs isolé les n~êriies espCces. 
Il faut ainsi envisager le passage des bactéries d'une cellule à l'autre 
soit au ~ i i o ~ n e n t  de la division riucléaire, avant la formalioii de la inern- 
braiie, soit poslérie~ireriieiit celle-ci et  à travers elle par l i i i  processus 
q u i  reste à Ela1)lir. 

Les rnicro-orgariisiries, les observations cytologiques perriiettenl 
de le preciser, hien que rielterneiit visibles au sein des cellules n'y sont 
pas très iiombreiix. Ils sont reunis cri colonies mucilagineuses reparties 
dail5 la jeune plailte de facon Ire5 diffu5e. 

L'espèce la plus fri.quemrnent isolée dans les deux Grairiinée~ cludiées 
est Uacillris cereus ; viennent erisuite 8acillu.s licheniformis pour le blé 
(surtout daiis les raciries) et Bacillus prlrrzilrls pour le rnaïs. 



Étude dynamique de la population 
bactérienne dans le tubercule 

de pomme de terre 

Lcs résultats exposbs ci-dessus ont permis de préciser la nalure, 
la situation et  le noinbre de bactéries hébergées au sein des tissus. 

Un important problènie cependant reste posé : celui du rôle que 
pourraient jouer ces inicro-organismes dans la vie de la plante hate. 

Si on analyse cette question a priori e t  d'une façon tout à fait tliéo- 
rique, on se trouve placC: devant trois possibilit6s ou  hypothèses que 
nous allons schématiser. 

Dans la premiére, la plus siiliple, les bactéries n'auraient aucun 
rôle dans la physiologie de la plante supérieure : elles traverseraient 
« indifférentes )) les diverses étapes du métabolisiile de l'hôte sans en 
subir de conséquence et sans intervenir. D'une certaine facon, elles 
seraient inutiles e t  leur présence banale : c'est I'liypothèse de l'inertie. 

Dans la seconde, les micro-organismes subiraient les modifications 
biochimiques du milieu où ils vivent. Cerlaines conditions favorables 
permettraient aux bactéries de se niultiplier, d'autres pourraient leur 
Ctre défavorables. Les individus hébergés n'auraient néaniiloins auciinc 
influence directe ou indirecte sur les mécanismes physiologiques de la 
plante hôte : c'est l'hypothèse de la passivité. 

Dans la troisiti~ie, enfin, les bactéries particil~ant 5 la vie de la 
plante, seraient en outre capables d'intervenir, grâce aux produits de 
leur métabolisriie, daris le déclencheiiient, le deroiileiiient ou 1'inliil)iLion 
de certains processus physiologiques de l'hôte : c'est l'liypothitsc de 
l'intervention. 

Certes, en dressant ainsi ce scliériia voloritairei~icnt trop sinipliste, 
nous ne tentons pas de dissiriluler les dific~iltés de l'entreprise. I,a réalité 



est certaineirient beaucoup plus coiiiplexe et nuancée, sans doute y 
a t-il tour à tour par exemple, des périodes de passivité et d'intervenfion. 
Quoi qu'il en soit, placé devant un très grand nombre d'expériences 
possibles, nous avons bien entendu, dans le cadre de ce travail, cherché, 
en limitant nettement le sujet, à réunir en premier lieu des élénrents 
de base indispensables. 

Dans cet espril nous n'avons dès l'abord retenu qu'un seul végétal : 
la ponrine de terre. D'une part, il est toujours facile de se procurer des 
tubercules et d'autre part, ce inalériel, en raison de son importance 
économique, a fait l'objet, depuis un certain temps déjà, de travaux 
relativement nombreux notamment en physiologie, biochimie et agro- 
nomie. S'il reste encore bien des mécanismes à éclaircir, ceux de la dor- 
mance et de la tubérisation en particulier, l'ensemble des connaissances 
acquises nous a incité à commencer par cette plante, les recherches sur 
la nature des rapports entre les bactéries et leur hôte. 

En  ce doniaine l'une des premières questions qui vient a l'esprit 
est d'ordre quantitatif. Les examens cytologiques, nous l'avons vu, 
ont montré que le nombre de micro-organismes hébergés, généralement 
faible, pouvait varier selon la situation et aussi le moment des prélè- 
vements. Toute une partie du présent chapitre sera dominée par ce 
problème qui, dans l'état actuel de nos recherches, nous semble en effet 
très important. 

Notre premier souci a donc k t 6  de chercher une niéthode simple 
permettant de dénombrer les bactéries dans les organes. Nous avons 
utilisé, nous le verrons, deux techniques différentes. 

La première, que nous avons mise au point, paraissait assez appro- 
ximative mais, en la comparant à la seconde, méthode habituelle de 
numération en milieu solide, elle a semblé donner des résultats satis- 
faisants. 

Nous avons alors étudié ce que nous avons appelé la populafion 
buctérienne. Nous l'avons fait pour un très grand nombre de tubercules 
en nous plaçant successivement à différents points de vue : comparaisons 
entre différents tissus ou variétés, évolution dans des conditions physio- 
logiques naturelles (germination, végétation, dormance) ou artificielle 
(levée de dormance, conservation au froid, action de diverses atmosphères, 
etc...). 

10 Méthode des explantats en milieu liquide. 

Les tubercules étudier, iiriinergés dans une solution aqueuse de 
sublimé à 0,2 %, sont ensuite, piqués sur une aiguille einmanclrée stérile, 
plongés à deux reprises dans l'alcool, retirés, et flambés. Chacun d'eux 
est alors sectionné transversalement en deux moitiés. Les surfaces planes 
ainsi obtenues, où vont être effectués les prélévements, sont soigneu- 
sement passées à la flamme. Puis on fait pénétrer dans les tissus en 
prenant les précautions habituelles d'asepsie, un emporte-pièce cylin- 



driquc qui periilct de prélever un esplantab ayant 4 iiirii de diamétre 
el environ 20 illm de longueur (1). Celui-ci est irrimédiatement introduit 
dans un tube a essais contenant 8 A 10 in1 d'un inilieu de culture de 
coiriposition suivante (A 5 )  : 

Glucose . . . . . . . . . . . . . . . .  20 g 
« Lab Lernco )) beef extract (Oxoid) . . .  10 g 

. . . . . . . . . .  Peptone Oxoid L. 37 10 g 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . .  5 g 

Le inilieu reparti en tube a essais de 20 x 200 ~iiiil a é l é  préala- 
blement stérilisé vingt miiiutes à 1200 C. 

Eritre deux préléveriients l'eii~porle-pièce est passé a la flariiirie 
et refroidi dans un bain d'alcool. 

Les tubes correspondant à une série de prélèveinents sont iiiis Ii 
incuber à 300 C a l'etuve bactériologique. 

Dès le second jour le contenu d'un certain nombre de tubes se trouble 
et un voile apparaît parfois en surface ; ces observations traduisent le 
développeinent des bactéries dans le bouillon : nous disons dans ce cas 
que, la réponse est positive. 

Généralement après quatre jours le iioinbre de tubes pollués ne 
varie plus. Nous déterminons alors le pourcentage de réponses positives 
par rapport au nombre de prélèvements iiiis à incuber. Nous avons 
considéré que ce chiffre permet d'évaluer approximativement et compa- 
rativement, la population bactérienne dans les séries de tubercules 
étudiés. 

Une série d'expériences préliininaires réalisée sur des tubercules 
de taille sensibleriient identique et provenant tous d'un même lot, a 
permis de préciser qu'il fallait effectuer un total d'au moins 60 explantats 
clans 6 tubercules diffhrents pour aboutir à une reproduclibilité sufisante. 
Comme dans tous travaux de ce genre a partir d'une certaine lin~ite 
il faut multiplier considérablemeiit le nombre d'expériences pour obtenir 
un faible gain de prkcision. Nous avons donc choisi un nombre d'explan- 
tats qui, tout en donnant une précision convenable, pouvait cependant 
être effectué en un temps raisonnable (2). 

L'aspect extérieur du développement bactérien est variable d'un 
tube à l'autre ce qui révèle la présence d'espèces différentes ; nous n'en 
avons pas tenu cor111)te et avons toujours dénombré globalerl~ent les 
réponses positives. 

Dans les conditions expérimentales décrites ce sont les bactéries 
hébergées par les cellules du pourtour de l'explantat, blessées par le 
passage de 1'eiril)orte-pièce, qui sont à l'origine du trouble révélateur 
de leur prc 'sence. 

(1) Cette technique est analogue a celle qui a été préconisée par WHITE et décrite par 
GAUTHERET (1959) pour obtenir des tranches stériles d'organes charnus en vue de la culture 
de tissus. 

(2) 011 trouvera au chapitre VlI, p. 1.5,  une analyse critiquc do ccttc méthode. 



Pic. 5. - Piiice spéciale ulilisée pour écrasci les tissus 
\ égktaux. 

2 0  Méthode de numération en milieu solide. 

En salle stérile on prélève dans les tubercules à étudier, comnie 
dans la méthode pri.cédente, un explantat cylindrique (1) qui est écrasé 
dans une pince à mors spéciale (fig. 5 ,  ). Le jus d'expression est 
recueilli directement sans dilution dans une boîte de Pétri préalablement 
stérilisée au four Pasteur. On y verse, en agitant, 70 ml d'un milieu 
tryptosé gélosé (A 29) rendu liquide par chauffage à 5 0 o C .  Après solidi- 
fication du milieu on recouvre de gélose blanche (A. 30) stérile pour 
éviter l'étalement des colonies en surface. On porte les boites à incuber 
à l'étuve à 300 C pendant soixante-douze heures ; ce temps écoulé on 
élimine la pellicule de gélose blanche et compte les colonies. Elles se 
présentent sous forme de lentilles biconvexes de 2 a 4 mm de diamètre 
et sont orientées (pl. X) très diversement dans l'épaisseur du milieu de 
culture. 

II .  - LOCALISATION DES BACTÉRIES 

DANS LES DIFFÉRENTS TISSUS DES TUBERCULES 

En 1951,  HOLLIS, dont nous avons ci-dessus relaté les travaux s'est 
intéressé à cette question : il distinguait dans les tubercules d'un lot 

(1) Les explaiitats sont toujours effectués avec le m&me emporte-pièce : ils mesurent 
5 mm de diamétre et 15 mm de longueur. Ce volume relativement constant correspond à un 
poids frais d'environ 0,7 g. et un poids sec d'environ O,l5 g. 



Dénombremeiit des bartérie\ eii milieu solide 

: A partir de tubercule5 Iiormauu. 
4 : A partir de  tuberc~iles immergés tlaiis uiie solution de suhlimC 

(cf. 11. 110). 



Iioniogène de la varicté Bliss Triurnpli, quatre régions différenlnient 
vascularisées, y effectuait des prélèvcinents et étudiait le nombre de 
bactéries liébergées. II trouvait par une méthode très voisine de celle 
que nous avons exposée, des pourcentages d'ensemencerrients fëconds 
portés au fableau 24. 

Kature du tissu 
1 1 I<risernericemciits 
l \'asculdrisatioii I fécoiids % 

-- - - - - - 

Tissu cortical . . . . . . . . . . . .  faible 1 5,3 % 
Anneau vasculaire. . . . . . . . . . .  i élevée 4,9 % 
Liber iiiteriie -'- moelle centrale . . . .  inoyerine 2,7 % 
hloelle centrale . . . . . . . . . . . .  I très faible 5,s % 

l 

Tableau 2 1. - (D'après HOLLIS) I'ourcentages d'ensemencements féconds ri partir 
(le prélèuenients effeclriés dans différents tissus. 

Ces chiffres sont extrémement voisins les uns des autres ; ayanl 
opéré environ 600 explantats, l'auteur en a conclu que la répartition 
des bactéries au sein des tubercules était pratiquerilent uniforme. 

De notre côté, après avoir, par la cytologie, reconnu de même qu'il 
ne semblait pas exister de différences importantes dans le peuplement 
des différents tissus, nous avons entrepris une étude de la localisation. 

Pour cela nous avons effectué dans chaque tubercule d'une série 
qui en comportait G 
-- 6 explantats dans la zone périphérique qui, étant donné le diamètre 

de l'emporte-pièce, comprend la zone corticale, l'anneau vascu- 
laire et le liber interne ; 

- 6 explantats dans la zone centrale, c'est-à-dire la moelle. 

Nous avons ainsi réalisé à des nionlents différents de l'année 19 séries 
de prélèvements, soit près de 1.400 explantats. 

Au total on note que les enseiilencements féconds représentent 
environ 12 % des explantats pratiqués dans la périphérie et 14 % pour 
les prélèvements effectués dans la région centrale. 

Ces chiffres sont eux aussi très voisins l'un de l'autre et ils con- 
firment donc les résultats acquis par HOLLIS : tous les tissus du tubercule 
peuvent héberger des bactéries. 

'Toutefois, si au lieu de considérer le résultat global oii établit les 
pourcentages par périodes de deux à trois mois on remarque ( f ig. 6, p. 84) 
qu'il y a des modifications dans la répartition des micro-organismes : 

- pendant la période qui précède la gerriiination (février, mars, 
avril) il y a davantage de bactéries à la périphérie (13,5 %), qu'au centre 
(7,3 %) ; 



pourcentage de 
tubes pollués 

Fév. 
Mars 
Avr i l  

Périphérie 

Centre 

Mai 
Ju in 

Octobre 
Novembre 

FIE. 6. -- Présciice cornparCe des bactéries dans lc ceiitre e l  
la périphérie de.; tuberciileç de poinme de terre. Variation\ a\cc 
l'époque dc préli*vemeiil. 

- dans des tubercules nouveaux fraîchement récoltés (mai et 
juin), ces résultats s'inversent : si la population en périphérie n'est pas 
modifiée (12,5 %) celle du centre, par contre, augmente nettement 
(25 %) ; 

-- la richesse de ces deux zones est 3 peu près égale en octobre e t  
novembre (9,4 0/, en périphérie et 8,9 % au centre). 

III .  - ÉTUDE DES BACTÉRIES PRÉSENTES DANS DES 
TUBERCULES D'UNE MEME VARIÉTÉ CULTIVÉE DANS 

DES SOLS DIFPÉRENTS 

La plupart des micro-organismes isolés sont communs dans le sol. 
Ceci bien entendu, pose l'intéressante question de l'origine de ces 
bactéries. 



Notoiis à ce sujet, niais sans sortir du cadre de ce chapitre, que 
si la proximité du sol peut fournir une explication à la présence des 
bactéries dans les organes souterrains, cela est plus difficile à admettre 
pour les caryopses et bien plus encore pour l'embryon. L'existence de 
micro-organismes à l'intérieur de cet organe, aboutissement d'une géné- 
tation et naissance d'une autre, est assez surprenante. Les bactéries se 
Lransmettraient-elles par son intermédiaire ? Constatons, en tout cas, 
que les espèces isolées des organes aériens (caryopses, embryons) n'en 
sont pas spécifiques : on les rencontre également dans les organes sou- 
terrains. 

Les organes tubérisés sont directement en contact avec le sol e t  
l'on peut imaginer que les bactéries isolées des tubercules de pomme 
de terre, par exemple, auraient pu pénétrer dans la plante, pendant 
la période de végétation par des microblessures du système radiculaire 
oii des lenticelles. 

Aussi avons-nous enlrepris de comparer la nature des bactéries 
présentes : d'une part, dans une même variété cultivée dans des sols 
différents et, d'autre part, dans des variétés diverses développées dans 
un niême sol. 

Nous avons rassemblé des tubercules de la variété Bintje cultivées 
dans des rbgions trés différentes : Aisne, Ardennes, Douaisis, Hesdinois, 
Littoral dii Nord, Oise, Pays de Caux, Pévèle, Somme. 

Pour chacune de ces régions nous avons retenu 36 tubercules dans 
chacun desquels nous avons effectué 6 explantats. Cela aboutit donc 
à 216 esplantats qui nous ont perinis d'isoler environ 40 à 60 colonies 
par lot. 

Les rlsultats des déterminations sont donnés au tableau 25, p. 86. 

On constate que Bacillus cereus est présent dans tous les lots. Cette 
espèce, par rapport a l'ensemble de celles qui ont été isolées, représente 
environ 50 % pour l'Aisne et le Pévkle, 40 % pour le Littoral du Nord, 
le pays de Caux, la Son~iile et l'Oise ; 30 % pour l'Hesdinois, le Douaisis 
et les Ardennes. 

Viennent ensuite 3 autres espéces : Bacil lus  subtilis,  B. licheniformis 
et une espèce non déterininée B. 12. qui ne font défaut chacune que 
dans un seul lot. 

L'ensemble de ces 4 espèces représente toujours, quelles que soient 
les régions, un pourcentage moyen de 75 % atteignant parfois 90 % 
(Littoral du Nord). 

Il faut noter également quelques résultats particuliers : Sarcina 
est fréquent dans les tubercules du Douaisis; B. polymyxa ne se rencontre 
que dans 1'EIesdinois et la Somme ; B. sphaericus ne figure que dans 
le lot provenant de l'Oise. 

On constate donc qu'il existe, suivant les régions de culture, quelques 
petites différences dans la nature des espèces bactériennes isolées. Les 
variations entre les lots ne sont pas suffisamment nettes pour appuyer 
l'hypothèse unique d'un passage des bactéries du sol dans les tubercules. 



Origiiie 

Espèces  
de  

13actérics 
isolées 

B. subf i l i s  . . . . . .  

B.lic11enifrrrni.q . . . .  10 11 1 
-- 

B. pi1rni1~1.s . . . . . .  
.. --a -- -~ 

B. cereua . . . . . . .  
-- 

B. coagulnn.~ . . . . . .  3 1) 2 4 
- --- . -- - -- -. - - - -- - 

B . J  . . . . . . . . . .  5 
...... --- 

B. polymy.r^cl . . . . . .  5  

B. sphuericus . . . . .  

. - ... -- -. 

Sarcina . . . . . . . .  

N o m b r e  d e  colonies isoI1es. 42 57 60 5:i 42 f i  O 1 49 il 
_ _  ,-_/ 

8 1 ! ) ' ( i 8 ~ 5 ~ 7  1 1 (i 
1 i 

T a b l e a u  25. - Répar f i f i on  (les principales espèces bactériennes isolPes de tubercules 
de variété H in f j e  cullii7ées dans  différentes régions. 

IV. - ÉTUDE DES BACTÉRIES PRÉSENTES DANS DES 
TUBERCULES DE VARIÉTÉS DIFFÉRENTES CULTIVÉES 

DANS UN M Ê ~  SOL 

Nous avons planté les 4 variétks indiquées au tableau 26, p. 87, 
côte à côte dans le même sol e t  avons effectué la récolte des tubercules 
fils a des dates portées dans le tableau et  en rapport avec les caractères 
de la variété. 




























































































































































































































































































