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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. 



Saskia . . ~ hâtive 
I 

PBvèle 
Viola . . . hâtive à mi-liâtive Finistère 
Bintje . . 1 demi-hâtive Hollande 
Roseval . . demi-tardive l 

Finistère 

1 l ' \ lari~té ' Caractkre 

2 juillet 
13 août 
1 3 a o û t  

1 

l 
27 septembre 

Origine 
I 
1 

Tnt)leau 26. - Elude des bactéries prisentes dans diverses varidtés de pomme de terre. 

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

Pour étudier les bactéries, nous avons eu recours à la technique 
des explantats en milieu liquide déjà décrite. La récolte de chaque variété 
était divisée en 5 lots correspondant à 5 emplacements différents dans 
le champ de culture. 

Les résultats sont donnés au tableau 27, p. 88, où figurent les noms 
des espèces bactériennes isolées pour chacun des 5 lots de chaque variété. 
On constate qu'il n'existe au point de vue bactériologique, pour une 
même variété que très peu de variations relatives d'un lot à l'autre. 
Si l'on compare, d'autre part, le peuplement des diverses variétés, on 
remarque qu'il y a aussi une certaine régularité dans les résultats. C'est 
Bacillus cereus qui est de loin le plus fréquemment isolé de toutes les 
variétés puisqu'il représente : 

- 86 des isolements pour la variété Saskia, 
- 68 % -- Viola, 

- 80 % Bintje, 
- 75 % Roseval. 

C'est la souche B. F. qui vient en deuxième position dans la fréquence 
des isolements. Les autres espèces : Bacillus licheniformis, B .  subtilis, 
B. sphaericus, ne figurent dans cet essai qu'avec des fréquences faibles. 

Il semble donc que les résultats obtenus à partir de 4 variétés diffé- 
rentes soient assez homogènes et ne permettent pas de conclure à l'exis- 
tence d'une flore particulière à l'une d'entre elles. 

V. ÉTUDE DE L'ÉVOLUTION DU NOMBRE DES RACTERIES 
DANS LES TUBERCULES EN COURS DE VÉGÉTATIOM 

Des pommes de terre de la variété Bintje ont été plantées le 15 avril 
par les soins de la Fédération Française des Producteurs de pomme 
de terre en son champ expérimental de Carvin (Pas-de-Calais). A partir 
du 9 mai, nous avons chaque semaine récolté une douzaine de pieds 
et effectué une série de 72 explantats (36 au centre, 36 à la périphérie) 
dans 6 tubercules différents dont nous avons étudié la population bacté- 
rienne par la méthode des explantats en milieu liquide. Les expériences 



n'ont pu être poursuivies que jusqu'au 13 juin : en effet, a partir de 
cette date l'état des tubercules ne permettait plus d'y opérer conve- 
nablement les prélèvements. 

Tableau 27. - Isolements de diverses espèces baelériennes Ù pcirtir de qiialre variétés 
de pomme de terre. 



Il y a ( f ig. 7), en cours de végétation, une augmentation 
importante du nombre de bactéries ; cependant, dans le cadre de nos 
espériences, ce phénomène ne semble pas tout à fait régulier car il se 
produit, assez brutalement, la qiiatriènie semaine, une diminution 
importante inais passagcre di1 noiiibre des bactcries 

Pourcentage 
de 

tubes pollués 

1 2 3 4 5 6 7 8 Semaines 

après la  plantation 

FIG. 7. - Vnriatioii dii nomhrc t l r  b:icl(.ries daiis le\ tiibei- 
ciilcî inèrcq cil coiirî cle ~égétatioii .  

Il semble tout à fait vraisemblable, si l'on établit un rapport glucides- 
bactéries, qu'au début du cycle végétatif, au moment où l'amidon du 
tubercule-mère subit une hydrolyse intense, il y ait prolifération des 
bactéries consécutive a l'apport d'éléments nutritifs. Cette augmentation 
de la teneur glucidique au sein des tubercules ne dure pas très longtemps : 
26 à 40 jours apr6s la plantation suivant les variétés. DENNY (1929), 
a montré qu'elle était suivie d'une nette diminution qui pourrait, dans 
nos travaux, avoir quelque rapport avec l'affaiblissernent passager de 
la population bactérienne. Ce dernier coïncide d'ailleurs aussi avec l'appa- 
rition des premiers tubercules fils sur les stolons, quatre à cinq semaines 
après la plantation. Quoi qu'il en soit, après cette période, le nombre 
de bactéries augmente très nettement et régulièrement depuis la sixième 
semaine jusqu'à la huitième qui marque la fin de nos expériences. 



VI.  - ÉTUDE DE LA POPULATION BACTÉRIENNE PENDANT 
LA PÉRIODE DE CONSERVATION HIVERNALE 

l 0  Conservation ii naturelle 1) à une température proche de 150 C. 

Lorsque nous avons, à la fin de 1961, réalisé nos isolements à partir 
des tubercules de pomme de terre en vue de la détermination des espèces 
hébergées, nous avons pris soin de noter la proportion de réponses posi- 
tives correspondant à chaque série d'explantats. Ces dernières étaient 
effectuées à partir d'un même lot de pomme de terre mais nécessairement 
à des dates différentes (de novembre à février). Nous avons été surpris, 
A l'examen des résultats de constater que ces proportions de réponses 
positives variaient beaucoup (de 1 à 7) avec la date des prélèvements 
(tableau 28). 

Date des prélèvements 
d c î  explantats 

- - 

. . . . . . . . .  1 a u 1 5 S 1  ( i l .  
16 au 30 S I  . . . . . . . . . .  
1 au 15 XII  . . . . . . . . . .  

16 :il1 31 XII  . . . . . . . . . .  
1 a u 1 5 1  6 2 . .  . . . . . . .  

16 au  31 1  02. . . . . . . . .  
1 au 15 11 . . . . . . . . . .  

15 au 28 11 . . . . . . . . .  

Nombre 
ci'explantats 

effrctiié? 

Nombre 
(le tubes 
pollués 

Pourceiitage 
de tubes 
pollués 

Tableau 28. - I'ariations du  nombre ( IF  tubes poIln(~s rn /onction (IPS (I~IPs ( le  prPlè- 
i~erneiil (1961-1962). 

Pendant la durée de ce travail (nov. à fév.) le matériel végétal 
subit évidemment une évolution importante. On sait en effet qu'après 
la période de dormance les tubercules peuvent, si les conditions exté- 
rieures de température, d'humidité et d'éclairement sont convenables, 
comriiencer à émettre des bourgeons. Aussi avons-nous envisagé l'exis- 
tence possible de répercussions réciproques entre le métabolisme de la 
plante el  celui des bactéries. Pour le vérifier nous avons pendant les 
années qui suivirent repris systématiquement ces expériences. 

Expérience 62-63 : 
Pour être sûr de l'liomogénéité de notre matériel nous avons, en 1962, 

cultivé en un même lieu, des pommes de terre de la variété 
Bintje, supprimé en cours de végétation les pieds atteints de maladie 
à virus et  conservé des tubercules de calibre homogène pour éliminer, 
dans la mesure du possible les différences d'état physiologique. 



Les tubercules, récoltés dans la deuxième quinzaine de septembre 
ont été entreposés dans un local exposé au nord où la température, 
A partir du mois d'octobre, est restée voisine de 150 C. 

Les prélèvements ont été effectués tous les quinze jours environ. 
Chaque série comprend 10 tubercules dans cliacun desquels on pratique 
6 explantats. 

Pour exprimer l'évolution du bourgeonnement (encore appelé 
germination), nous ôtons les bourgeons ou germes qui ont poussé sur 
les 10 tubercules et déterminons leur poids frais. 

On voit (tableau 29) que les résultats concordent avec ceux que 
nous avions obtenus l'année précédente (tableau 28) : le nombre de 
micro-organismes varie notablement au cours de la période expéri- 
mentale. 

7- - 

I Nombre 1 Poids frais 
Date de prélèvement de tubes Pourcentaqc des germes 

des 60 explantats p01liiE.s en g 
- - - -- - -  - -  - - 

2 X1  62 5 8,3 O/, O 
i 

17 X I  A 10 % 0,36 
4 XII  10 16,Ü % 1,14 

17 XII  . 41 6 8 3  % 2,43 
3 1 63 25 41,6 % 1 5,12 

14 1 18 30 % , 8,08 
I I I  . . .  15 25 % 8,25 

1 1 l 

Tnbleaii 29. - Variat ions  d u  nombre de tubes poll~iés e n  fonction des dates de prélè- 
orment (1962-1963). 

Expériences 63-64 : 
A nouveau, pour la troisième fois, en 63-64 nous avons repris ces 

travaux mais en utilisant cette fois, la technique des dénombrements 
en milieu solide telle que nous l'avons décrite plus haut. 

Nous avons entreposé dans les mêmes conditions de conservation 
que l'année précédente des pommes de terre de plant calibré de la variété 
Rintje (classe A) que nous nous sommes procuré dans le commerce. 

Chaque semaine, du 30 octobre 1963 au 15 janvier 1964, on préléve 
6 tubercules à partir desquels on effectue les dénombrements de bac- 
téries (1). Evidemment au cours de cette période les tubercules com- 
mencent à germer : nous les laissons évoluer naturellement. 

Les résultats figurent au tableau 30, p. 92. 

(1) Nous rappelons que les chiffres de la colonne n nombre de colonies n se rapportent 
au jus résultant de l'expression d'un explantat dont le poids frais est d'environ O,7 g. (voir p. 82). 



30  S (i:: . . . . . ~ 5 .  S .  1 7 .  - 1 .  O .  3 .  
I S I  . . . . . 3 .  1-1. I I .  2 2 .  1 s .  2 9 .  

1 2  SI . . . . . ,  57.  S i .  1 3 .  49.  ( i 0 .  ( i 5 .  
18 S I  . . . . .  3 1 .  1 1 8 .  89. 9 4 .  1 3 2 .  111. 
2.5 S I  . . . . . 1 1 8 .  8 3 .  63.  9 7 .  103. 109. 

2  S I 1  . . . . . 1-12. 110.  7 8 .  1 0 1 .  7.5. 1 1 2 .  
$1 S I 1  . . . . .  135.  ! ) 1 . 1 0 5 . 1 1 1 . 1 1 ! ) . 1 2 2 .  

l(i S I 1  . . . . . 158. 1 2 7 .  120 .  5 9 .  0.1. 1 1 7 .  
30 S I 1  . . . . . 1 86. IO-!. 9 8 .  1 2 1 .  !Xi, 1 3 9 ,  
8 1 ( i l  . . . . . 113 .  7 5 .  7 s .  S ï i .  1 0 9 .  6 7 .  

13  1 . . . .  , i  6 3 .  82.  5'L. 1 1 .  7 8 .  -12. 

Date 
tleî p r t l è ~  ciiieiits 

'I'ableaii 39. - \'(tricllions ( lu  nornbre d e  h«.cléries Iic:bergPes par  les l r ~ h e r c ~ r l c ~ . ~  d e  
pornnir ( 1 ~  I(,rre e1i fonctioli tirs tlctlrs (if prPI&iiernrnt. 

Nombre de coloiiieî 1 ~loyeriiie 
dniis clinque I>ofte clc Pétri 

Ici encore les résultats concordent avec ceux des années précé- 
dentes. Nous avons réuni les résultats des trois années sur un même 
graphique ( f ig.  8) où est également tracée la courbe de gain de poids 
des germes correspondant à la seconde expérience. 

- - - . - -  

De l'examen de cc graphique il ressort nettement : 

que la population bactérienne s'accroit de façon importante 
(dc 1 à 7) au sein des tubercules pendanl le mois de décembre, c'est-à- 
dire, dans les conditions expérimentales définies, deux à trois semaines 
environ après le moment oii les bourgeons commencent à se développer 
- qu'en janvier, alors que la poussée des bourgeons est très active, 

le phénomène prccédent s'inverse. Ide nombre de bactéries au sein des 
cellules diininlie nettement. 

Ainsi donc ces expbriences, répétées pendant trois années consé- 
cutives, par conséquent sur des récolles dissemblables, par deux méthodes 
différentes, établissent bien que le nombre de micro-organismes liébergés 
est susceptible de variations importantes en particulier au moment 
du bourgeonnement des tubercules pendant la période hivernale. 

Préciser les résultats exposés au chapitre précédent fut notre objectif 
suivant. Nous voulions savoir si, en intervenant pour modifier le dérou- 
lement de la germination, il y aurait des répercussions quantitatives 
sur la population bactérienne des tubercules. 

On parvient à retarder le bourgeonnement des tubercules par divers 
procédés, nous avons retenu : 
- - un agent physique : le froid, couramment utilisé pour la conser- 

vation du plant de pomme de terre ; 
- un agent chimique : inhibiteur de germination, l'isopropyl-phényl- 

carbamate. 



FIG. S. - Variations (le la ~ropulalioii bactériciiiic au cours cle la coiisci\-alioii 
« i iatu~cllc s <le tubercules (le Iiornilic clc terre. Résultats (l'eiiscriiblc. Coinpni:tisoii. 

L)aiis cliacun de ces cas, nous avoris, au cours tlc deus aiiilées con- 
sécutives, effectué deux répétitions des mêines expériences en utilisant 
chacune des deux méthodes de dénombrement des bactéries : 
- en 62-63 mCtliode des explantats en milieu liquide ; 
- en 63-64 dénombrement en milieu solide. 



20 Conservation (( artificielle >) par  le froid : 

L'origine des tuhercules es1 la même que dans l'expérierice pr9cé- 
dente. 

Nous divisons au départ notre inatcriel en deus lots : 
- le preinier subit le froid continu : il séjourne dans une ariiloire 

frigorifique réglée a 40-60 C pendant toute la durée de l'expérience 
de novembre a février. Il n'y a dans ce cas aucune éinission de bourgeons 

-- le second 101 reste au froid, coniriie le premier, pendant une 
période iniliale qui va du début de noverilbre jusqu'au début de janvier. 
Puis il est placé à 1 5 o C .  Dans ces conditions les tubercules commencent 
à germer environ quinze jours après leur sortie de l'armoire frigorifique. 

.l) FIIOID CONTINU. 

- E.cpériences 62-63 : dénornbreiiients en milieu liquide. 
Nous n'avons effectué que quatre séries d'explantats dont les résul- 

ta ts  sont donnés au tableau 31. 

l I l 
1)ale tlc piclèx eineiit h o m b r e  de  tube\ 1'0~1 ceIl Lage 

I (les 60 explai i tnts  ])ollués 
-- -- - - 

2 X I  62. l 5 8,3 O ,  

3 1 O3 . 16 27 % 
19 1 . . :3 1 52 O h  

2 11 . 36 60 % 

- - -- 

Tableau 31. -- Conseruution (111 froid continu. Vuriution (lu riornbre dc tubes pollués 
en  foricliori des dutes de préléuemcrit. 

l 
I latc  Nombre  d e  colouics bloyeiiiic 

des  prélèvemeiils daiis chaque bo t t e  d e  Pétri 
. - -  - __ . . - . . ( 

! 
30 S 6 3 . .  . . . '  5 .  8. 17. 1. 0 .  3 .  6 

. . . . .  4 .  O .  9 .  O .  I I .  o .  

. . . . .  
1.4. 12. 0 .  15 .  (i. 3 .  
IO. 2 .  9 .  11 .  6 .  15. $1 

1s SI . . . . .  S 
25 SI , . . . I 8 .  13. 21. 15.  !). 1 .  1 11 

2x11 . . . .  : 19.  24. 7 .  11 .  12.  15.  14 
. . . . .  18. 21. 10.  18. 7 .  19. 15  

16 X I I  . . . . 31. 14 .  I I .  9 .  22 .  1 4 .  1 16 
30 S I 1  . . . . . 23. 29. 19.  37.  -11. 45. 

( i l . .  . . .  29.  82. , I O .  61. 47. 22. 
15 1 . . . . .  35. 62. 54.  71. 61. 55. 

.- ~-.-~ --- ~ 

T n b l c ~ i i i  32. Coriserurrtior~ a n  froid eonlinii. I'aricrlion tlu norribre d t  bccctiries héùer- 
yées pcrr les Iitbrrcules (te pon~nie de terre erl fonction cles dates (le 
prélèiirnifrit. 



Expérience 63-64 : dénoiiibreiilents en iiiilieu solide. 
Pour préciser les résultats ci-dessus nous avons effectué toutes 

les seniaines du 30-X-62 au 15-1-63, des numérations qui ont donné 
les chiffres indiqués au tableau 32, p. 94. 

B) r ' WOID INTCRROMPU. 

- Expériences 62-63 : déiionibreinerils en inilieu liquide. 
La sortie de l'armoire frigorifique a eu lieu le 3-1-63, Résullals 

au tableau 33. 

I I 
I_>;!te d e  préli.renicii1 Noinbrc  d e  t i i hcs  

(les 60 explari ta ts  l)ollués Poiirccii 1:1gc 
. ~ - - ~  ~ ~-.-~ ~ 

. . . . . . . .  2  SI 62.  5 8,s 0/o 
i 

3  1 63 (sor t ie  clu i'roid) . . , 1 G 27 % 
19 1 . . . . . . . . . . .  53 92 y, 
2 I I  . . . . . . . . . . .  1 O l6 ,6  % 

-. --- - - - - -- l 
Tab leau  33. - Coriseruufion a u  froid i~ilerrornpu. Vur iu t ion  dic nombre de tubea pollués 

e n  fonction des dates de préléue~~zent. 

- - Expérience 63-64 : dénoinbreinents en rnilieu solide. 
Les dénombrements effectués après le 3-1-64 (sortie de l'armoire 

frigorifique) sont rapportés au tableau 34. 

16 XI1 63 . . . . .  31. 14 .  11. 9 .  22. 11 .  
30 X I I  . . .  . .  23. 29. 19.  37. 41. 45. 
3 1 64 . . . . .  1 Sortie de  l 'armoire fr igori f ique 

. . . .  . !  127. 105. 86. 124. 151. 70. 
. 85. 54. 72. 92. 67. 84. 

Tab leau  31. -- Conseruuliori a u  froid interrompu. Var ia t ion  d u  nombre ( I F  bacléries 
hébergées pur les tubercules de pomme de  terre e n  fonclior~ tie lu ~ U L P  
de prr'lèuement. 

L'ensemble de ces résultats, traduit grapliiqueriierit aux Jiy. 9 et 10 
p. 9G montre que : 

a) il existe une triis bonne concordance entre les deux experiences 
entreprises sur des récoltes et par des techniques de dénombrement 
différentes : 

-- explaritats en milieu liquide, f ig.  9, esp. 62-63 ; 
- dénombrements en rnilieu solide, f i y .  10, esp. 63-64. 



rr04~1 CO~I~I I IU.  
- -.. Froid tiitcrronipii. 

. . . . . . . . Rappel des variations B 15Oc 

Poiircei,tiiqr dc Noliibre nioyeii 
tubes pollub; de colonies 

Fig. 9 par boitc Fig. 10 

Expér~s~ iceç  62-63 Expériences 63-64 
Explantais cn mil ieu liquide Denombrement  e n  mi l ieu  solide 

2 17 4 17 3 14 19 2 4 12 16 25 2 9 16 3 0 3  6 1 5 2 0  
Noveinbre Decenibre Janvier Fevrier Novembre Deceiiibre Janvier 

Dates des pr4lèvenients 

1:ic. !) e t  10. - Iiil 'lueiice (ILI s é j o u r  h - l o  C s u i  l e s  \ - a r i ; i ( i o i i s  

( l e  1:r ~ ) o l ) u l ; r t i o i i  ùiirlérieiiiic ;rit s c i i i  ( I c s  l u t ) c r r i i l c s  t l c  po i~ i i i i c  t l c  

terre. 

On constate, en effet, que les pliénomènes enregistrés sont bien 
de même nature dans l'un et  l'autre cas ; 

6) la conservation au froid continu (40-60 C) retarde de 30 à 45 jours 
environ l'augmentation du nombre de bactéries au sein des tuberciiles ; 
niais, fait rernarquable, elle ne l'empêche pas. 

Les micro-organisnies hôtes peuvent donc se développer à la teni- 
pérature de I'arinoire frigorifique, 111ais naturellerncnt plus lentement 
qu'à 150 C (1). Par conséquent, rnême en l'absence de signes extérieurs 
de germination l'élévation du ~ioiiibre dc bactéries iiiist en évidence 
à 150 C se produil néannioins ; 

(1) Ce fait n'est pas particulièren~eill étrarige : le développement de bactéries i~ basse 
température est bien connu des bactériologistes alimentaires qui qiialifieiit ces micro-orga- 
nismes du nom de phycbotroplies, ils sont capables par exemple de se développer h la surface 
de la viande entreposée à 40 C en salle frigorifique. (Colloque de microbiologie alimentaire, 
Lillc, sept. 1964). 



c) si 1'011 fail cesser l'action du froid au début du iriois de janvier, 
les tubercules commencent à gerrrier et il se produit en même temps 
iine augmentation imporlante ( x  4), brutale (8 à 15 jours) rllais fugace 
du noriibre de riiicro-organismes hébergés. 

30 Germination retardée par un inhibiteur chimique : 

IlCs le dCbut de noveiiibre, nous avons saupoudré 10 kg de tuber- 
cules avec 20 g d'un produit qui contient 4 % d'isopropyl-phényl- 
carbarnate, puis nous les avons coiiser\-és à 150 C. Dans ces conditions 
le bourgeonnerilent est considérableiiient retardé ; à la fin de l'expé- 
rience, en janvier, on n'enrcgislre qu'un faible gonfleiiienl des yeux. 

Les résultats sont donnés coilinle ci-dessus. En 1962-63, nous avons 
utilisé la technique des explantats en inilieu liquide (tableau 35), en 
1063-64 la méthode de dénombrenient en milieu solide (tableau 36). 

- - 

r .- 

l 
Ilatc de préliivemcnt 1 Nornbre dc tubes  

l 

l clcs 60 explaritats ! pollués Pourceiitage 
.. - -. --- - . . , .-~--------- - -- - 

2 S I  6 2 . .  . . . . . . . .  . , 5 0,s "/, 
1 1 S I 1  . . . . . . . . . . .  20 : : : j  % 

l 
. . . . . . . . . .  ' 18 S I 1  . )  27 45 U/, 

l 

4 1  63 . . . . . . . . . .  ' 21 1 
36 60 % ~ 1 1 I I  . . . . . . . . . .  9 15  O/,! 

- ~~ . .  _ _  - 1  

Tableau 33. - Ger~ninalion retardée chimiquement. T'ariutions du  nombre (le tubes 
11ollu6s P I I  Jorrctiorr des tltrtcs (le prélèvenient. 

- - - - -- - - - - r h t e  
l 

hoiiibi c cle colonies 
I 

1 des préléveineiits ddiis chaquc boite de  PEIRI .Iloyeiine _ _  - - - - -- 

- -  1 1 30 X 61 . 3 .  S. 17 .  4 O 2 0 1 
1 4 X l  17 14 .  12 O 20. 22. 14 

12 XI 11 33 17 15 21 28 21 1 

1 18 S I  80.  31 71 69 63 
125 )il 77. 51 b8 75. 92 4.3 67 

2 XII 85 08. 32 76. 63 71). 73 l 

9 X I 1  ' 81  68 92 72 80 .  95 8 1 
/ 16 X I I  102 65 Y6 105 S i  $14 89 
1 30 X I 1  128 92 130 81 71 h2 97 
8 1 bI  115 h3 .  91 127. 123 72 I 101 
1 1 5  1 52. 54. 72 64. 81 49 62 

1 -- - - -  

Tableau 36. - Germination retardé~ chimiquemeril. I'uriations rlzi nombre de bactéries 
hébergées pur les tubercules de pornrne (le terre en fonction des dates 
(le prélèvement. 



L'usage de l'isopropyl-phényl-carbamate modifie donc ( f ig .  11) 
l'évolution de la population bactérienne au sein des tubercules. Ce produit 
retarde d'environ quinze jours le déclenchement de l'augmentation 
importante du nombre de riiicro-organismes. Il diminue leur vitesse 
de prolifération. Cependant il ne contrarie que quantitativement l'évo- 
lution naturelle de la population bactérienne : elle est toujours carac- 
térisée, même avec cet inhibiteur, par une phase d'augmentation progres- 
sive suivie d'une brutale diminution. 

Conservation (( naturelle ». 

Nonibre moyen Traitement par 1'I.P.P.C. 

de colonies par boXc 

4 12 18 25 2 9 16 3 8 15 
Novcrnbre Dcienibre Janvier 

Dates des prelèveineiits 

FIG. 11. - Iiiflueiice de I'iso-propyl-phényl-carbamate 
(I.P.P.C.) sur les variatioiis de la popiilatioii bactérieiiiie au seil1 
des tubercules. 

VII.  - ÉTUDE DE L'ÉVOLUTION BACTÉRIENNE 
EN RELATION AVEC LA LEVÉE DE DORMANCE 

Après qu'en 1900, JOIIANNSEN fut parvenu à éveiller les bourgeons 
dormants du Lilas toute une série de travaux virent le jour. Des procédés 
et des substances très variés furent proposés pour rompre la dormance : 
effeuillage (BERTHOLD, 1904), l'eau chaude (MOLISCH, 1909), lumiére 
continue (KLEBS, 191 l), injections variées et traumatismes (WEBER, 191 l),  
froid artificiel (COVILLE, 1920), dessication (AYMARD, 1904), etc ... Mais 
à partir de 1920 les travaux les plus intéressants sont, sans conteste, 



ceux du Boyce Thompson Institute où, sous l'impulsion de DENNY 
(1926 a et b, 1932), puis de GUTHRIE (1931, 1938, 1940) et THORNTON 
(1944), il fut montré que la dormance des tubercules de pomme de terre 
pouvait être levée par des corps chi~niques très particuliers, tels que : 
la monochlorhydrine du glycol, le glutathion, les thio-cyanates, la thio- 
urée, etc ... Certaines de ces substances sont toujours utilisées, rappelons-le, 
dans la pratique agricole : la monochlorhydrine du glycol permet, en 
effet, en supprimant la dormance, d'effectuer dans la même année une 
seconde récolte qui est trés utile pour vérifier l'état sanitaire de la 
première. 

Récemment RAPPAPORT et SMITH (1962), ont établit que la pulvé- 
risation de gibbérelline sur le feuillage permettait également d'obtenir 
la germination des pommes de terre immédiatement après la récolte e t  
même bien avant puisque ces auteurs ont pu l'observer sur des tubercules 
encore reliés au tubercule mère. 

Par  ailleurs, les modifications physiologiques e t  biochimiques qui 
se produisent dans les tubercules et les bourgeons que l'on a soumis 
a la levée artificielle de dormance ont été très étudiées. On a noté, en 
comparaison avec les plantes non forcées, une augmentation importante 
des composés azotés solubles, des protéines, des glucides, du phosphore 
lipidique (QUETEL, 1938). 

Le for~age  semble augmenter la vitesse et la succession des phéno- 
ménes physiologiques sans en changer la nature même. 

En ce qui concerne plus particulièrement les tubercules de pomme 
de terre, on peut considérer, en résumant un certain nombre de travaux 
de GUTHRIE et DENNY, qu'aussitôt après le traitement qui lève la dor- 
mance, se produit une élévation des glucides solubles et surtout un 
accroissement très rapide de tous les phénomènes respiratoires marqué 
notamment, outre l'augmentation de la teneur en enzymes respiratoires 
et en glutathion, par une forte élévation, pendant les trois premiers 
jours, du CO, dégagé. JOLIVET (1959), effectuant des dosages d'acides 
organiques dans des tubercules dont la dormance a été levée, pense 
que ce traitement a une action primaire sur la respiration : « Il y aurait 
un déséquilibre momentané entre les systèmes enzymatiques inter- 
venant dans le cycle de Krebs, certains enzymes se trouvant d'abord 
plus activés que d'autres » ; ceci pourrait expliquer l'accumulation 
importante de l'acide succinique qu'il a constaté dans son matériel. 

D'autre part, le traitement des tubercules de la variété « Kisvarda 
rose » par la rindite détermine, selon SZALAI (1959 a), dans la partie 
apicale de l'organe, une augmentation importante de la teneur en acide 
indole-acétique pendant les quinze premiers jours qui suivent l'action 
du produit. Le même auteur s'intéressant (1959 b) dans les mêmes con- 
ditions, aux modifications subies par les acides aminés, signale une 
augmentation du glutathion et surtout un transport du tryptophane 
depuis la moelle des tubercules jusqu'au cortex où il se comporterait 
en précurseur des dérivés indoliques qui finalement déclenchent le bour- 
geonnement. 

La levée de dormance est donc on le voit, un phénomène très com- 
plexe ; il peut d'ailleurs se réaliser par des voies très variées puisque 
différents produits tous efficaces à cet égard, n'ont pas du tout les mêmes 



répercussions sur le métabolisrile : c'est ainsi que la iilonochlorhydrine 
du glycol accroit l'activité amylolytique mais les tliiocyanates, tout 
aussi efficaces, n'agissent pas sur elle. De même l'augmentation de la 
perméabilité cellulaire est sensible à la monochlûrhydrine inais insensible 
à la thiourée. 

Malgré tous ces travaux et ces réussites eiiipiriques il faut cependant 
reconnaître qu'il est encore très difficile d'expliquer le mécanisme de 
la dormance. Beaucoup d'hypothèses ont été émises. 

APPLEMAN (1914) avait reriiarqué que la conservation ail chaud 
(350 C) pouvait abréger le temps de latence. 

HEMBEHG (1949, 1954) altribue l'iiiipossibilité de la geriiiination 
à la présence d'une substance inhibitrice qui serait surtout localisée 
dans le périderme au voisinage des yeux. 

BLO~LIMAEII.~ (1954) a confirmé cette iiiLer~)rétation. Nous avons 
nous-même, en collaboration (ATONTUELLE et CORNETI.I':, 1964) retrouvi. 
ces inhibiteurs dans les dosages de substances de croissance an sein des 
tubercules. 

T H O R N T ~ N  (1944) considère que l'élimination de la dorl~iance es1 
liée à une certaine anaérobiose : à mesure que le périderme s'épaissit 
l'accès de l'oxygène est plus difficile. D'autre part, le séjour pendant 
dix à vingt jours en atmosphère d'azote élitnine la dormance et supprime 
aussi la dominance du bourgeon apical. 

La faiblesse de la teneur en auxine libre au moment de la dorinance 
a été également quelquefois mise en avant : la germination ne se produi- 
rait que lorsque le précurseur auxinique aurait migré en quantité suffi- 
sante sous le périderme à proximité des yeux. 

Inversement 011 parvient, et cela offre aussi un intérèt pratique, 
à prolonger la période de dormance par saupoudrage des tubercules 
par l'ester méthylique de l'acide naphtyl-acétique ou mieux encore par 
l'isopropyl-phényl-carbamate. 

Considérant nous aussi ce problème de la levée de dorinance nous 
avons entrepris (MOW~UELI.~ ,  1961), d'examiner l'évolution de la popu- 
lation bactérienne des tubercules au cours des traitements qui lèvent 
la dormance. Dans ce but nous nous somines adressé à deux catégories 
de produits différents : 

-- les dérivés de carbure d'hydrogène ; 
-- des composés organiques sulfurés. 

La rindite est un riiélange coiniiiercial courainnienl employé dans 
lequel entrent des substances du premier groupe très voisines des anesthé- 
siques : la monochlorliydrine du glycol (70 %), le dichloréthane (20 %) 
et le tétrachlorure de carbone (IO %). 

Ilu second groupe, nous avons retenu la thiourée. 



10 Action de diverses concentrations de rindite. 

Des tubercules fraîchement récoltés sont soumis pendant trois 
jours, dans des bocaux hermétiquement clos, aux vapeurs de rindite. 
Dans une série de ces récipients d'un volume de 2 1 nous plaçons le 
même nombre de tubercules (12) et ajoutons respectivement dans chaque 
bocal : 1, 2, 4 ou 10 ml de rindite de façon à réaliser une atmosphère 
plus ou moins riche en vapeurs de ce mélange. Evidemment un bocal 
témoin qui reste clos pendant toute la durée de l'expérience n'a pas 
reçu de rindite. 

A l'issue de la période de trois jours, pour chaque concentration 
du produit et trois répétitions complètes de l'expérience, nous effectuons 
les dénombrements de bactéries, selon la méthode des explantats en 
milieu liquide, en prélevant dans chaque tubercule 6 explantats au centre 
et 6 en périphérie. 

Les résultats sont portés sur le graphique ( f ig .  12) où sont notés, 
en abscisse les concentrations de rindite exprimées par litre de volume 
de récipient et en ordonnée le pourcentage de réponses positives pour 
le centre et la périphérie. 

Pourcentage oe 
tiibes p01li~i.s 

O 
(témoin) 

Centre 

Quantité de rindite ajoutée (en ml) 
pour un récipient de 1 litre 

FIG. 12. - Action de diverses concentratioiis de rindite sur la population 
bactérienne des tubercules de pomme de terre traités pendant trois jours. 

Dans tous les cas, les micro-organismes sont toujours plus abondants 
dans les organes traités, que dans les témoins. On remarque surtout que 
pour la concentration de 0,5 ml /1.000 ml l'augmentation de la popu- 
lation bactérienne est très importante dans la région périphérique (de 15 
à 60 %). Les concentrations supérieures à 1 sont moins favorables, 
peut-Gtre en raison des propriétés anesthésiques du mélange. Si les 



variations dans la région centrale, reproduisent celles qui se rapportent 
à la zone périphérique, il existe cependant un certain décalage dans 
les concentrations optimales qui traduit sans doute la moins grande 
accessibilité de la région interne aux vapeurs du mélange. 

Le traitement par la rindile retentit donc incontestablement et 
très rapidement sur le nombre de micro-organisrries hébergés. Il faut 
souligner que la concentration la plus efficace dans la pratique agricole 
(0,5 m1/1.000 ml) correspond dans nos travaux à celle qui provoque 
l'accroissement le plus important de la population bactérienne au sein 
des tissus. 

20 Action de diverses concentrations de thiourée : 

Pour le traitement par la thiourée, on immerge les tubercules pendant 
deux heures dans une solution aqueuse à 1,2 ou 3 % de ce produit. 
Trois jours après nous évaluons la population bactérienne au sein des 
organes cette fois, uniquement dans le cortex. 

On retrouve ( f ig. 13), a un degré moindre pourtant, l'augmen- 
tation du nombre de bactéries que nous avions obtenue avec la rindite. 
Il y a ici encore correspondance entre les concentrations usuelles (1 et 2 %) 
et  celles qui conduisent au développement bactérien le plus important. 

Pourcentage de 
tubes pollu6s 

O 
(témoin) 

Poids de thiourde ajoute (en g 1 
par litre d'eau. 

F ' I ~ .  13. - ,\ctioii de cliverse.. coriceiitr:itioiis tlc tiiiotirée \tir In popiilntiori 
bactérienne tlcî Lul>erculcs dc pomnie rlc teri.(,. 

30 Influence de la durée et de la date du traitement par la rindite : 

Nous avons, dans le cadre de ce nouvel essai, retenu d'une part, 
la concentration qui s'était montrée la plus intéressante dans l'expé- 
rience précédente, c'est-à-dire : 0,5 ml11 et d'autre part, les durées 
d'exposition aux vapeurs, en récipients clos, de 2, 4, 6, 8 et 10 jours. 



Ces différents traitements sont appliqués à un même lot de tuber- 
cules nouveaux, premièrement aussitdt après la récolte, dès l'entrée 
au laboratoire (25-IV) et deuxièmement après y avoir été conservé 
un mois environ (20-V). 

C'est dans la première expérience ( f ig. 14) et pour la durée de 
quatre jours que la variation du nombre de bactéries est la plus sensible. 
Dans la seconde expérience, réalisée plus tardivement, la population 
bactérienne s'accroit encore mais bien plus faiblement. Le décalage 
entre les deux courbes est très net. A partir du huitième jour d'exposition 
aux vapeurs, dans les deux expériences, la population bactérienne 
augmente notablement ; mais nous ne pensons pas qu'il faille attacher 
de l'importance à ce phénomène : il doit être en relation, comme nous 
le verrons ultérieurement, avec l'asphyxie des tubercules qui, rappelons-le, 
séjournent dans des récipients hermétiquement clos. 

Pourcentage 
de tubes 

Dur& du traitement 
en jours 

FIG. 14. -- Iriflueiice tlr la durée clu traitement à la riridite 
(0,5 ml par litre) sur  la population I>actérieune des tubercules de 
pomme de terre. 

Nous pouvons donc considérer, à la lumière de ces résultats, que 
la sensibilité des micro-organismes au mélange activant (ou aux modi- 
fications de métabolisme de la pomme de terre induites par lui) varie 
suivant l'état végétatif des tubercules expérimentés. A cet égard, nous 
pensons que la première expérience (25-IV) correspond au début de la 
période de dormance ; la seconde (20-V) pourrait se placer à la fin ou 
au-delà de cette même période. 

Il faut enfin, une fois encore, remarquer que la durée optimale 
utilisée dans la pratique agricole (trois jours) coïncide avec l'existence 
d'une population bactérienne maximale au sein des tubercules. 



40 Population bactérienne au cours de la maturation de tuber- 
cules en végétation ou pendant leur conservation au labo- 
ratoire : 

Pour réaliser cette expérience nous avons planté des tubercules 
de la variété Eersterling (liâtive). Ilès le début de juin nous avons récolté 
en une seule fois une quantité importante de tubercules que nous avons 
conservés au laboratoire pendant un mois et demi. Nous y avons effectué 
chaque semaine selon les techniques déjà exposées des déterminations 
de population bactérienne. 

Corrélativement, cliaque semaine également, ct à la meme date 
que ci-dessus, noils avons opéré les mêmes mesures dans des tubercules 
de iiiême origine mais laissFs en végélation et récoltés le joiir qui précédait 
la série d'explantats. 

Le tableair 37, donne les pourcentages de pollutions enregistrées : 

T:ible:iii 37. I'otircrritnr/rs dr polliztions enrer/istrirs ic pnrlir dc ticbercilles 1aissP.s 
r i 1  11égltcrtion (m:itiir:ition) oir ronscri~és trci lnhorntoirr (coilservatioii).  
(1 ) I)t:l~irt 111111. 

On constate qu'au cours de la maturation, la population bacté- 
rienne s'accroit (moyenne des trois premières semaines 17,5 % ; moyenne 
des trois dernières semaines 30,6 %). La période correspondant a la 
cinquième semaine (début juillet) est marquée par un accroissement 
notable de peuplement (45 %). Ce maximum pourrait correspondre 
à une phase particulière de la végétation, par exemple la maturité physio- 
logique et il importerait de situer exactement ce phénomène dans l'en- 
semble du cycle végétatif. 

Pendant la conservation, les variations sont beaucoup moins impor- 
tantes (moyenne des trois premieres semaines 18,5 % ; moyenne des 
trois dernières semaines 15,3 %). 

Cependant, il est plus intéressant de comparer 1'Cvolution du lot 
en maturation par rapport à celui qui est resté en conservation ( f ig .  15). 

On voit qu'à partir de la troisième semaine la population bacté- 
rienne évolue beaucoup plus rapidement (plus de 2 fois) dans les tuber- 
cules laissés en végétation que dans ceux qui prématurément récoltés, 
ont été laissés en conservation. 



L'écart augmente d'ailleurs progressivement et très régulierelnent 
(1,l la troisième semaine et  2,58 la sixième semaine). Ceci permet de 
penser que les apports nutritifs réalisés en période de végétation (éléments 
minéraux, substances glucidiques, hormones, etc ...) ont une action 
directe ou indirecte mais en tout cas évidente sur l'évoliition di1 peuple- 
irient haclcirien au sein des tuberciiles. 

Population 
bacterienne 
rapport 

Maturation conservation 

l , . .  
1  2 3 4 5 6 Temps en semaines 

(debut Juin) 

FIG. 15. - I?volution (le 13. population bactérienlie clans cles tuberciiles restés 
en mntnrntion par rapport à d'ciiitres lnic5és en con~erimtion. 

Population 
bactérienne 
rapport 

rindite témoin 

2 

Conservation 

L ; 

1 2 3 4 5  6 Temps en semaines 
(dbbut ~ u i i )  

FIG. 1 G .  -- Iiiflurnce de la date de traitement par la riiidite sur l'évolution 
de 13 population l>artériciiric daiis dcî liibcrcules 61-oluaiit cil ri~nfi~rnfion ou gardés 
en conserririlin~i. 

thiourée 

Population 2 
bacterienne 

témoin 1 , 5  

Maturation 

1  2 3 4 5 6 Tenips en semaines 
(début Juin) 

FIG. 17. - Influence de la da te  de traitement par la thiourée sur l'évolution 
de la population bactérienne daiis les tiibercules évoluant en mntiirntion ou gardés 
en ceriseri~ntion. 



50 Influence de la date du traitement de levée de dormance : 

Cette expérience a été menée parallèlement à la précédente. 

Chaque semaine nous avons soumis à la rindite (1) et à la thiourée (1) : 
d'une part, des tubercules conservés au laboratoire et, d'autre part, 
des pommes de terre de même origine mais prélevées en culture, chaque 
semaine, avant; le traitement de levée d'inhibition. 

A l'issue de ces traitements nous effectuons les séries d'explantats 
pour déterminer les poiircentages de pollution. 

A noter en premier lieu (tableau 38) que dans chaque cas un chiffre 
est nettement supérieur à tous les autres : 48 pour la conservation et 
49 pour la maturation. Ces chiffres élevés sont encadrés de deux chiffres 
nettement plus faibles, ce qui semble indiquer qu'il existe pour les deux 
lots une période assez courte particulièrement propice a l'action de la 
rindite sur le peuplement bactérien. Elle se situe d'ailleurs à des époques 
différentes pour les deux lots : la cinquième semaine en conservation 
et  la deuxiè~ile en maturation. E n  conservation, le caractère de réactivité 
A la rindite kvolue de façon parallèle à celui des tubercules restés en 
culture mais toutefois beaucoup plus lentement. 

'Tnl~lenii 38. --- f'oiircenlnges de pollutions enrei~is1rr'c.s ir partir de tirbercules trai16s 
par ln rindilr ic dif/crrrilrs drrtrs rl tliffr'rrnta Plnls (le i>r'qc'tnlion. 

Si nous comparons maintenant les chifl'res du tableau ci-dessus 
non plus entre eux mais par rapport aux chiffres obtenus pour les témoins 
correspondants non traités (tableair 37, p. 104), nous pouvons tracer 
les courbes de la fig. 16, p. 105. Il existe en maturation une période 
allant de la première à la troisième semaine pendant laquelle la rindite 
augmente le peuplement (par rapport au témoin non traité) et une 
autre période de la quatrième à la sixième semaine au cours de laquelle 
le ri-iélange activant produit une diminution de ce peuplement. 

En conservation la phase d'augmentation se produit plus tard 
mais elle dure plus longtemps (de la troisième à la sixième semaine). 

Ces résultats mettent nettement en évidence l'existence d'une 
inversion dans l'action de la rindite sur le peuplement bactérien. 

(1) Dans les conditions definies ci-dessus, p. 101 et 102. 



B) ' ~ R A I T E M E Y ' ~  PAR LA THIOURÉE. 

Avec la thiourée, sur les mêmes lots e l  dans les conditions indi- 
quées ci-dessus, les résultats (Inhleau 39,) sont moins nets que pour 
la rindite. 

T 
- -  - -  -- - - - -  

l 
(; t t i  t 

I 

I f a l ~ i r o l i o ~ ?  . . 

, - .- 1 

Tnhleaii 39. - Pourcentages (le pollutions e~iregistrc'es ù partir de tuherc~iles trctitr's 
p(lr I ( I  IhiotrrPr il ( l i / /Pr~111~s  (IcIIc.~ C I  ( l i f f P ~ . ~ n f s  Ptots dr  iic'qGt(11ion. 

On retrouve cependant pour chaque lot un inaximurii situé aux 
mêmes époques que pour la rindite, c'est-à-dire la cinquième semaine 
(50 %) pour la conservation et  la deuxiPme semaine (27 pour la 
maturation. 

La comparaison de ces résultats avec les cliiffres obtenus pour 
les tubercules témoins non lraités pendant la même période permet 
de tirer les mêmes concliisions que pour la rindite. E n  maturation, de 
part e t  d'autre ( f ig. 17, p. 105) d'un effet nettement positif sur le peuple- 
ment bactérien on trouve deux périodes pendant lesquelles la thiourée 
a sur celui-ci un effet nul ou inhibiteur. 

E n  conservation l'effet inhibiteur est beaucoup plus court (premiére 
semaine) e t  pendant cinq semaines consécutives la thiotirée augmente 
la population bactérienne au sein des tubercules. 

E n  conclusion de cet ensemble d'expériences sur la période de 
dormance e t  la levée d'inhibition nous pensons qu'ail cours du méta- 
bolisme normal des tubercules en végétation il existe un moirient précis 
et  court pendant lequel la population bactérienne s'accroit dans les 
tubercules : cette augmentation ne se prodiiit pas dans des tiihcrciiles 
récoltés prématurément. 

Deux des produits utilisés pour lever la dormance : la rindite et  
la thiourée, employés dans des conditions de concentration et  de durée 
habituellement efficaces, provoquent une augmentation importante du 
nombre de bactéries au  sein des organes. Cependant, la sensibilité des 
micro-organismes aux produits activants varie selon l'état végétatif 
des tiibercules soumis aux traitements. 

VIlI .  - INFLUENCE DE FACTEURS EXTERNES DIVERS 
SUR LA POPULATION BACTÉRIENNE DES TUBERCULES 

Ce court chapitre est consacré à l'étude des modifications qui sur- 
viennent dans la population bactérienne des tubercules p1aci.s dans des 
conditions externes trés diverses : 61Pvation de Leml~Crature, séjoiir 



sous vide ou dans l'osy$ne, immersion dans un liquide. Ces expériences 
ont pour but d'établir si, l'intérieur des cellules, les micro-organismes 
sont capables de rPagir aux facteurs esternes. 

10 Élévation de la température : 

Cn lot de tubercules de mêilie origine est divisé en deux parlies. 
La première est entreposée dans un local où la température est restée 
voisine de 100  C. La seconde est placée à l'étudve à 300 C. Des séries 
de 72 explanbats sont effectuées dans l'un et l'autre cas au bout de 
8, 12 et 18 joiirs. 

L'élévation de teiiip6ratiire aboutit à l'augmentation du noriibre 
de micro-organismes hébergés ( tubl~uic  40). Un nouvel équilibre semble 
s'établir ; il est atteint à 300 C dès le douzième jour. 

O jour . . . . . . . . . . . . . . . .  8,3 :O 8,3 % 
8 joiirs . . . . . . . . . . . . . . .  6,s Y6 16,6 % , 

12 -- . . . . . . . . . . . . . .  . l  8,:3?6 27,7 % 
18 - . . . . . . . . . . . . . . .  9,6 9& 27,7 % 

Tableau  40. -- Influence de la température sur le pourcentage de tubes pollués obtenizs 
par ln méthode des explnntats en mil ieu liquide. 

2 O  Séjour sous pression réduite : 

Le séjour des tubercules dans l'air i pression réduite a lieu dans 
de grands dessiccateurs oii la pression est journellement contralée. 
Outre une expérience témoin dans les mêmes conditions mais à la pression 
atmosphérique en air confiné nous avons réalisé, dans les récipients, 
des pressions de 46, 26 et 6 cm de mercure. Les dénombrements sont 
effectués par la méthode des numérations en milieu solide quinze et 
trente jours après le début de l'expérience. 

- - - -- - -- 

Moyen.~ M o y e n -  ~ 
1 ~ r r s s i o i i  n c 30 joiii.9 

I 1 

I 

, AtmosphCrique 51% 16 25 27.  20 32.  28 17. 31.  18.  35 61.  20 35 i 16 c m .  ilc l l g  21 i i i  I l  8 23 18 2< 75 8 i  63 61 32.  16 
2 6 r m . d e I I g  25 i 12 12.  6 .  5 11 72. 28.  60 30 15 43 I 17 

6 c m .  (le 13s , 30 77 84.  42 57. 61 59 212 184 263 1.56 256. 1 192 

1 1 - - - -- -_ - .- _ -  - - _ - - _  I 

Tahlcau  41. - Dénon-ihrcments hnclPriens opris séjoflr des tiib~rciiles sous pressions 
r6duite.s. 



Les résultats (tablea~z 41) sont assez désordonnés : niais néannioins 
les inicro-organismes ont très abondamment ( x  5) proliféré lorsque 
les tubercules ont séjourné trente jours à la pression la plus faible (6 ci11 
de mercure). 

Nous pensons que la raréfaction de l'air e t  le trouble des pliéno- 
inènes respiratoires qui en résulte peuvent avoir des répercussions soit 
sur la destruction des mécanismes naturels qui s'opposent dans les 
conditions normales à la prolifération des bactéries, soit sur la dégra- 
dation des glucides complexes en sucres assimilables par les inicro- 
organismes. 

30 Séjour dans l'oxygène. 

Les tubercules placés dans un dessiccateiir sont souiiiis à un courant 
lent mais continu d'oxygène. Les dénombrements de bactéries sont 
effectués (en milieu solide) après dix-sept et vingt-qiialre jours de ce 
traitement. Les résultats peuvent être comparés (tableaic 42) à ceux 
des témoins qui sont restes en atmosphére normale. 

\loyc11- \Io>-cll- 
17 ]ours IIC ~ 2-i jours I ~ C  

1 - ---p.- -- - . ~ - - 
I 1 

Téiiioin . . . . ;  112.114.  5 7 .  96.10-1.107. 98 12!). S3 .130 .142 .135 .  51 .  111 
-. - --- - - - -- - - -A--. --- -- -- 
O X ~ ~ ~ I C  . . . 10,  25. I I .  ii. $1. i i I I I  i. I I ,  5. 13. 20.  2 n 

'i'ableau 42 .  - LIénomDreinents buelérielis uprès séjour des hlbercllles duns un  courullt 
d'oxygène. 

L'oxygène, on le voit, se comporte comme un inliibiteur puissant 
des bactéries au sein des cellules. Il faut également souligner qu'il a 
totalement empêché l'apparition des bourgeons sur les tubercules. 

40 Immersion des tubercules. 

A) DANS UN hlILIEU NUTHITIT. 

Cliaque tubercule, stérilisé au sublimé et  flanibé, est introduit 
dans un Erlenmeyer à large col renferilianl une hauteur suffisante d'un 
bouillon nutritif (A 5). On conserve les flacons pendant huit  jours a 
la températire du lahoratoire en élimina111 évidenimen1 les recipieiils 
pour lesquels le trouble du milieu, rcvelateirr d'un developpenient bac- 
térien, prouve la non-efficacité de la stérilisatioii de surface des lubercules. 

On réalise alors, à partir de G tubercules provenant de 6 récipients 
restés stériles, une série de 72 explantats dont on compare les résultats 
avec une série correspondante effectuée sur des tubercules non immergés. 



Les rcsultala de deus  elpériences différentes sont données au 
tableau 43. 

Tableau 13. - 'I'trric~lioris (111 poi~rcerituge de tnbes tro~rblés Ù purtir tl'e.iiplnrituts proue- 
litrril (Ir ~ I I ~ C ~ C I I ~ C S  il~tmcryés 011 rior1 d(r11.~ 1111 lnilieu rllitritif. 

..... -- - 

1 ' I>oiii.ceiitage (le tubcs troublés 
- --- 

1 re esl>érieiice expérience 
...................................... - 1  

! 
~ i 

'Yéirioiir ~ 1 ! 
i 1 . . . . . . . .  le jo~i r  (Ic I'imiilersioii ! S,3:I y, !1,72 

11 ÿ a, on le voit, au cours de l'iniiiiersioii, uiie augnientatioii apprc- 
ciable du nonibre de iliicro-organisiiies. Cependant, la pénklration di1 
bouillon de culture A l'intérieur des organes pouvait permettre, a u  preniier 
abord, d'expliquer la prolifération des bactéries. Aussi avons-nous repris 
la incine expérience d'iin~iiersion inais en utilisant cette fois un liquide 
non nutritiî e t  antiseptiquc. 

_ _  . ~ ---' , 'ïFiiloiii 

B) L)ASS UNE SOLUTION DE S U U L I A I ~ .  

Les tubercules lav6s sont plongés dans un bocal renfermant une 
quantité suffisante de solution de sublirnk à O,?. %. Nous avons ici encore 
étudié l'évolution de la population bactkrienne par les deux méthodes. 

/ 

- ,lféthode des cxplanlats en  mi l i eu  liquide : 
Des séries d'explantats sont effecluées au bout de quatre e t  liuit 

jours d'immersion. On réalise pour les comparaisons des séries identiques 
dans un lot témoin de inême origine mais non iinrnergé. 

') 72 0. : h 1:i liii cle I'itriiircrsioii . 1:3,SS 
...-..... -.... .... ..:.-,:--. . _.--' .............. ---i 

. . . . . .  Al>riis 8 jours cl'iiiimersioii JS,SS % J0,53 :& 

-~ 

011 observe encore (tableazr 11 i )  une forte prolifération bactérienne. 

i ----1 
1 i>oiirc.cii~:tgc 
i (Ic tiil>es l>ollués 

-- ~. .... ...-, .. 

. . . . . . . . . . .  Jour (le I'iiiiiiicisioi~. 13,s  
-4 jours :ipri.s I'iiimiersioii . . . . . . . . .  1 1:1,,17,,, 
8 jours al1i.C~ I'irniucrsioii ! SS,R O:, 

1 
. . . . . . . . .  

'Séiiioiii à la firi cle l'iiiiriiersioii . . . . .  12,s % 

-- -- 

'Y:iBlcau 4 1. - Vuricitions du pourcerlluge ci(, t~ibes pollués Ù pccrtir d'espluritats proue- 
litrrit  dr I I I ~ P ~ C U ~ C S  immergés otr I I ~ I I  rl(llzs triic sol~itioli (le sublimé. 



--- ,+léthode de dinombremerit en r~iilierr solide : 
Nous retrouvons (tableau 45) avec plus de précision le iiiêiiie phério- 

mène que ci-dessus : 

Ï -1 
l 

l Déiiomùremeirts bactérielis Soniùre dc colonies par boî te  -1 
___--..._____--. I._-- 

- Iloycil- 
'ïénioiiis i 11c 1 Iiiiiiicrsioii 

6 - 3.1. 2-1. 38. 27.  1 9 .  2 3 .  

12 - 
l i 

~ 

T:iblcaii 45.  - DCriornDren~erils b«cl(riois iln1i.s tics lirberculrs ir7irnc3r(jEs orc iiori (tans 
uiic soluliori de sui~iiriic:. 

Il y a donc, au cours des neuf premiers jours de l'imiiiersion dans 
la solution de sublimé, une trés forte prolifération bactérienne. Ce 
résultat assez paradoxal s'explique, pensons-nous, par l'intervention 
de deux facteurs. 

L'immersion dans un liquide provoque l'aspliyxie de l'organe ; 
celui-ci se défend en dégradant les polysaccharides, abondants dans la 
pomme de terre, en sucres simples dont les i~licro-organismes s'alimentent : 
c'est un facteur de prolifération. 

Mais, siiiiultanérnent le sublimé pénètre lenteilieiit dans les tissus 
de l'organe en détruisant les micro-organismes : c'est un facteur bacté- 
ricide. 

Il y a compétition entre ces deux phénoménes. A partir du neuviènie 
jour le second facteur l'emporte sur le premier et la population bacté- 
rienne commence alors à diminuer rapidement. 

IX. - CONCLUSIONS 

Les travaux que nous venons de rapporter élablissent donc d'une 
faqon trés nette que les micro-organisrries présents dans les tubercules 
de pomme de terre sont sensibles aux varialions des conditions exté- 
rieures dans lesquelles ces organes sont entreposés. 

L'élévation de température, la raréfaction de l'air, l'immersion 
dans un liquide sont des facteurs qui favorisent la prolifération bacté- 
rienne. Au contraire le séjour dans l'oxygène est, à cet égard, un facteur 
nettement antagoniste. 



11 faut donc considérer, en généralisant, que les conditions exté- 
rieures de séjour des tubercules retentissent de faqon très nette sur 
l'évolution de la population baclérienne dans ces organes. 

Il est un autre poinl sur lequel nous désirons spécialement attirer 
l'attention : ces expériences détruisent de façon nette et définilive l'objec- 
tion qui nous a été parfois faite selon laquelle les bactéries que nous 
isolons seraient soit des micro-organismes existant à la surface des organes, 
soit niênie de simples accidents, pollutions de laboratoire. Cette façon 
de voir n'a, dans le cadre de notre travail, aucune valeur. 

I,e fait d'enregistrer, les conditions de manipulation restant cons- 
tantes, des varialions aussi importantes ( x  6) aussi réguliéres, aussi 
logiquerilent attendues (élévation de temperature), que celles dont 
nous avons rendu coriipte prouve bien que nous étudions un phénomène 
se produisant au sein des organes examinés. Nous pensons, à cet égard, 
que l'immersion dans le sublimé apporte, s'il en Ctait besoin, toute garantie 
k nos travaux. 



Synthèse de substances de croissance 
par les bactéries isolées des végétaux sains 

La place qu'occupe aujourd'hui en physiologie végétale le chapitre 
des substances de croissance est de tout premier ordre. Il n'est ni dans 
notre coinpétence ni dans nolre propos de nous étendre dans le cadre 
de ce travail sur ce sujet qui a fait l'objet d'un nombre considérable 
de travaux (1). 

En  dépouillant ce vaste ensemble on constate cependant que la 
production, in vitro, par les bactéries, de substances de croissance actives 
sur les végétaux supérieurs n'a cté qu'assez rarement abordée. Sans 
doute faut-il en voir la raison dans le fait que cette étude se place a la 
limite entre deux spécialités différentes : la physiologie végétale et la 
bactériologie. Il n'entre gknéralement pas dans les préoccupations du 
physiologiste de s'intéresser aux bactéries e t  de même le bactériologiste 
se soucie ordinairement assez peu de savoir s'il existe dans les milieux 
de culture bactériens des substances de type hornlonal agissant sur le 
inétabolisme des végétaux. 

Pour les auxines les travaux sont restés presque exclusivement, 
jusqu'à ces dernikres années, centrés sur les Rhizobium et les bactéries 
du crown-gall. Signalons parmi beaucoup d'autres sur ces sujets les 
résultats de LISIC (1937), CHEN (1938) et THIMANN (1959) pour le premier, 
et BERTHELOT et AMOUREUX (1938) pour le second. Plus récemment 
PATE (1958), KEFFORD, BROKIVELL et ZWAR (1960), BULARD, GUICHARDON 
el RIGAUD (1963) aboutissent à la caractérisation nette de l'acide indole- 
acétique et de l'indole-acéto-nitrile dans les substances indoliques issues 
du métabolisme du tryptophane dans les cultures de Rhizobium. 

(1) Le lecteur intéressé pourra par exeinple consulter le vol. XIV de 1' n Encyclopedia 
of plant phgsiology n dirigée par RUIILANB (1061). 
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E n  dehors de ces deux sujets bien précis, pour les autres micro- 
organismes, notamment pour ceux que l'on rencontre dans le sol, FALLOT 
(1964), vient de publier dans sa thèse une revue bibliographie très com- 
plète (tableau 46, p. 115). Nous ajouterons simplement que RIVIERE 
(1963) a mis lui aussi en évidence l'existence de substances auxiniques 
dans les cultures de bactéries de la rhizosphère du blé (Pseudomonas 
fluorescens, Achromobacter sp., Flavobacterium diffusum et invisibile 
Sarcina flava, Bacillus cereus, B. megaterium, B. brevis, B. circulans, 
notamment). 

E n  ce qui concerne, d'autre part, la synthése, in vitro, de substances 
du groupe des gibbérellines par les bactéries les relations de travaux 
sont très peu noinbreuses. 

VANCURA (1961) a décelé dans les filtrats de culture d'Azofo- 
bacter chroococcum non seulement de l'acide indole-acétique mais aussi 
de l'acide gibbérellique. 

- KATZNELSON et coll. (1962) ont fail de niênie pour Arthrobacfcr 
glo bi formis. 

- RIVIEKE (1963), d'une part, e t  PANOSSIAN et collab. (1963) 
ont provoqué l'élongation de plantules de pois nains en pulvérisant 
directement sur leur feuillage des filtrats de culture de bacteries de ln 
rhizosphère. 

- Nous-riiérne enfin, en collaboration avec CHEMINAIS (1964), 
séparant les produits par chromatographie et utilisant un test de dosage 
spécifique (élongation de la feuille d'Avens), avons pu caractériser 
nettement l'existence de substances du groupe des gibbérellines dans 
les milieux de culture où nous avions ensemencé des bactéries associées 
aux tissus végétaux appareiiiiiient sains. 

Bien entendu, à côté des composés indoliques et des gibbérellines 
il existe encore dans les milieux de culture beaucoup d'autres substances 
susceptibles d'agir sur le métabolisine des plantes : les acides aminés, 
les antibiotiques, les vitamines. Nous n'avons pu, sur le plan expéri- 
mental, nous intéresser à ces substances. Analyser l'abondante littérature 
scientifique qui leur est consacrée serait hors de notre sujet (1). 

Reconnaître in vitro la présence de toutes ces substances dans les 
produits du métabolisme bactérien est un premier pas. Il doit se pour- 
suivre, du moins en ce qui nous concerne, par l'étude de l'action directe 
in vivo des bactéries dans les cellules végétales. 

Une première façon de considérer ce problème consiste à examiner, 
sous l'angle des substances de croissance, les relations naturelles qui 
s'établissent entre les bactéries et les plantes supérieures : nodosités, 
crown-gall, rhizosphère. 

THIMANN avait déjà en 1936 signalé que les nodosités sont riches 
en auxine et fait de l'acide-indole-acétique le principal responsable 
de la stimulation tissulaire lors de la formation de ces organes. 

(1) On trouvera quelques indications essentielles dans ia thèse de FALLOT (1964). 



Tableau 46. - (d'après FALLOT). Synlhèse d'auxincs par  (les bactéries (A IA  : P-indolyl- 
acétique. A I P y  : acide P-indolyl-pyruvique. AIC  : acide indolyl-3-car- 
bonique). 

~licroorga~iisines .\uleurs 

J I I L I E C  S A S 5  ï'I< k Pl  OI'HALYE 
Azotobacter cl~roococcnm Courbure coléopt. ? 1 RAZNIZINA 1936 

id. Embryoii de plaiites AIA sur t  KRONBERGER 1949 
id. Haciries excisees 7 KANDLER 1951 
id. Kaciries excisées ' huxine + 7 I B U K ~ T S C H  e t  coll. 1952 
id id. 1 AIA BUIIATSCII et  coll. 1956 

Sectioii coleopt AIA SMALIJ e t  coll. 1957 
Racines excisees XIA + '1 

id. Plantules Hordeun~ AiIA + AIC 
A. u i~ t e l a~~d i i  Racines excisées AlA 

1 
A. agile Sectioii coleopt. XIA 

BURGER et coll. 1958 
VANCURA et colt. 1960 
BUKATSCI~ et  coll. 1956, 

BURGER et coll. 1958 
SMALIJ et  coll. 1957 

19 esp. b x t .  de sols Courbure coléopt. AIA ROBERTS et  coll. 1939 
E.  coli, Aerobacter aerogenes Courbure coleopt. 1 ? 

B u n w n o ~ o e a  1939 
B. subtills, B. mycoides ' Racines excisées ? / KANDLEH 1951 
Des Pseudomonas, des 1 

Ba~i l lus  Sectioii colbopt. AIA SMALIJ 1958 
Deî l~dct .  ilii~oapheie, B. 

mcgatcriilm ar. phos- Sectiori coleopt. 1 BERSHOVA 1939 
pliaticum 

Dcs Arthrobacter I Sectioii coléopt. AIA 1 KATZNELS~N et coll. 1961 
Des Bacillus, des Aclino- Germiiidtiou de pois 

mycètes na1113 ' AIA 1 PANOSSIAN et col1 1963 
- -. . ---- 

M I L I E U  AVEC TRYPTOI->fIANE A J O U T ~  
E. coli, Ps. fluorescens -- J A I A S A I P ~  S T ~ W E  1955 
Des Pseudomonas, des l 

Bacrllus Section coleopt. AIX SMALIJ 1958 
Pseudomonas sauastunoi - AIA BELTRA 1959 
Flauobacteriurn sp., Kleb- 

siella aerogenes, B. me- - AIA 
gaterium . . . 

-- - 1---- 

MONTUELLE 1963 

- -- 

M I L I E U  LIONT CERTAINS CONSTITUANTS 
I IENFERMENT B U  TRYPTOPHAhTE 

B. rnycoides, B. ~ u b t l l i a , ~  1 I 
B. radiobacter Prol. uulg. Courbure coléopt. > 1 BOYSEI-JENSEN 1931 

Ps. fluorescens, Sarc. 1ii-l 
feu, B. subfilis Couiùure coleopt. ? 1 R A Z S I Z I ~ A  1938 

B. radiobacfer Courbure coléopt. 3 LOLKE et coll. 1939 
51 esp. bact. de sol5 Courbure coléopt. AIA ROBERTS et  coll. 1939. 
B. Solanacearum Courbure coléopt. ? 1 GRIEVE 1939 

- 



Daris les tissus de Luineurs induites par le crown-gall un certain 
nombre d'auteurs observèrent une trés nette Iiyperauxinie : L I N I ~  et 
EGGERS (1941), KULESCH.& et GAUTHERET (1948), HENDERSON (1954) 
et BITANCOURT (1955). 

L'étude de la rhizosphère et de la sperinosphère permet, elle aussi, 
de préciser i n  vivo les rapports entre les bactéries et les plantes supé- 
rieures ; quelques travaux s'orientent dans cette voie mais les phéno- 
mènes sont évidemment très complexes. I<RASSILNII<OV (1962) passe 
en revue ces problèmes ; il conclut que les micro-organismes du sol 
synthétisent des con~posés qui sont essentiels pour la vie de la plante 
(vitamines, auxines, gibbérellines, facteurs X, Z, P, antibiotiques, amino 
acides). 11 pense que les bacléries sont capables cte réaliser dans le sol 
les inêmes synthèses qu'en niilieu nutritif artificiel. 

Mettre expérimentalement, artificielleincnt, en présence l'un de 
l'autre les bactéries et les plantes est une seconde fay,on d'étudier leurs 
relations. On peut faire agir les micro-organisnies soit sui des plantes 
entières, soit sur des fragments excisés (généralement des racines), soit 
enfin, pour diminuer le nombre de facteurs mis en jeu sur des cultures 
de tissus. 

Pour les plantes entitires citons les travaux de STEINBERG (1947) 
(bactéries du sol : Erwin ia  c.arofovorum, Bacillus cereus, B. pumilus 
agissant sur le Nicof iana ï 'abacum),  de POCHON et DE BARJAC (1958) 
(Azofobacter chroococcum en présence de Zea  M a y s ) ,  CHALVIGNAC (1962) 
(Action d'Azofobacfer chroococcum sur le L i n u m  usi taf iss imum).  

Pour les fragments de racines excisées signalons les publications 
de KANDLER (1951) (Baci l lus  mycoides, B. subf i l is ,  ilzofobacter chroo- 
coccum et racines de Zea M a y s ,  Phaseolus, P i s u m )  et de STOLP (1952) 
( B .  mycoides et Achromobacfer sur les racines de Zea et P i s u m )  (1). 

Les résultats sont trés variables, ils dépendent des espéces bacté- 
riennes (quelquefois rriêrile des souches) et aussi des végétaux : il y a 
tantôt inhibition, tantôt stiniulation de la croissance, les réactions de 
tige peuvent être différentes de celles des racines. 

En  ce qui concerne la culture de tissus, les inoculations ont été 
réalisées essentiellement avec Agrobacferium fumefaciens (GIOELLI, 1940; 
KULESCHA, 1951 ; BRAUN, 1956 ; GAUTHERET, 1959). VOLCANI, RIKER 
et HILDEBRANDT (1953) ont noté l'inhibition de la croissance de leurs 
cultures et dans certains cas leur dissociation après inoculation de 
E r w i n i a  carofovorum, Bacillus subtilis et B. polymyxa. Enfin, les travaux 
de FALLOT (1964) établissent que diverses bactéries, mais singulièreiiient 
Bacillus megaferium, sont capables d'induire, par leurs sécrétions, la 
prolifération du tissu carribial de V i f i s  et du parenchyme du tubercule 
de topinambour. 

En résumé, en ce domaine du rôle des substances de croissance dans 
les relations entre les bactéries et les plantes supérieures, un certain 
nombre de faits sont nets mais leur interprétation est particuliérement 

(1) On trouvera aussi dans la thèse de FALLOT (1964) d'autres réfbrences en particulier 
sur des travaux en langue russe. 



délicate. La variabilité des résultats est très grande et empêche pour 
le moment toute synthkse. Nous n'avons pu qu'indiquer les orientations 
différentes des recherches et juxtaposer un certain nombre de publi- 
cations. Mais allons plus loin ; si l'on tient compte que la plupart des 
substances de croissance agissent très différemment non seulement 
selon leur propre concentration mais aussi selon leur concentration 
relative par rapport a un autre composé, on comprendra a la fois l'ex- 
trême complexité des mécanismes mis en jeu et la nécessité de compléter 
les connaissances en ce domaine. 

Cette brève mise au point, très partielle nous semblait nécessaire 
avant d'aborder l'exposé de nos travaux sur ce sujet. Ils sont consacrés 
a l'étude des possibilités de synthèse des micro-organismes précédem- 
ment isolés et se limitent à la recherche in vitro et in vivo, de l'acide 
indole-acétique et des gibbérellines. 

1. - ÉTUDE DES SYNTHÈSES IN VITRO 

10 Production d'auxine. 

A) MATERIEL : toutes les souches bactériennes résultant des isole- 
ments e t  déterminations dont nous avons rendu compte au chapitre II, 
sont conservées au laboratoire et régulièrement entretenues. Pour étudier 
leur capacité de synthétiser de I'auxine, chacune de ces souches est 
ensemencée dans un milieu identique à celui qu'ont employé BERTHELOT 
e t  AMOUREUX (1938) pour la recherche de l'auxine dans l'action de 
Bacterium tumefaciens sur le tryptophane. Le tryptophane et le pyruvate 
entrent dans la composition de ce bouillon nutritif dont la formule précise 
est donnée par ailleurs (A. 31). 

Les fioles d'Erlenmeyer contenant 150 ml de milieu séjournent 
aprks ensemencement, à l'étuve bactériologique réglée a 300 C. 

B) RECHERCHE DE L'AUXINE : deux méthodes différentes furent 
retenues pour la recherche de l'acide indole-acétique dans les milieux 
de culture : une technique colorimétrique et la séparation par élec- 
trophorèse. 

a) Méthode colorimétrique de PILET (1957) : 
elle repose sur la réaction de coloration de Salkowski. Le réactif comprend 

- -. 3 ml de Fe Cl,, 6 1-I,O (1,5 M) ; 
- 60 ml de H2S04 (P.S. 133) ; 
-- 100 ml d'eau distillée et déionisée. 

Pour le préparer on ajoute au 3 ml de Fe Cl,, 50 ml d'eau distillée 
puis, après dissolution on ajoute l'H,SO, en agitant constamment. 
On laisse refroidir et on complète avec 50 ml d'eau distillée. On conserve 
ce réactif au réfrigérateur dans un flacon brun. 



On verse 8 ml du réactif précédent dans des tubes à essais que 
l'on porte à l'étuve à 400 C. Lorsque le réactif est à la température de 
l'étuve, on ajoute dans chaque tube: 

- 1 ml de milieu de culture à analyser filtré sur papier puis sur bougie 
(pour éviter le trouble bactérien qui gknerait la colorimétrie) 

- 1 ml d'alcool éthylique pour augmenter la sensibilité du test. 

On agite et on conserve de nouveau les tubes 20 mn a 400 C et 
à l'obscurité. 

On passe les tubes au colorimètre a la longueur d'onde de 530 milli- 
microns après avoir réglé l'aiguille sur le repère 100 de l'échelle de 
transmission en utilisant un tube témoin dans lequel outre le réactif 
on a introduit 1 ml de milieu de culture non ensemencé. 

Une minute avant le temps convenable on transfère les mélanges 
dans les tubes colorimetriques et on exprime les lectures, par rapport 
au tube témoin, en pourcentage de transmission. 

b) Séparalion par électrophorèse : 

Nous avons utilisé la méthode de FISCHER (1954). 

Les milieux de culture à étudier sont centrifugés 15 mn a 5.000 t /mn 
Le liquide surnageant est concentré sous vide a basse température (350 C) 
jusqu'a volume final de 2 a 3 ml. On prélève une goutte de ce mélange 
à séparer et on la dépose au centre d'une feuille de papier Watman no 1 
(30 x 4 cm) qui est rapidement séchée dans un courant d'air chaud. 
Les compartiments anodique et cathodique de la cuve a électrophorèse 
sont remplis par une solution tampon au phosphate (Tampon de Sorensen 
p H  = 7). La tension appliquée aux électrodes est de 110 v. La séparation 
dure 8 à 12 h. 

On laisse ensuite sécher le papier et on met en évidence les substances 
auxiniques en pulvérisant différents révélateurs. 

1 - Réactif de Salkowski modifié par GORDON et WEBER (1951) 
Fe Cl,, 6H,O (0,5 M) 2 ml 
H CIO, (35 %) 100 ml 

2 - Réactif de Salkowski modifié par PILET. 
La composition en a été donnée ci-dessus dans l'exposé de 

la méthode colorimétrique. 

3 - Réactif nitroso-indolique de LINSER et KIERMAY~R (1957) 
K NO, 
H NO, (concentré) 

1 g 
20 ml 

Ethanol 80 ml 

Les colorations obtenues avec ces réactifs sont indiquées au tableau 47. 

Naturellement il faut localiser exactement l'acide indole-acétique 
sur les électrophorégrammes. Pour cela avec chaque série d'analyses 
nous plaçons une bande témoin sur laquelle on a déposé une goutte 
d'un milieu de culture concentré, non ensemencé et additionné d'acide 
indole-acétique. 



Tableau 47. - Colorations communiquées par différents réacfifs à l'acide indole- 
acétique et a u  tryptophane. 

Composés 
- 

Acide indol-acétique . . 
Tryptophane  . . . . .  

C) RÉSULTATS : les résultats sont donnés au tableau 48, pour 
chacune des deux méthodes. 

Réact i f s  

2 3 
--- 

Tableau 48. - Production d'acide indole-acétique par les bactéries isolées d'organes 
végétaux (+ production faible, + + moyenne, + + +forte). 

rouge 
jaune 

lie de  v i n  
jaune 

Elcctrophorèse 
après 30 jours 

de  culture 
-- 

-t + +++ 
f ++ +++ 
traces 
O 
+ 
O 

+ 
O 
+ 
++ ++ 
++ ++ 
++ 

+fi- +++ 
O 

1 l 
1 Méthode calorimétrique 

O/, de transmission 
N o m s  des souches 1 a u  b o u t  d e  : 

x jours de  cul ture 
- - - - - 
10 j .  20 j .  30 j. 40 j. 50 j .  
----- 

Bacillus subtilis 
B. licheniformis 88 76 60 44 40 

rose-violet 
jaune-brun 

B .  pumilus . . . . .  84 76 
68 
40 
96 
94 
84 
94 
78 
98 
76 
96 
72 
84 
80 
80 

80 
40 
50 

B. cereus . . . . . .  
B .  megaterium . . .  
B. coagulans. . . . .  

88 
100 
100 

72 
62 
32 
90 
88 
78 
90 
70 
90 
68 
76 
70 
68 
70 
64 

64 
36 
96 

L. 5 . . . . . . . .  98 
L . 9  . 
B . E .  . . . . . . .  100 
B. F. . . . . . . .  96 

. . . . . . .  B . J . .  100 

70 
58 
30 
80 
84 
70 
84 
70 
84 
68 
56 
60 
62 
64 
52 

60 
32 
90 

B .  polymyxa . . . .  
B. sphaericus . . .  
L. 11 . . . . . . .  
L. 19 . . . . . . .  
L. 20 . . . . . . .  
L. 22 . . . . . . .  

Pseudomonas 
n o n  pigm. 1 . . . .  

68 
54 
24 
76 
80 
64 
80 
68 
80 
66 
40 
50 
56 
58 
50 

56 
28 
80 

98 
100 
96 

100 
96 

100 

100 
P.  n o n  pigm. 2 . . 
P.  pigmenté . : 



En colorimétrie nous indiquons pour chaque souche après différents 
temps de culture les pourcentages de transmission de la lumière. 

Pour l'électropliorèse nous donnons des indications relatives ( de O 
à +++) suivant l'intensitc de la coloration obtenue et l'étendue de la 
tache. 

On constate d'abord que la correspondance entre les deux méthodes 
est, d'une façon générale, bonne. Toutefois pour Bacillus sphaericrzs 
et  Pseudomonas non pigment6 l'estimation par électrophorèse semble 
dépasser les valeurs indiquées par la colorimétrie. 

I'armi toutes les souches étudiées 5 seulement ne produisent pas 
d'acide indole-acétique. 15 peuvent synthétiser l'auxine et parmi elles 4 le 
font avec une intensité notable : Bacillrts licheniformis, B. ~negaterium 
et  deux espèces de Pseudomonas non pigmenté. 

Au point de vue des concentrations en acide indole-acétique dans 
les milieux de culture, il ressort de la courbe de références, préalablement 
établie pour des dilutions connues, qu'un pourcentage de transmission de 

50 correspond à une concentration de 10- 
30 - 10- 

Le Bacillus megaterium, la plus productrice de toutes les souches 
étudiées, peut synthétiser l'acide indole-acétique jusqu'à ce que la con- 
centration dans le milieu atteigne environ 10- 3. 

Le tableau de chiffres obtenus en colorimétrie tend à montrer, 
d'autre part, que la production d'acide indole-acétique est assez tardive 
et  peut se prolonger au-delà même du quarantième jour de culture. 
Dans les conditions de nos expériences il ne semble donc pas survenir 
de dégradation auxinique (à l'exception toutefois du Pseudomonas 
pigmenté). Ces résultats ne concordent pas avec ceux que RIVII'ZRE (1963) 
a obtenus en partant il est vrai d'un milieu assez différent du nôtre. 

Enfin, les électropliorégrammes révèlent, entre la ligne de départ 
e t  l'emplacement de l'acide indole-acétique, la présence de différentes 
taches qui pourraient correspondre à des précurseurs de l'auxine (indolyl 
acétaldéhyde, indolyl acéto-nitrile et acide indolyl-pyruvique). 

En conclusion, la plupart des bactéries isolées des végétaux sont 
capables de synthétiser l'acide indole acétique in vitro dans un milieu 
contenant notamment du tryptophane et du pyruvate. 

20 Production de gibbérellines. 

Les connaissances sur les voies de synthèse des gibbérellines sont 
jusqu'ici assez réduites, nous n'avions par conséquent pas d'indication 
précise sur la nature des substances qu'il était intéressant d'introduire 
dans le milieu de culture. Aussi avons-nous eu simplement recours au 
même bouillon de culture (A. 31) que celui utilisé ci-dessus pour mettre 
en évidence la synthèse de l'auxine. Les bactéries ensemencées appar- 
tiennent à la collection du laboratoire : elles ont toutes été isolées de 
tissus végétaux sains (tableau 49). 

Les milieux ensemencés séjournent 45 j à l'étuve réglée à 300 C ; 
ils sont alors soumis aux techniques d'extraction des gibbérellines. 



A) ISOLEMENT. 
Nous avons adopté la niéthode préconisée par WEST et PI-IYNNEY 

(1 959). 

a) Adsorption-élution : cette phase du travail repose essentiellement 
d'une part, sur l'adsorption par le mélange charbon activé en poudre 
et  cellite (Hyflosuper cell) et, d'autre part, sur l'éliition de ce mélange 
adsorbant par l'acétone et l'eau. 

Les bouillons de culture, centrifugés et filtrés, sont soumis à divers 
traitements qui, pour simplifier, sont schématisés à la fig. 18, p. 122. 
On voit que les filtrats sont passés à deux reprises sur le mélange charbon- 
cellite. L'adsorbant est ensuite élué par l'eau d'abord (filtrats F 1 et 
F 3) puis par un mélange acélone-eau (95-5) (filtrats F 3 et F $). 

Tous les filtrats F 1, 2, 3 et  '1 sont réunis e t  sont concentrés sous 
vide. La phase résiduelle est donc caractérisée par sa richesse en eau. 

b) Reprise par l'acétate d'éthyle : l'opération consiste à faire passer, 
le plus sélectivement possible, les gibbérellines de la phase aqueuse, 
résultant de la concentration précédente, dans l'acétate d'éthyle. Elle 
se déroule en deux teinps à deux p H  différents. 

pH 7 : l'éluat concentré et  ajusté à p H  7 est repris par 2 1 
d'acétate d'éthyle. On agite pendant 2 h et décante. On sépare ainsi 
la phase supérieure aqueuse et l'acétate d'éthyle qui est conservé au 
froid. 

- pH 2 : la phase aqueuse, résultant de la décantation précédente 
el  ajustée à p H  2, est reprise par 4 1 d'acétate d'éthyle. On agite et 
décante comme ci-dessus. 

Les phases aqueuses ayant été éliminées, les deux fractions d'acé- 
ta te  d'éthyle correspondant aux deux pH, sont finalement réunies et 
concentrées sous vide à basse température jusqu'à ce que le roluine 
de liquide soit amené à 10 ml : il présente une coloration jaune-verdiltre, 
il est prêt pour la chromatographie. 



Milieu de culture 
Filtré 
+ 

125 gr. Celite 
125 gr. Charbon activé 

A / Agiter 
1 y deux heures 

f,F = Filtrats 

l 
Filtration 

Résidu 
4- 

Filtrat f 1 
125 gr. A l  charbon I V  

I 
1.250 ml. eau V 

Filtration Filtration 
h-C - / h - 

résidu Filtrat 
résidu Filtrat + + écarté f 2 

2.000 ml. 
acétone (95) eau (5) 500 ml. eau 

resiau Filtrat 
+ écarté f 2 

-..- eau 

l 
Filtration 

l 
Filtration 

résidu Filtrat Résidu Filtrat 
éliminé El + 

500 ml. 
acétone (95) eau (5) 

l 
Filtration 

Résidu Filtrat 
éliminé IF41 

FIG. 18. - Résumé schématique des diverses operations 
tl'extraction des gibbérellines : adsorption - élution. 

B) SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE. 

C'est en fonction d'une séparation parfaite entre l'acide gibbérellique 
et l'acide indole-acétique, susceptible d'avoir été extrait simultanément, 
que nous avons choisi un système solvant. 

Le mélange préconise par ~IITCHELL (1958) pour la chromatographie 
descendante comprend : 

. . . . . . . . . . . . . .  acétone 25 ml 
. . . . . . . . . . . . .  N butanol 25 - 

. . . . . .  alcool amylique tertiaire. 25 - 

. . . . . . . . . . .  ammoniaque 10 - 

. . . . . . . . . . . .  eau distillée 15 - 



Il donne de bons rcsultats : le Rf de l'acide gibbérellique est compris 
entre 0,43 et 0,57, mais la révélation fait apparaître des traînées qui 
pourraient : d'une part, provoquer une perte de substance et, d'autre 
part, interférer avec l'acide indole-acétique. 

L'acétate de butyle saturé d'eau sépare très bien en chromatographie 
ascendante les deux acides mais l'acide gibbérellique migre très peu 
(Rf 0,l) et risque par conséquent de n'être pas parfaitement distinct 
de la tache initiale. 

Le solvant qui finalement nous a donné les meilleurs résultats 
et qiie nous avons retenu, est le mclange : 

benzène . . . . . . . . . . . . .  3 parties 
pyridine . . . . . . . . . . . . .  6 - 

ammoniaque . . . . . . . . . . .  1 - 

En chromatographie ascendante le Rf de l'acide indole-acctique 
(0,30 à 0,44) et celui de l'acide gibbérellique (0,13 à 0,24) sont voisins, 
mais la séparation est nette et, à la révélation, il n'apparaît pas de 
traînées. 

Sur les bandes de papier Walman no 1 on dépose en plusieurs fois 
un volume total d'extrait à analyser de 0,l ml. La chromatographie 
ascendante conduite dans une cuve de type Sliandon dure 16 11 au bout 
desquelles le front de liquide a parcouru 35 cm. 

Différents révélateurs ont été préconisés pour la mise en évidence 
de l'acide gibbérellique sur les chromatogrammes ; nous avons utilisé 
le mcthanol sulfuriqiie à 3 % additionné de 0,05 76 de perchlorure de fer 
(RAPPAPORT et SMITH, 1962). La pulvérisation de ce mélange est suivie 
d'un chauffage à 600 pendant 5 mn. A la lumière du jour seul l'acide p- 
indole-acétique prcsente une coloration violette ; l'acide gibbérellique 
n'est pas visible (il le deviendrait en chauffant à 1000 C au lieu de 
600 C). 

En lumière ultra-violette (spectroline lamg SL 3.660 long wave) 
la tache de gibbérelline présente une fluorescence bleu-vert tandis que, 
dans ces conditions, l'acide indole-acétique n'est pas fluorescent. La 
coloration de l'acide gibbérellique en U.V. n'apparaît que pour une 
concentration de 10 - 5  ( f ig .  19, p. 124). 

Les concentrations des milieux que nous avions à examiner étant 
inférieures à celles que nous venons de signaler ci-dessus, nous avons 
eu recours à ce que la littérature anglo-saxonne appelle (( Avena leaf 
base section test 1) (KADLEY, 1958 ; VAN OVERBEEK et DOWDING, 1961). 
Ce test repose sur l'élongation de portions bien déterminées de jeunes 
pousses. Après divers essais, c'est la variété d'avoine (( Brighton )) dont 
nous disposions au laboratoire pour des dosages d'auxine, que nous 
avons retenue. En effet, cette variété s'est montrée également très in- 
téressante pour le test des gibbérellines en raison de la présence sur le 
coléoptile d'un nœud très visible et assez éloigné du caryopse. 

Les sections sont effectuées sur des jeunes pousses âgées de 6 à 7 jours 
et ayant atteint 6 à 7 cm de longueur. La f ig. 20, p. 125 montre l'en- 
droit exact du prélèvement : la longueur des segments coupés est de 



non revélée : 1 - Traînée jaune veri (solanine). 
ultérieurement sou- T.I. - Tache initiale. 
mise au test biolo- D. _ L~~~~ de dhpart. 
gique. 

FI. 
F. - Front du solvant (chromatograpliie ascsndante). 

Fluorescence. 
A.G.B. Acide gibbérellique. R.V. - Coloration rose-violet. 
P. de 1. Extrait de pomme de terre. A . I . A .  == Acide indole-acétique. 

12ic. 19. - Chromatographie d'extraits de pomme de terre. Dispositions et 
r6siiltats. -- S o l ~ a i i t  : ben7c'iir-pyrirlirie-ammoniaqliir. 

8 mm ; la coupure inférieure est effectuée à 2 mm sous le nœud. On 
reçoit les fragments dans l'eau et après 4 h, à l ' e ~ t r é m i t ~  de certaines 
sections, on peut percevoir une légère sortie de la feuille ; seuls ces derniers 
types de section sont iitilisés pour le test. 



7 cni. , 

feuille vue par 
transparence 

i section de 8 mm. 

11œud coIeop!~laire 

FIG. 20. -- Dosage biologique cles gibbérelliiies. Pr6lCvciiieiit 
des sectioris de feuillcs d'Avenu. 

Le test proprenient dit consiste a placer dans un petit cristallisoir : 
- le morceau de chromatogramme correspondant à la migration de 

l'acide gibbérellique déposé a titre de témoin de part et d'autre 
(le la tache a analyser ; 

- 2,5 ml de tainpon phosphate (pIi 6,2) ; 
- 4 à 5 gouttes de Tween 20. 

Finalement après 12 h de séjour à 40 C on ajoute dans chaque 
récipient 12 sections de coléoptiles préparés conime sus indiqué. Natu- 
rellement un térnoin, renfermant seulement la solution tainpon et le 
Tween, reçoit égalenient 12 sections de coléoptile. 

L'ensemble séjourne 48 11 dalis une étuve à 250 C. 

Ce teinps écoulé, la feuille sort du fragment de col6optile (pl. S I )  
et son allongement, que nous mesurons par un procédé photographique 
constitue une réponse spécifique de l'acide gibbérellique (VAN OVERBEEK 
et DOXVDING, 1961). Des essais réalisés par ces auteurs et que nous con- 
firmons montrent que l'acide indole-acétique et ses précurseurs n'ont 
pas d'action sur le test. 

Pour étudier la sensibilité de ce test nous avons appliqué l'ensemble 
de ces techniques (chromatographie et test biologique) à des concen- 
trations d'acide gibérellique allant de 10 -2 à 10 -Io. Ceci permet d'établir 
une courbe de réponse (f ig. 21, p. 126) qui montre que la sensibilité 



de cette niéthode est très grande puisqu'elle perrnet de déceler, dans 
les conditions expérimentales définies, une concentration de l'ordre 
de 10 -Io. Dans le cadre de ce paragraphe, nos préoccupations sont surtout 
d'ordre qualitatif. Lorsque nous serons amené à utiliser cette courbe 
d'étalonnage dans un but quantitatif nous donnerons quelques précisions 
supplémentaires. 

Moyenne des allongemeiits 
en mm. 

Concentration d'acide gibbérellique 

Viti. 21. - Varialion (leh alloiiyetiicnts (le la feuille d'Avenu 
eii fonction de concentrations décroissantes d'acide gibbérellique. 

D) RESULTATS. 
On voit (tableau 50, p. 127) que les allongements obtenus à partir 

des milieux de culture sont toujours supérieurs a ceux des témoins. 

Il existerait doiic dans les produits du mélabolisrne de toutes les 
bactéries citées ci-dessus des substances stimulatrices de l'allongeinent 
de la feuille d'avoine. La méthode d'extraction, la purification chroma- 
tographique et la spécificitb des essais biologiques conduisent à penser 
que ces substances appartiennent au groupe des gibbérellines. 

Il est intéressant pensons-nous de remarquer que les deux espèces 
lc plus fréquemment isolkes des végétaux (Bacillus licheni/ormis et 
B. cereus) sont aussi celles qui ont donné les allongements les plus forts. 

Airisi nos travaux établissent que des bactéries cultivées en pré- 
sence de tryptophane dans un milieu identique à celui qui permet la 
synthése de dérivés auxiniques, élaborent des cornposbs très complexes 



du groupe des gibbérellines. Celles-ci participeraient donc aussi bien 
au métabolisme des végétaux supérieurs qu'à celui des bactéries ; ceci 
pourrait faciliter l'étude des voies de synthèse des gibbérellines en biologie 
générale. 

Témoin . . . . . . . . . . . .  l 4 
Bacillus megaterium . . . . . . .  , 6 2  

Espèces bactériennes 

Pseudomonas non  pigmenté 7,2 
Flavobaclerium sp. 7,G 

 moyenne 
des allongements e n  mm. 

. . . . . .  Pseudomonas pigmenté 7 8  
Bacillus pumilus . . . . . . .  . I 9,7 
Bacillus eereus . . . . . . . . .  I 11,l 
Bacillus licheniformis . . . . .  I . 1  14,4 

l -- 

Tableau 50. -- E'longation moyenne des feuilles d'avoine provoquée par des extraits 
bactériens. 

Nous avons en outre cherché à vérifier ces résultats par le test 
du pois nain (Mc Cows et CARR, 1955). Les fragments de chromato- 
gramme correspondant au Rf de l'acide gibbérellique sont repris par 
2,5 ml d'eau distillée additionnée de 4 à 5 gouttes de Tween 20 à 0,05 %. 
A quatre reprises on applique une goutte de la solution précédente entre 
les deux jeunes feuilles situées de part et d'autre de l'extrémité apicale 
de pois nains var. « Annonay » cultivés en serre et âgés de 15 jours au 
moment de l'application. 

Dans un même pot, toutes les plantes sont traitées par l'extrait 
d'une même souche. Des extraits identiques aux précédents mais réalisés 
à partir de milieux de culture non ensemencés sont appliqués à des 
plantes qui nous servent de témoin. 

Les résultats sont visibles sur la pl. XI. Les plantes développées 
en présence d'extraits bactériens présentent par rapport au témoin, 
un net allongement des entre-naeuds et une coloration plus claire du 
feuillage. Ces caractères sont bien ceux que l'on observe généralement 
après traitement des plantes par les gibbérellines. 

Certes, il conviendrait d'étudier ultérieurement avec plus de prcci- 
sion la nature des gibbérellines existant dans ces extraits ; la méthode 
que PHINNEY (1961) a mise au point grâce a u s  mutants nains du maïs 
(dwarfs 1, 2, 3, 5) permettrait sans doute d'y parvenir. Nous pouvons 
cependant conclure à la présence dans les milieux de culture de substances 
de type gibbérelline puisque, nous l'avons vérifié, ce test n'est pas sen- 
sible à l'action de l'acide indole-acétique. 



II .  - ÉTUDE DES SYNTHÈSES IN VIVO 

Les niicro-organismes isolés des organes végétaux sont donc capables, 
nous venons de le voir, de synthétiser in uilro des siibstances de crois- 
sance que les pliysiologistes s'accordent à considérer comme iinpor- 
tantes pour la régulation d'un grand noiiibre de mécanismes. 

Cette synthèse cst-elle possible in uiuo, c'est-à-dire, en ce qui nous 
concerne, au sein des tubercules de pomme de terre ? En  d'autres termes 
peut-on établir, en effectuant des mesures à différents moments de 
l'évolution des tubercules, une relation entre la teneur en auxine et  
en gibbérelline des organes et le niveau du peuplement bactérien cor- 
respondant '? 

Certes, nous savions bien, en comriiençant cette parlie de notre 
travail qu'il serait très difficile d'aboutir à une indication atteignant 
un liaut degré de certitude. Si des relations entre les substances de crois- 
sance et les bactéries existent in uiuo elles ne pourront Etre définies 
sérieuseiiient qu'à la suite d'un grand noi~ibre d'études. 

Quoi qu'il en soit puisque nous possédions des indications chiffrties 
sur l'évolution de la population bactérienne au sein des tubercules placés 
dans diverses conditions de conservation, il ne restait qu'a efiectuer 
dans les tubercules corres1)ondants les dosages d'auxine et  de gibbérelline 
avec lesquels nous nous étions familiarisé. Pourtant il fallait donner 
à ces analyses, effectu6es jusqu'ici sous l'angle simplement qualitalif, 
une valeur quantitative. 

Pour les gibbérellines nous y soiilines parvenu de façon simple en 
utilisant la partie de la courbe d'étalonnage ( f ig .  21, p. 126) comprise 
entre 10 - 6  et 10 -Io. En  effet, la quantité de gibbérellinc extraite des 
tubercules n'es1 jamais sulltisante pour atteindre la concentration de 10 -=  
nécessaire pour que la fluorescence apparaisse sur les chroiiiatograinrnes 
ce qui élimine presque entiéreinent la partie ascendante de la courbe 
(allongements augmentant avec la concentration) de 10 -3 a 10 -6. 

Pour les auxines les mesures calorimétriques et  l'appréciation par 
électropliorése étaient bien insuffisantes pour convenir à cette nouvelle 
étude : nous avons donc eu recours à un dosage biologique. 

10 Matériel végétal. 

Noiis avons mené cettc Ctude tout à fait parallèlement à celle qui 
a été consacrée ii l'évolution de la population bactérienne et que nous 
avons rapportée ci-dessus. Les tubercules appartiennent à la variété 
Sirtema, ils sont répartis en 3 lots soumis cliacun, entre le 4-X-63 et  
le 17-1-64, à des conditions variables de conservatioi~ décrites plus en 
détail précédemment. 

Le premier lot est conservé dans un local où la température reste 
voisine (le 150 C. 

Lc secorid est continuellen~ent maintenu au froid (40 C a G O  C). 



Planche SI 



La germination du troisième lot, enfin, est retardée par un inhi- 
biteur chimique, I'iso-propyl-phényl-carbamate. 

Les dosages sont effectués tous les quinze jours dans chacun des lots 

20 Substances auxiniques. 

A) MÉTHODES DE DOSAGE. 

a) Eztraction : HEWEEKG (1948, 1949) a montré que les substances 
de croissance sont plus abondantes dans le cortex et que leur évolution 
dans cette zone suit celle de l'ensemble du tubercule. C'est pourquoi, 
après avoir enlevé les germes des tubercules, nous n'avons utilisé que 
la partie périphérique correspondant au périderme et au parenchyme 
cortical. 

Les tissus définis ci-dessus sont prélevés, coupés en menus fragments 
dont on pèse 300 g qui sont immédiatement plongés dans 300 ml d'éther 
éthylique anhydre et dépourvu de peroxydes. L'extraction se poursuit 
ainsi pendant 48 h à 40 C. La solution éthérée est filtrée, évaporée sous 
vide à basse température et le résidu compris par 1 ml d'éther. 

b) Séparation : elle est réalisée par chromatographie ascendante 
selon NITSCH et NITSCH (1956) ; NITSCH (1936) ; BENNET-CLARK, TAMBIAH 
et KEFFORD (1952 et 1953), sur papier Watman no 1, pendant 20 h 
à la température du laboratoire. L'éluant est le mélange (vfv) isobu- 
tan01 (80), méthanol (5) et eau (15). Les dérivés indoliques sont mis 
en évidence, pour identification, par pulvérisation, sur les chromato- 
grammes séchés, des réactifs classiques de Salkowski et d'Erlich. 

c) Test biologique : pour doser les substances de croissance nous 
nous sommes adressé selon BONNER (1949) et NITSCI~ et NITSCH (1956) 
au test d'élongation des coléoptiles d'avoine de la variété Brighton (1) 

A la température de 150 C, après 60 h de développement dont 3 en 
lumière rouge et le reste à l'obscurité, les coléoptiles atteignent une 
longueur de 30 mm On prélève, à 3 mm de l'apex, un fragment de 
5 mm de longueur. Les segments de coléoptiles sont recueillis et séjour- 
nent pendant 3 h dans une solution aqueuse à 0,l  % de Mn SO,, H,O. 

Par ailleurs les chromatogrammes sont découpés en 30 bandelettes 
transversales de 1 cm de largeur. Chacune d'elle, placée dans un petit 
récipient, reçoit 1,5 ml d'une solution glucosée à 2 %, tamponnée à 
pH 5 et additionnée de Tween 80 à raison de 0,l  %. 

Après 24 h de séjour au réfrigérateur, on ajoute 10 sections de 
coléoptiles à chaque récipient que l'on place alors à l'obscurité pendant 
20 h dans une étuve à 250 C. On calcule ensuite, après avoir mesuré la 
longueur de chaque segment par un procédé photographique, les valeurs 
moyennes des allongements que l'on exprime en pourcentage par rapport 
à ceux des témoins. 

(1) Nous tenons à remercier la station de Scorr, Saskatchevan, Canada qui nous a aima- 
blement fourni cette variété. 



On peul certes faire quelques réserves à propos des diverses méthodes 
employées : extraction incompléte par l'éther, dégradation pendant 
la cliromatograpliie, oxydation des substances de croissance pendant 
le test biologique (PILET, 1961). Pour toutes ces raisons nous n'attribuons 
pas à ces dosages une valeur absoIue inais simplement relative. 

',a sensibilité de ce test a été étudiée par NITSCH e t  NITSCH (1936) 
q u i  ont pu mettre en évidence l'acide indole-acétique jusqu'à la c,on- 
centratiori de 10 - 9 .  

u) HL . SULTATS. 

Le découpage de la totalité des clirorilatograiniiies cil 30 îragmerits 
de 1 cm nous a permis de doser plusieurs substances aiixiniques présentes 
dans les extraits e t  actives sur le test (acide indole-pyruvique, acide 
indole-acétique, acide indole-butyrique, indole-acétaldéhyde, indole- 
acétonitrile). Nous avons présenté ailleurs l'enscinble de ces résultats 
(MONTUELLE et CORXETTE, 1964) d'un point de vue différcrit de celui 
qui nous retient ici. Nous avons montré que, iiiêmc eii période de repos 
végétatif les tiibercules sont le sikge de transformations et dc syiithèsea 
auxiniques importantes. La  conservation au froid frcinc la forinatiori 
des acides indole-acétique et  indole-butyrique mais il'eiiîpêche pas 
celle de l'indole-acétonitrile qui s'accumule. L'isopropyl-pliényl-carhamate 
ralentit toutes les syntlièses auxiniques. Enfin, l'acide indole-butyrique 
est constamment présent dans les extraits. 

Dans le cadre de ce travail nous n'avons gardé des résultats (1t.s 
dosages biologiques effectués sur les 3 lots que ceux qui concernaient 
l'acide indole-acétique. Nous les avons représentés aux f ig. 22, 23, 24, 
en rnême temps que la transcription de l'évolution correspondante 
de la population bactérienne. En abscisse sont portées les dates d'extrac- 
tion et  de dénombrement ; en ordonnée pour l'acide indole-acétique 
les pourcentages d'allongement des coléoptiles par rapport à ceux des 
témoins, et, pour les bactéries les résultats des dé~iombremcnts en milieu 
solide. 

L'observation de ces 3 groupes de courbes permet de constaler que 
les deux phénomènes étudiés évoluent de facon parallèle. 

Pour le lot 1 conservé à 150 C ( f ig .  22) les parties ascendantes e t  
descendantes des deux courbes correspondent bien : le maximum est 
atteint le 13-XII. 

Pour le lot 2 conservé à 40 C ( f ig .  23) les variations sont beaucoup 
rrioins importantes mais, dans l'un et  l'autre cas, elles se correspondent 
encore. 

Enfin, pour le lot 3 traité par l'isopropyl-phényl-carbamate ( f ig .  24) 
les phénomènes sont encore parallèles au moins pendant la seconde 
partie de l'expérience. 

30 Gibbérellines. 
A) METHODES DE DOSAGE. 

Comme pour I'auxine les dosages sont eflectués tous les quinze 
jours et  en correspondance avec les analyses de population bactérienne. 



1;iü. 23. - .\ctioii du  
froid coliliiiu. 

I?IG. 24. - Actioii de 
l'isopropyl - phéiiyl - carba- 
mate. 

- Auxine 

------ Population bactérienne. 

I>IG. 22 à 24. - Relations, dans diverses conclitions, entre la population ùacté- 
riciiiie e l  la teneur auxiriique. 



Les tissus prélevés comme ci-dessus sont placés dans un mélange v fv  
d'acétone (85) et d'eau (15), à raison de 500 g d'organe pour 750 ml 
de liquide. L'extraction est poursuivie au réfrigérateur à 40 C pendant 
72 h. Après filtration le filtrat est soumis à l'ensemble des traitements 
que nous avons exposés plus haut ( p .  121) e t  schématisés (f ig. 18, p. 122). 

Ils sont exprimés aux fig. 25, 26, '27, p. 133. En abscisse sont portées 
les dates d'extraction et de dénombrement. En ordonnée pour les gibbé- 
rellines les allongements moyens des sections de feuilles et pour les 
bactéries les résultats des dénombrements en milieu solide. 

Au cours de la conservation à 150 C (lot 1, fig. 23) l'évolution de 
la quantité de gibbérelline et celle du nombre de bactéries sont tout 
à fait parallèles. La population bactérienne est maximale pendant la 
période qui s'étend environ du 10 au 25 déc. ; elle correspond également 
à une teneur en gibbérelline importante. 

Le séjour au froid continu (lot 2, fig. 26) freine beaucoup, nous 
l'avons vu, le développement des bactéries qui cependant commencent 
à proliférer à partir de la fin décembre : on voit que la teneur en gibbé- 
relline commence à augmenter notablement un peu après, c'est-à-dire 
vers le 10 janvier. 

Lorsque les tubercules ont été traités par l'iso-propyl-pliényl-car- 
bamate (lot 3, fig. 27) la progression de l'augmentation du nombre des 
bactéries est assez lente mais régulière du 30-X au 8-1. Au point de 
vue des gibbérellines il y a, dans les quinze premiers jours qui suivent 
l'application du traitement (15-X) une élévation de teneur importante 
qui n'est pas rattachée à une évolution correspondante du nombre de 
bactéries ; mais, à partir du 26-XI la corrélation entre les variations 
des deux phénomènes étudiés est très bonne. 

III. - CONCLUSIONS 

Beaucoup de micro-organismes sont, in uitro, capables de produire 
de l'acide indole-acétique. Nos recherches personnelles effectuées éga- 
lement i n  vitro ont révélé : d'une part, que cette propriété était fréquente 
chez les bactéries isolées d'organes végétaux et, d'autre part, que celles-ci 
étaient en outre capables de synthétiser des substances du groupe des 
gibbérellines. 

Cependant, les produits qui entrent dans la composition du milieu 
de culture synthétique ne sont pas très éloignés de ceux qui, dans les 
organes vivants, peuvent être à la disposition des micro-organismes 
(sels minéraux, tryptophane, pyruvate, glucose). Il semble donc vraisem- 
blable de penser que ces synthèses, dont la possibilité a été démontrée 
in uitro, se produisent également i n  vivo. 

Lorsque nous avons rapproclié et comparé d'un côté les dénom- 
brements bactériens et de l'autre les résultats correspondants des dosages 



FIG. 25. --- Conservation 
« naturelle j) à 150 C. 

FIG. 26. Action du 
froid corilinu (40 C). 

FIG. 27. - Action de 
l'isopropyl - phényl - carba- 
mate. 

- Gibbérelline 

- - --- Populatioii bactérienne 

FIG. 25 à 27. -Relations, dans diverses conditions, entre la population bacté- 
rienne e t  la teneur en substances de type gibbérelliiic. 



d'auxine et  de gibbérelline, nous avons constaté que la teneur en ces 
deux substances de croissance, variait, dans des conditions physiologiques 
différentes, de la même façon que le nombre de micro-organismes. 

Existe t-il dans ces conditions une relation directe, quantitative, 
de cause à effet entre les bactéries e t  les substances de croissance au 
sein des tubercuIes de pomme de terre '? Il est difficile de l'afirmer. 
Il pourrait s'agir, en effet, d'une simple corrélation dans le temps qui 
résulterait d'une même sensibilité à un facteur commun. D'autre part, 
il semble difficile de penser que les faibles variations du nombre de bac- 
téries puissent déterminer à elles seules des différences aussi importantes 
que celles que nous avons mesurées dans la teneur en auxine et  gibbé- 
relline. 

Mais cependant, compte tenu de l'intervention des substances de 
croissance même à très faibles doses dans de nombreux mécanismes 
physiologiques, il ne faut pas négliger, pensons-nous, la part que pour- 
raient prendre, localement peut-être, les micro-organismes dans le méta- 
bolisme de la plante hôte. Il va de soi, bien entendu, que, même si la 
synthèse d'auxine e t  de gibbérelline par les bactéries in vivo était établie 
de façon péremptoire, nous n'en considérerions cependant pas pour 
autant les micro-organismes comme la seule source de ces substances. 

L'hypothèse de l'intervention ne reçoit donc, par ces expériences 
ni confirmation ni infirmation définitive : elle reste seulement plaiisihle. 



Action d e  diverses substances, 
notamment d'antibiotiques sur le 
bourgeonnement des tubercules 

d e  pomme d e  terre. 

L'unité du chapitre que nous abordons maintenant repose essen- 
tiellement sur l'utilisation d'une même technique d'ailleurs très simple : 
nous faisons agir différents produits en solution sur des tubercules mis 
en conditions de germination et  examinons les modifications qui en 
résultent. 

Pour étudier l'intervention éventuelle des micro-organismes dans 
la vie de l'hôte une méthode théorique vient naturellement à l'esprit : 
supprimer les bactéries, enregistrer les répercussions sur le métabolisme 
de la plante supérieure et en tirer des indications physiologiques sur les 
rapports existant entre les deux organismes. Mais, en fait, le problème 
n'est cependant pas si simple car il faut que l'action d'un produit donné 
sur les micro-organismes soit sélective, c'est-à-dire qu'elle n'ait pas 
d'incidence directe sur le comportement physiologique de la plante supé- 
rieure. 

Dans cette perspective les antibiotiques ont, bien entendu, en 
premier lieu retenu notre attention. Nous avons essayé successivement : 
la kanamgcine, la néomycine, la spécilline, le chloramphénicol, les sul- 
famides. 

D'autre part, le chapitre précédent ayant établi que les bactéries 
étaient susceptibles de produire des substances de croissance notarn- 
ment auxine et gibbérelline, nous avons étudié l'action que ces composés 
pourraient avoir sur le bourgeonnement. 

Enfin, dans une troisième et dernière partie nous avons fait agir 
successivement et  sur le même tubercule ces deux catégories de produits : 
antibiotiques el siibstances de croissance. 



1. - MODE OPÉRATOIRE 

Tous les travaux ont été réalisés sur des pommes de terre de plant 
var. Bintje, classe A, calibrées à 28-35 mm. Afin de s'assurer d'une 
certaine homogénéité dans le matériel, les tubercules sont, a partir de 
novembre conservés au réfrigérateur (40 - 60 C) et n'en sont sortis qu'au 
début de chaque expérience. 

Chaque organe est lavé, coupé transversalement (perpendiculai- 
rement au grand axe) de façon à ce que Ia hauteur de la partie apicale, 
seule utilisée en raison de sa richesse en (( yeux )) ou bourgeons, soit sen- 
siblement constante (30 à 40 mm). La partie distale par laquelle l'organe 
se rattachait aux stolons est toujours éliminée. 

Les morceaux de tubercule ainsi obtenus sont posés sur la surface 
de coupe dans de petits cristallisoirs (40 mm de diamétre) dans lesquels 
on introduit la solution à étudier ( f i g .  28). 

FIG. 28. - Partie apicale d'un tubercule de pomme de terre 
baignant dans la solution a étudier. 

Nous appelons série un ensemble de I O  tubercules sectionnés comme 
ci-dessus et soumis à une concentration et une durée donnée d'un même 
produit. Dans chaque cristallisoir on verse 10 ml de la solution à étudier 
ou d'eau distillée (témoin). On laisse à la température ambiante et on 
rajoute, au fur et à mesure du déroulement de l'expérience, indifféremment 
dans tous les cristallisoirs, de l'eau distillée pour compenser l'évaporation. 

En  cours d'expérience nous notons : 

- les dates d'apparition des bourgeons et des ramifications latérales ; 
- la pilosité et la pigmentation. 

A la fin des expériences, c'est-à-dire généralement après 30 jours, 
nous examinons les bourgeons et eu mesurons : 
- le nombre, 
- la longueur, 
- le poids frais, 
- le poids sec. 

Toutes ces observations sont toujours, dans chaque expérience, 
corrélativement effectuées sur une série témoin. 



II. - ACTION DES ANTIBIOTIQUES 

1 Kanamycine. 
Cet antibiotique obtenu à partir des cultures de Strepfomyces Kana- 

mycetus a semblé particulièrement bien convenir à nos recherches puisque, 
d'une part, il possède un très large spectre antibactérien comprenant 
la plupart des bactéries Gram + et Gram - et que, d'autre part, sa 
stabilité en solution est très grande. 

Nous nous sommes d'abord assuré de la bonne pénétration du produit 
dans les tissus des tubercules de pomme de terre par la méthode classique 
des antibiogrammes : on teste les propriétés antibiotiques d'un fragment 
immergé dans une solution de l'antibiotique. 

Nous avons ensuite vérifié qu'au cours de cette pénittration il y 
avait bien destruction des micro-organismes. Les dénombrements bac- 
tériens sont effectués en milieu solide à intervalles réguliers a partir 
de tubercules ayant séjourné des temps variables dans une solution 
de sulfate de kanamycine à 0,02 %. Pour atténuer les causes d'erreur 
ou d'imprécision dues à ce que les explantats pourraient contenir de la 
kanamycine, on fait précéder le dénombrement proprement dit déjà 
décrit (p. 82) d'un séjour de chaque explantat dans un tube d'eau distillee 
stérile. 

Les résultats sont donnés au tableau 51. 
1- -- - - - 

Durée de l'immersion Nombre de colonies 
eri jours daiis chaque boîte (le Pétri  Moyenne 

- .  - 

l 'ableau 51. -- Inf luence de l ' immersion des tubercules d u n s  une  soliition delcunamycine 
sur  le nonibre de h«.ctiries hehergées. 

La courbe ( f i g .  29, p. 138) traduit les variations du nombre de 
bactéries en fonction de la durée de l'immersion dans la soliition de 
kanamycine. 

La vitesse de pénétration du produit est, on le voit, assez grande 
et son action bactériostatique est très efficace puisque dès le premier 
jour de l'immersion le nombre de coloiiies par boite a considérablement 
baissé. Nous avons rappelé sur le même graphique les résultats de l'im- 
mersion dans le sublimé (courbe en - - -) ; certes, l'utilisation de ces 
deux produits aboutit à des résultats identiques mais, en raison sans 
doute de la plus grande rapidité de pénétration de l'antibiotique, l'augmen- 
tation passagère de la population bactérienne, provoquée par le traitement 
au sublimé, ne se produit pas avec la kanamycine. 
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Durée de l'expérience en jours 

I I .  2 - 1lésiilt:iLs c~orirl>ai'i.s des ilénoinhreineiits Rarté- 
ricils cl'îertués après immcrsioii tlaiis uiic solulioii tlc liaiinmyciiic 
oii de siihlim6. 

A) A c r ~ o s  np: IA I<AU\RIY(:INE A DIVERSES CONCENTRATIONS. 
L'essai porte sur 7 séries : 1 témoin qui reçoit de l'eau distillée et 

6 concentrations différentes de kanamycine : 0,005 - 0,05 - 0,l  - 0,02 - 
0,5 et 1 %. L'expérience dure 30 jours. 

A mesure que la concentration auginente on note d'une faqon géné- 
rale que le bourgeonnement s'atténue. Si l'on entre dans le détail on 
constate (f ig. 30, p. 139) que : 

le nombre de bourgeons diminue dès la concentration de 0,005 % ; 
- la longueur des bourgeons est moins rapidement affectée : il faut 

atteindre 0,2 0/, et surtout 0,5 % pour que la diminution soit 
importante ; 

- les poids frais et sec diminuent brutalement et fortement dès la 
concentration la plus faible ; 

- à 1 O/, le bourgeonnement est totalement inhibé (pl. XII, 1). 



FIG. 30. Iiifluoice de la coticeiili-:itioii eii I<:irininyci~ie siir les diverses carar- 
téristiques du boiirgeotiiienienl : ~ i o n i l ~ r e  et  1oti:giieiir riioyeniic des t)oiirgeoiis, poids 
frais e t  sec tot:il par série. 

n) ~ I ' P O R T  DI: 1.A KANA1IYC:INE I).\SS LT<S 7 .TOURS QUI SUIVENT 

LA MISE EN EXPEHIENCE. 
Le principe de cet essai consiste à laisser s'écouler un temps variable 

entre le début de la mise en conditions de bourgeonnement et l'apport 
de kanamycine. 

L'antibiotique est utilisé en soluLion aqueuse à 1 O / ,  : cette con- 
centration empêcherait donc totalement le bourgeonnemeiit si, comme 
dans l'expérience précédente, elle était apportée dès le premier jour. 

Au départ, le jour 1, les 10 cristallisoirs d'une série reçoivent 10 ml 
de la solution de kanamycine ; toutes les autres séries 10 ml d'eau dis- 
tillée. La série témoin est continuellement entretenile à l'eau distillée. 
Dans les autres séries l'eau est remplacée par la solution antibiotique 
au début des 2me, 3me,  5me e t  7me jours d'expérience. Les résultats sont 
notés dans tous les cas 30 jours après le début des travaux. 



La kanamycine (f ig. 31), appliquée dès le premier jour inhibe 
totalement le bourgeonnement ; mais, a mesure que l'apport d'anti- 
biotique a lieu plus tardivement, l'inhibition diminue jusqu'à s'annuler 
complètement (pl. XII, 2). 

En  effet, intervenant le deuxième jour la kanamycine exerce son 
action inhibitrice moins sur le nombre de bourgeons que sur leur longueur 
et leur poids. Si l'action du produit débute le troisième jour il y a encore 
une nette altération du bourgeonnement mais, curieusement, le nombre 
de pousses tend a dépasser celui des témoins : elles sont cependant plus 
grêles et de coloration jaunâtre ; l'action dépressive sur le poids est 
beaucoup moins forte que précédemment mais cependant encore notable. 

Les grandeurs que nous avons mesurées (longueur, nombre et poids 
des bourgeons) sur des tubercules ayant été traités par l'antibiotique 
le cinquième jour de l'expérience sont encore légèrement inférieures 
à celles des témoins. 

Enfin, si la kanamycine ne commence a agir qu'après 7 jours le 
1)oiirgeonnement est tout à fait normal. 

Longueur nioyenne 
en 111111 

Poids sec 4 en g. Poids frais 
cn g. 

Temps écoulé (en jours) 
entre le debut de i'exphrience et l'apport de kanarnycine 

FIG. 31. - Influence d'un apport retardé de kanamycine sur les diverses carac- 
téristiques du bourgeonnerneut : iîombre et longueur moyenne des bourgeons, poids 
sec et frais totaux par série. 



Par conséquent, il existe dans le déroulement de la germination 
des tubercules de pommes de terre une phase très précoce et très courte 
de sensibilité à la présence de l'antibiotique : elle commence dès la mise 
en conditions de bourgeonnement et ne dure pas plus de 5 jours. 

Cette expérience semble donc très intéressante mais avant d'en 
tirer une conclusion, il fallait s'assurer que, dans les conditions expé- 
rimentales il y avait bien pénétration de l'antibiotique. En  effet, lorsqu'on 
introduit le produit 7 jours après le début de l'expérience, c'est-à-dire 
7 jours après avoir sectionné le tubercule, il a pu se former un tissu cica- 
triciel qui risquerait de s'opposer au passage de la kanamycine. Pour 
lever cette incertitude nous avons, d'une part, effectué un dosage de 
la kanamycine au sein des tubercules et, d'autre part, procédé à l'éli- 
mination du cal. 

Pour mettre en évidence la présence de kanamycine dans les tissus 
des organes on place des morceaux de tubercules au sein de cristallisoirs 
dans de l'eau distillée pendant 6 jours, le septième jour on remplace 
cette eau par la solution de kanamycine, le vingtième jour on découpe 
dans la pomme de terre des explantats cylindriques à l'emporte-pièce. 
On débite ces explantats en tranches (2 à 3 mm. d'épaisseur) que l'on 
dispose dans une boîte de Pétri à la surface d'un milieu gélosé fraiche- 
ment ensemencé avec Bacillus cereus (fig. 32). 

F I G .  32. - Contrôle de ln pénétrutiori de lu ku~iurnycirie. 
A) Prélèvemerit dans le tubercule. - 13) Auréoles d'inhibition sur 
boites de Pétri. C) Auréoles d'inhibitiori sur boîtes de Pétri. 

Après 24 h de séjour à l'étuve à 300 C on observe, autour des 
tranches de pomme de terre des auréoles d'inhibition du développement 
bactérien dont l'importance diminue à mesure que la tranche provient 
d'une région plus proche de l'extrémité apicale. Cette expérience montre 
qu'il y a bien, dans les conditions expérimentales définies, pénétration 
de la kanamycine dans la portion de tubercule étudiée. 

Une autre vérification de ce fait consiste à enlever, 7 jours après 
le début de l'expérience au moment de l'apport de la solution de kana- 
mycine, une tranche d'organe à la base du fragment afin d'éliminer le 
tissu cicatriciel formé à la suite de la premiSre section. On constate 
en ce cas que le bourgeonnement de la portion de tubercule n'est pas 
inhibé par l'antibiotique : l'élimination du cal n'a donc pas modifié les 
résultats. 



Par conseyuent, dans l'expérience décrite au début de ce paragraphe 
il y a bien pénétration de la kanamycine. On peut donc puisque le bour- 
geonnement peut fort bien se dérouler en présence de l'antibiotique 
de façon tout à fait normale, considérer que ce produit (même à forte 
concentration) n'es1 pas toxique pour la plante supérieure. Il l'est par 
contre pour les bactéries, nous l'avons vérifié sur notre matériel. Il 
semble nécessaire dans ces conditions de considérer qu'intervenant 
dès la phase initiale de nos expériences, la kanamycine empêche tota- 
lenierit l'émission de bourgeons en agissant non pas directement sur 
le mélabolisnie de la plarile supérieure mais par l'intermédiaire d'une 
action antibactérienne. 

20 Néomycine. 
Les propriétés thérapeutiques des antibiotiques sont bien connues 

en médecine, il n'en reste cependant pas moins que, dans le cadre de 
nos travaux, ils demeurenl des produits d'origine biologique qui pour- 
raient, en tant  que tels, comporter, à côté des principes antibiotiques, 
des substances diverses suscei>tibles d'aqir directement sur le métabolisme 
de la plante supérieure. Sous venons d2ja de voir, grâce aux expériences 
décrites au paragraphe précédent, comment éclairer ce problème. La 
néomycine nous donne à son tour la possibililé d'apporter de nouveaux 
élémerits dans cette étude. En  effet, cet antibiotique d'origine fungique, 
préparé a partir d'un Actinomycéte : Streptomyces frudiue n'est actif 
sur de nombreuses bactéries Gram $- ou Gram - que si le pH est légè- 
rement alcalin ; à 1113 acide, aux concentrations normales, ce pouvoir 
est faible. 

Des expériences symétriques, conduites : l'une, à pH 6 ; l'autre, 
à pH 8 (tampon phosphate) comportent chacune, selon les modalités 
indiquées plus haut, 4 séries correspondant aux concentrations de 
O - 0,05 % - 0,l % - 0,2 %. 

Après 30 jours de développement on remarque des différences très 
nettes entre les portions de tubercules développées aux différents pH. 

Nous nous placerons successivement, pour analyser cette expé- 
rience à différents points de vue. 

Le nombre de tubercules ayant émis des bourgeons (fig. 33, p. 143) 
reste presque constant lorsque la néomycine agit en milieu acide ; il 
diminue au contraire très fortement pour le pH alcalin (nécessaire à 
I'antibiose). Cette diminution du nombre de tubercules germés est bien 
attribuable a la néomycine puisque le pH  a lui seul (concentration O) 
ne modifie pas très sensiblement ce nombre. 

En  ce qui concerne, d'autre part, l'action du produit sur le nombre 
total de bourgeons émis par série (f ig. 34, p. 133) elle permet de con- 
firmer les résultats précédents : à la concentration 0,l % il y a 27 bour- 
geons à pH 6 et 2 seulement à p H  8 (propice a l'antibiose). Quelle que 
soit la coricentration il n'y a jamais a pH  acide (néfaste a l'antibiose) 
de diminution de la capacité de bo~irgeon~iement ; la concentration 
de 0,OS % semble même stimuler la formation de pousses (39). 

Les résultats précédents sont encore bien plus évidents si l'on con- 
sidère les variations de poids frais des bourgeons émis par les 10 tubercules 
d'une série ( f i g .  35, p. 133). 



CONCENTRATIONS EN NEOMYCINE 

Flg. 33. - Notiibre de tubercules ayant émis des bourgeoris 
par  séries 

Fig. 34. - Nombre de bourgeons émis par séries. 

Fig. 35. - Poii ls dcs boiirgeons émis par series. 

PH~L~II m p H 8  

FIG. 33 à 35. Isiflueiice de 1;i siéomyciiie sur le ùourgeoiiiiemeiit cles tuùer- 
cules de pomrrie (le Lerrc h cleux 1)kI dilY6reiits. 



pH 8 en présence de néomycine le poids des bourgeoiis récoltés 
es1 toujours très inférieur à celui qui est obtenu a pH 6. Les différences 
entre les deux pH sont ici extrêmement nettes pour toutes les concen- 
trations inême pour la plus faible : 0,05 %. Celle-ci par ailleurs provoque 
à pH 6 une exaltation importante du poids des pousses. 

La diminution du bourgeoniienient se produit seuleineiit dans 
des conditions de pH où la néomycine peut inhiber les bactéries. L'action 
du produit découlerait donc de son pouvoir antibiotique : ce fait est 
de nature à renforcer l'idée d'une intervention possible des bactéries 
hébergées dans les mécaiiismes qui abolitissent à l'émission des bourgeons. 

30 Spécilline. 

C'est un produit de synthèse (benzylpénicillinate de sodium cris- 
tallisé). Nous l'avons utilisé aux concentrations de 0,015 - 0,03 - 0,06 - 
0, l  - 0,25 - 0,;i - 1 - el .5 unités Oxford par ml. 

Nous n'avons constaté aucune action ; quelle que soit la concen- 
tration de l'antibiotique, le bourgeonnement est normal. 

Ces résultats négatifs pourraient s'expliquer, soit par le manque 
de stabilité du produit en solution, soit par son inefficacité vis-à-vis 
des micro-organismes présents dans les tubercules. 

40 Chloramphenicol. 

Le chloramplienicol est la forine synthétique d'un antibiotique, 
la chloromycétine, découvert en 1947 dans les produits du métabolisme 
de Streptomyces uenezuelae. Des travaux récents (WEBSTER, 1957 ; 
BALOGH et  collab., 1961 ; PEAUD LENOEL et DE GOURNAY-MATGERIE, 
1962) ont montré qu'il trouble le métabolisme des acides aminés. 

Nous avons fait agir cet antibiotique sur des tubercules de pomme 
de terre en utilisant des solutions aqueuses aux concentrations de 
10 -4, 5.10 -4, 10 -3 et 5.10 

Ce produit est lui aussi, dans les conditions expérimentales indiquées, 
un inhibiteur du bourgeonnement (f ig. 36 p. 145). Toutes les gran- 
deurs que nous mesurons (nombre, longueur, poids des bourgeons) 
subissent des diminutions notables dès la concentration de 10 -*. 
L'inhibition est totale à 5.10 

30 Sulfamethoxypyridazine. 

Cette substance appartient au groupe des sulfamides ; elle est 
soluble dans l'eau en milieu légèrement alcalin. 

Nous avons réalisé les expériences Iiabituelles à pH 7,4 à diverses 
coricentrations échelonnées entre 10 et  10 -2. 

Nous n'avons constaté aucune différence entre le bourgeonnement 
des tubercules témoins et ceux qui avaient été soumis à l'action du produit. 



Concentration en chloramphenicol 

I;IG. 36. - Étude de l'actiori du clilornmpliénicol sur les 
divcrses caractéristic~ues du bourgeoiiiiemeiil des tubercules de 
pomme de terre. 

III. - ACTION DES SUBSTANCES DE CROISSANCE 

10 Acide indole-acétique. 
E n  gardant d'une part, le processus expérimental précédent et, 

d'autre part, les mêmes critères d'appréciation des résultats, nous avons 
étudié l'action de l'acide indole-acétique sur le bourgeonnement des 
tubercules de pomme de terre. 

Les concentrations d'acide indole-acétique s'échelonnant entre 
e t  10 - 4  n'ont provoqué aucune action notable sur les caractères 

étudiés. 

20 Gibbérelline. 
L'acide gibbérellique utilisé pour nos travaux nous a été fourni 

par l'Imperia1 Chemical Industries, il s'agit, dans la nomenclature en 
vigueur de G.A. 3. 11 serait bien vain de présenter les gibbérellines : 



le ~iombre de travaux qui leur sont coiisacrés est particulièremeril élevé. 
A l'origine substance fungique, les travaux rnoderries ont montré qu'elles 
sont présentes en particulier dans les graines et  interviennent, à Lrès 
faible dose, dans un grand nombre de mécanismes physiologiques. 

A) ETUDE D E  L'ACTION DE I,'ACIDI< G I U B ~ H E L I ~ I Q U E  A DIVERSES 

CONCENTRATIONS. 

Nos expériences comportent 8 séries don1 urie térnoiii. Les con- 
centratioris étudiées sont les suivarites : 10 -9, 10 10 -7 ,  10 -O, 10 - 6 ,  

10 -4, 10 -S. 

Les effets se font sentir Lrès rapiderilerit puisque dès le qualrièriie 
jour de l'expérience (f ig. 37,) les bourgeoiis commericenl à sortir 
pour les tubercules soumis aux concentrations égales et  supérieures à 10 - O  

et  sont en avance de 2 à 3 jours sur les Lénioiris. 

Concentration en acide gibberellique 

FIG. 37. -- hctioii de l'acide gibl~érelli<liie sur. le ùourgeoii- 
iieriieiil (les tubcrculcs (le i)omrrie de terre. 



Après 30 jours, l'aspect des tubercules traités est très différent 
de celui des témoins (pl. XII, 3) : la gibbérelline a fortement augmenté 
le nombre et la longueur des bourgeons ( f ig .  37 p. 146). 

Pour 10 -? il y a 54 e t  pour 10 -3 97 bourgeons. 

Leur longueur croil; lentement de 10 - g  à 10 -', atteint une valeur 
maximale pour 10 - S  et diminue ensuite tout en restant même pour 10 - S  

bien supérieure à celle des témoins. 

Le poids des pousses suit une évolutioii identiq~ie. 

En  présence d'acide gibbérellique les jeunes tiges sont grêles, la 
pigmentation aiithocyanique est plus faible, les extrémités recourbées 
en crosse au début de la croissance sont vert: pâle. 

Nous avons égalenient remarqué l'augmentation importante du 
nombre de bourgeons axillaires qui  chez les témoins ne se développent 
que peu et rarement. Ce phénomène est surtout accusé ( f ig .  38), pour 
deux concentrations d'acide giblj. érellique éloignées l'une de l'autre 
10 -8 et 10 -4.  

Nombre 
de bourgeons 

axillaires 

Concentration en acide gibbbieliique 

Frü. 38. - Influence t le l'acide gibbérellique sur le déve- 
loppemeiit cles boul.geori\ au11l:iires dcî tuhei.cnles de pomme de 
terre. 



Enfin, au point de vue liistologique la gib1)érelline intervient dans 
les phénoniènes de lignification. GAUTHERET (1BG1) l'a observé dans 
des tissus de topinambour cultivés i n  vitro. Cela a été réceinnient signalé 
aussi pour les racines de haricot (ODHNOFF, 1963). Dans notre matériel 
tandis que chez les jeunes pousses témoins la lignification est limitée 
aux vaisseaux, elle atteint au contraire en présence d'acide gibbérellique 
toutes les cellules de plusieurs assises concentriques de l'aiiiieaii vas- 
culaire. 

En résumé, la gibbérelline exerce siir le bourgeonnernent des tuber- 
cules de pomine de terre une action puissante. 

Oulre la propriété classique el fondameiltale de la gibbérelline 
de favoriser l'élongation cellulaire, nos expériences ~noiltrenl que cette 
substance : d'une part, joue lin rôle dans l'organisation des corrélations 
Iiormonales s'ol~posant normalement a u  dévelo1)pement des bourgeons 
axillaires et, d'autre part, intervient dans la différenciation histologique. 

Xous pouvons conclure siir plusieurs points. 

Premièrement, par les dosages de gibbérelline que nous avons 
entrepris nous confirmons les travaux légèreinent antérieurs de 
RAPPAPOHT et SMITH (1962) sur l'existence de gih9rellines iiaturelles 
endogènes au sein des luberciiles. 

Deuxièmement, nos recherches établissent pour la première fois 
que la synthèse de gibbérelline peut être efîectuée i n  vitro par les micro- 
organismes normalement présents dans les t~ibercules. 

Troisièmement, suivant un processus déjà étudié par VAN HIELE 
(1961) et précisé par nous, la gibbérelline intervient puissamment dans 
les manifestations du bourgeonnement. 

Il est donc tout à fait concevable, semble-t-il, de considérer que 
les gibbérellines endogènes, d'origine bactérienne riotainment, poÛr- 
raient dans notre matériel participer au métabolisnie du I)ourgeoiinenient. 

De l'essai précédent nous avons retenu comme la plus intéressante 
la concentration de 10 -s et l'avons exclusivement appliquée à ces nou- 
veaux travaux. 

Dans une série de 10 cristallisoirs on apporte aux porLioris de tuber- 
cules, dès le premier jour, la solution de gibbérelline. Dans trois autres 
séries on ajoute, pour déclencher le processus de bourgeonnement, exclu- 
sivement de l'eau. Celle-ci est remplacée par la gibbérelline respecti- 
vement les 5me, lOme e t  17me jours de l'expérience. Des tubercules d'une 
série témoin se développent, d'un bout à l'autre des essais, dans l'eau. 
Les diverses grandeurs que nous étudions sont mesurées, en tous les 
cas, 30 jours après le début de l'expérience. 

Agissant dès le départ, la gibbérelline provoque des effets que nous 
avons bien analysés au paragraphe précédent et que nous répétons ici 
pour comparaison. 



Xctioii (le la kaiiarrigciiie (1.;) (0,s O/o) sur le ljourgeorinerneiit de tubercules de 
pomme tle terre. , > 1 = témoiri. 

ApporL de la l<aiiamyciiie clails les sept preniiers jours qui  suiveiit la  mise eii 
expérieilce. , . 1 = ténioiri. 

GIBBERELLINE 10 - 5 ,  15 jo?irs TÉMOIN 3 

.Action (le la gibhérelliiie sur le hourgcoriiiemerit (les tuberriiles. 



Plus on retarde le moment de l'action du produit plus l'effet stimu- 
lateur de la çibbérelline s'atténue ( f ig .  39,). 

Le nombre moyen de bourgeons par série est de 76 pour les témoins ; 
si l'apport de gibbérelline est effectué dès le premier jour ce nombre 
atteint 122. Ce chiffre baisse régulièrement à mesure que la gibbérelline 
est fournie plus tardivement : 117 (5me jour), 98 (10me jour) et 70 
(17me jour). 

Le nombre de bourgeons axillaires de son côté, reste assez élevé 
(2 pour les témoins) quelles que soient les modalités d'action du produit. 

Tout ceci indique que la gibbérelline pénètre bien dans les tissus 
et  confirme la part que cette substance prend dans les corrélations hormo- 
nales, en particulier dès le déclenchement des processus qui contrôlent 
le bourgeonnement. 

Temps bcoulb (en jours) entre le  dbbut de l'expérience 
et I'ap-pori de gibberélline 

FIG. 39. - Influence d'un apport  retardé de gibbérelline sur diverses carac- 
téristiques du bourgeonnement des lubercules de pomme de terre. 



30 Action combinée d'un antibiotique et de la gibbérelline. 

Certains antibiotiques et  l'acide gibbérellique se comportent, nous 
l'avons vu, vis-à-vis du bourgeonnement des tubercules de pomme 
de terre, de façon tout à fait opposée : les premiers l'inhibe, le second 
le favorise. Est-il possible, en faisant agir successivement ces deux pro- 
duits, de rendre par la gibbérelline le pouvoir de bourgeonnement préala- 
blement perdu par l'action plus ou moins prolongée d'un antibiotique ? 
Ces nouvelles séries d'expériences ont été entreprises pour répondre 
à cette question. 

Nous avons retenu 2 antibiotiques : la kanamycine et  le chloramphé- 
nicol, la gibhérelline est employée à la concentration de 10 -5 .  

Fig.  40. - Nombre de tubercules ayant émis des bourgpans 
par séries. 

O kan;;i~~ne 

eau 

k a n ; ~ ~ ~ i n e  

acide gibbérellique 
d 10-5 

Fig. 41. - Poids frais des bourgeons éiiiis par serles 

FIG. 40 e t  41. - Actions successives de la 1;anarrigcine e t  de la gibbérellitie srir 
le bourgeon~iement des tubercules de pomme de terre. 



A) KANAMY(:INE. 
L'essai comporte 7 séries de 10 cristallisoirs parmi lesquelles une 

ne reçoit que de l'eau (témoin), dans les G autres séries on place dès 
le premier jour une solution de kanamycine à 0,5 % (pl. '(111, 3,). 

Un jour plus tard la solution antibiotique est éliminée dans deux 
de ces 6 séries, elle est remplacée : d'une part, pour l'une de ces deux 
séries par 10 ni1 d'eau distillée et, d'autre part, par 10 ml. d'une solution 
d'acide gibbérellique a 10 Il en va de même pour les autres séries 
après 3 et 7 jours d'action de l'antibiotique. Cette expérience permet 
donc de comparer la faculté de reprise du bourgeonnement en présence 
d'eau ou de gibbérelline et  ceci après des durées variables d'inhibition 
par l'antibiotique. 

L'inhibition exercée par la kanamycine s'accentue naturellement 
à mesure que son action se prolonge, mais, son remplacement par la 
gibbérelline conduit toujours a un nombre de tubercules ayant bour- 
geonné (f ig. 40, p. 150) et A un poids de bourgeons (f ig. 41, p. 150) 
dans chaque cas supérieurs aux chiffres correspondants obtenus en 
remplaçant l'antihiotique le même jour par de l'eau. 

Il s'agit d'une expérience tout a fait parallèle a la précédente. Le 
chloramphénicol est utilisé a la concentration de 3.10 - 4  (pl. XIII, 3). 

Comme avec la kanamycine le nombre de tubercules ayant bour- 
geonné (fig. 42, p. 152) et  le nombre de bourgeons émis en remplaçant 
le chloramphénicol par la gibbérelline est supérieur ( f i g .  43, p. 152) 
à ceux que l'on obtient dans les mêmes conditions avec de l'eau distillée. 

Si donc nous n'avons pu, par l'acide gibbérellique, rendre inté- 
gralement aux tubercules les possibilités de bourgeonnement qui étaient 
les leurs avant le traitement par la kanamycine ou le cliloramphénicol, 
cela a néanmoins été possible partiellement. Après l'action des antibio- 
tiques l'addition de gibbérelline provoque toiijours un bourgeonnement 
plus important que dans les témoins. 

Par conséquent, ces expériences montrent que la suppression du 
bourgeonnement après usage d'antibiotique pourrait découler d'une 
déficience dans la teneur en gibbérelline consécutive à la disparition 
des micro-organismes. Ces derniers pourraient être une source au moins 
partielle de gibbérelline ; un enrichissement extérieur en cette substance 
Lend en effet a rétablir le bourgeonnement. 



Fig. 42. - Nombre de tubercules ayant Bmis des bourgeons 
par séries. 

Fig. 43. - Nombre de bourgeons Bniis par s6ries. 

chloramph6nicol 0 ch10ra":énicol 
puis 
eau acide gibbérellique 10.~ 

FIG. 42 e t  43. - Actions successives du chloramphénicol et  de la gibbérelline 
sur le bourgeonnement des tuberciiles de pomme de terre. 



1 : ~ i c t i o n  des filtrats de cultures bartitrieiiries siir le hourgeoiiriemeiit des tuher- 
ciiles de pomme de terrc. 
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2 : hclioiis successives de la kariamycirie (10 e t  de la  ~>il>l)i.relline ( C i ) .  
1i = ;ictioil continue de 1;i liaiiamycirie. 
Ii, = I,n kaiianiycirie a agi peiidarit uii jour. 
IZ, = 1.a kanamycirie a agi peiidaiit (leux joiirs. 
'1' 'I'émoiri. 

G C 2 C 2 
f eau f G  

5 : Actions successires d u  chloram])héiiicol ((:) c l  dc la gihl)éi.clliiic ((;). 

(; L\cLio~i coritiiilie tlii chlorarn~)h6iiicol, 
( 1.c clilorampliCtiico1 a agi pciid:iill dciix joiirs. 
'I' 'l'émoiii. 



CHAPITRE VI1 

Discussion 

Après avoir exposé les résultats de nos recherches nous allons essayer 
de critiquer la valeur de nos méthodes, de dégager les faits essentiels 
et, les ayant replacés dans le contexte scientifique, d'énoncer les réflexions 
générales qu'ils suggèrent. 

Naturellement se pose la question de la valeur de nos méthodes, 
nous en avons quelque peu parlé au moment où nous les exposions. 
Dès le début de nos recherches, nous avons tenus a mener nos travaux 
a la fois sur les deux plans bactériologique et cytologique : non seulement 
nous avons isolé les micro-organismes des organes végétaux, mais nous 
les avons aussi observés au sein des tissus. Ces deux méthodes en se 
complétant mutuellement augmentent considérablement, pensons-nous, 
la valeur des résultats que nous avons obtenus, c'est pourquoi nous nous 
sommes astreint à développer nos travaux conjointement dans ces deux 
domaines. 

1.  Méthodes bactériologiques. 

Les méthodes bactériologiques auxquelles nous avons eu recours 
sont classiques, elles sont utilisées dans tous les laboratoires de micro- 
biologie, leur emploi journalier prouve assez leur efficacité, aussi serait-il 
bien vain et inutile, dans le cadre de notre travail, de les passer au crible 
de la critique. 

Assurément la tentation est grande, et ce fut d'ailleurs notre pre- 
mière réaction, d'attribuer aux souillures extérieures le développement 



des micro-organismes dans les milieux que nous ensemençons. Nous 
pensons que cette objection est très sérieuse, elle ruinerait si elle était 
vérifiée, toul notre travail ; c'est dire assez combien nous avons pris 
soin de nous tenir à l'abri des pollutions extérieures en assimilant méti- 
culeusement toutes les techniques aseptiques du laboratoire de bacté- 
riologie. Nous pourrions trouver dans notre travail maintes preuves 
réfutant cette objection ; nous n'en retiendrons que deux. 

a) Les conditions extérieures restant absolument iden- 
tiques, si nous opérons deux séries de prélèvements dans un 
même lot de pomme de terre, la première, en octobre, la seconde 
en décembre, nous constatons que le nombre de bactéries est 
environ six fois plus important dans le second cas que dans 
le premier. Ces résultats on1 été obtenus a plusieurs reprises 
et pendanl trois années consécutives. 

b )  Si nous effectuons des expla~itats dans des tubercules 
ayant séjourné à 300 C, nous trouvons, malgré que les conditions 
de travail soient exactement les inêmes, un nombre de bactéries 
bien supérieur à celui que présentent des tubercules conservés 
à 150 c. 

Il est impossible d'expliquer ces rksultats autrement que par une 
variation du nombre de micro-organismes à l'intérieur même des tissus 
étudiés. 

Certes, les risques de coritamination étrangère sont réels, nous ne 
le dissimulons pas, mais ils ne sont pas supérieurs a ceiix qui frappent 
Lotis travaux de ce genre. 

Par conséquent, ces exemples, que nous pourrions multiplier (immer- 
sion dans une solution de sublimé), démontrent nettement que l'objection 
des pollutions extérieures ne peut pas mettre en cause la validité de 
nos résultats. Les variations de nomhre que nous enregistrons, se produi- 
sent hien au sein même des organes étudiés. 

Sous pouvons d'ailleurs à cet égard faire appel à l'expérience d'autres 
chercheurs. Les spécialistes de la culture de tissus qui réalisent des 
explantats dans des organes végétaux pour les transplanter in uifro 
en culture aseptique sur  nil lieu gélosé, savent bien que le pourcentage 
de cultures polluées est très variable d'un végétal à l'autre et  parfois 
mêilie d'une saison à l'autre. Dans ce cas, on ne peut pas invoquer non 
plus les accidents de manipulation puisque les conditions extérieures 
restent pratiquement constantes. Nous pensons que ces variations sont 
dues à ce que les tissus eux-rnêines sont plus oii moins riches en micro- 
organismes susceptibles de se développer dans le milieu de culture. 

2.  Méthodes cytologiques. 

Les méthodes cytologiques sont, elles aussi, classiques. Pour mettre 
en évidence les bactéries dans les cellules, nous avons eu recours a une 
technique de coloralion connue depuis longtemps. Evidemment, dans 
ce domaine c'est l'observation qui constitue le point délicat. Un assez 
long entraînement a été nécessaire pour parvenir à reconnaître les micro- 
organismes au sein des cellules. Sous avons naturellement commencé 



par examiner des tissus dans lesquels nous avions artificiellement pro- 
voqué la multiplication des bactéries. Pour éviter la confusion possible 
avec d'autres éléments cellulaires, nous n'avons tenu compte que des 
groupes de micro-organismes ; leur taille, leur forme, leur coloration, 
nous ont servi de points de repère. Nous n'avons attribué aucune valeur 
aux observations de corpusciiles bactériformes isolés. 

Enfin, la partie physiologique de nos recherches, consacrée à la 
pomme de terre met en jeu, dans différents domaines (dénombrement, 
extraction et caractérisation de substances, usage d'antibiotiques) des 
techniques originales ou connues. 

3. Méthodes de dénombrement. -- Valeur statistique des résultats. 

Pour les dénombrements, nous avons mis au point ce que nous avons 
appelé la « technique des explantats en  milieu liquide », elle n'est dans 
notre esprit qu'une approximation destinée à examiner si le phénomène 
que l'on se propose d'étudier est digne d'intérêt. Les chiffres qu'elle 
permet d'obtenir sont finalement fonction de la proportion de cellules 
renfermant des bactéries dans l'organe considéré. En effet, quand l'em- 
porte-pièce pénètre dans les tissiis, il blesse, il « ouvre », disons-nous, 
un certain nombre de cellules. Qu'il y ait dans une de ces dernières, 
une seille ou un grand nombre de bactéries, nous enregistrons dans les 
deux cas, une seule « réponse positive )). 

Par conséquent, le nombre de réponses positives obtenues par 
séries n'est pas en rapport direct avec le nombre de micro-organismes 
hébergés ; il donne une indication de valeur comparative sur la propor- 
tion de cellules hébergeant des micro-organismes. 

Nous verrons ultérieurement quelles conséquences tirer de cette 
remarque lors de la discussion des résultats. Ces indications obtenues 
d'une façon simple et rapide ne sont, bien entendu, pas sufisantes ; 
elles nous ont néanmoins incité a poursuivre dans cette voie en nous 
tournant vers une technique classique, plus longue mais plus précise : 
la méthode de dénombrement en milieu solide. Dans ce cas on évalue 
effectivement le nombre de micro-organismes contenus dans un volume 
constant d'organe. 

Quoi qu'il en soit, lorsque nous avons appliqué ces deux méthodes 
à la même étude, nous avons toujours trouvé des résultats concordants, 
qu'il s'agisse de l'immersion des tubercules dans le sublimé (tableaux 44 
et 45, p. 110) ou de l'évolution naturelle des micro-organismes au sein 
des cellules (f ig. 8, p. 93). 

Cette correspondance est évidemment de nature h accroître, la 
valeur de nos résultats. 

L'examen critique des dénombrements soulève encore une questiori 
importante : celle des variations individuelles. En effet, les résullats 
exprimés par des moyennes sont entachés d'erreurs plus ou moins impor- 
tantes, provenant, d'une part, de la variabilité du matériel biologique 
et, d'autre part, de l'imperfection des techniques. 

Dans le cas bien précis de l'étude de la population bactérienne des 
tubercules de pomme de terre, nous avons, a quinze jours d'intervalle, 



appliqué la niéthode de dénombremerit en milieu solide a deux lots de 
tubercules d'âge physiologique aussi homogène que possible. Les résultats 
de ces deux séries de numérations sont portés aux fableaux 52 et  53. 

A l'aide de ces données, et selon les méthodes de la statistique (l), 
nous avons calculé dans chaque cas : 

- la moyenne arithmétique, 
- la variance, 
- l'écart type, 

-- l'erreur standard, 
- l'intervalle de confiance. 

- - --- -- - - -- - 
T -- l - 

1 
l 

Numéro 1 Nombre r ' X- Y (1- Y ) 2  1 
deî c\l)laiitats de coloiiiei I 1 

1 1 9 9 , s  90,23 
2 30 + I l , .?  132,25 
:i 2 1 -5, T> :30,2.5 

i 
k 2(i 7,5 .56,23 1 1 ii 2,5 R,25 
(i 19 0,s 0,2.5 ~ 7 11 4,.5 20,23 
S 19 1 0,3 0,25 
O 2 1 - 2,5 6,21 1 

1 0  14 - 4,s 20,25 
I l  - 6.5 12,2B 

1 -  - 

II  = 11 1 (x- ; )~  - - t04,75 

-- ---p.. - -- 

'I'a1)le:iu 52. - Résultats des numérntion.~ de  la série A .  Population bactérienne d e  
luherc~zles de pomme de trrre. Calcizl d e  In moyenne et (les cnrr6.s des 
(;cnrts il In moyenne. 

Les résullats de la première série A (tableaiz 52), permettent de 
calculer : 

20.1 
- la moyenne arithmétique ? = - = 183 

11 

- la variance de la dispersiori \' 

- l'écart type a = \/ V = d%,8 6 
r; 

- 
6 

- - 
li 

- l'erreur standard sm = - - 1,9 dzl d-1%- 3,17 

- - - ... .. . 

(1) Nous avons utilisé les ouvrages de : GA~THERET (l%R), LAMOTTE (19.57), 1,ro~zoc 
(19.77). 



L'effectif de l'écliantillon étant nettement inférieur a 30 il faut 
utiliser la table de STUDENT.  POLI^ n - 1 = 10 et la probabilité de 95 % 
la table donne t = 2,23. 

- L'intervalle de confiance de la moyenne, dans les conditions 
expérimentales, est donc de : 

18,5 & srii x 1 
soi1 18,s 5 1,9 x 2,23 

c'est-à-dire de 14,3 a 22,7 

Tableau  53. - Résultats des riumérations cie lu série B. Population bactérienne des 
tubercules de pomtne de terre. Calcul tIe lu moyenne et des carrés des 
écarts f l  lu moyenne. 

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

Num6ro  N o m b r e  x x -  x ( X  -3% 
des explüritats (le colo~iics 

-- - 1 -  
- - - 

De la même façon que précédemment, ilous avons pour la série B 
(tableau 53) : 

Ci93 
- moyenne arithmétique 5 = - = 43,s 

16 

1 
2 

9.471,1 
variance de la dispersion Y = 

16 
- 392 

3 1 - 12,s l51,29 1 
3 5 - 8,s 68,89 I 

- écart type G - 24,3 
23,s  

- erreur standard sm = e 6,:3 
\/ 15 

3 I 38 - 5,3 28,09 
4 4 5  - l,T i 1 8 9  1 
3 1 81 - 35,7 I 1 421,29 
6 11 - 32,3 1 043,29 
7 23 - 20,3 412,01) 
S 39 - 4,s 18,49 
$1 4 1 - 2,3 1 5,29 

10 7 7 - 33,T 1 195,69 ! 11 96 L 52,7 2 777,29 
I 12 1 45 + 1,T 3,89 
l 

13 
14 
15 
16 

. . 

12 -31,7 1 979,69 
70 1 26,7 1 712,89 
26 -17,s 1 299,29 
23 1 -- 20,3 412,09 

- - 

I I  = 16 l 2 (x) = 693 (x -y) '  = 9.471,44 

I L _  



130ur 11 - 1 = 15 et la probabilité de 95 la Lable de STUDENT 
donne 5 = 2,13. 

L'intervalle de confiance de la nioyeiine est doric de 

43,3 III 6,3 x 2,13 

c'est-à-dire de 29,9 à 56,7 

A partir de ces deux séries de mesures, nous pouvons apprécier 
la signification de la différence des deux moyennes. 

Si G A esl l'écarl type de la série tZ comportant ri, mesures et o H 
est l'écart type de la série B comportant n, mesures. 

L'écart type de la différence des moyennes (a d) est donné par la 
foriliule : 

- - - 
G 2B 

5 ci = 
n, 

soit 

II ne reste qu'à déterminer le degré de signification de la différence 
par la méthode de STUDENT comme dans le cas d'une seule moyenne. 

Pour le degré de liberlé correspondant à n, + n, -2 = 25 et la 
probabilité de 95 % la table donne 

1: = 2,06 

donc G d x t = 6,4 x 2,06 = 13,2 

La valeur de ce produit est inférieure à la différence des deux 
moyennes. 

43,3 - -  18,5 = 24,8 
13,2 < 24,s 

On peut donc considérer la différence des deux moyennes comme 
significative à la probabilité considérée. Par  conséquent la population 
bactérienne du lot A est significativement différente du lot B. 

Cependant, dans la perspective où nous étions de chercher sim- 
plement à savoir s'il y avait des variations, il ne convenait pas d'exagérer 
l'importance de la précision des mesures. Il fallait en outre tenir raison- 
nablement compte du travail nécessaire pour chaque analyse et nous 
avons choisi de prendre 6 échantillons par série. 

Dans ces conditions nous calculons l'intervalle de confiance de la 
moyenne obtenue pour 6 mesures. 



Série A : 

L'erreur standard nous l'avons vu, est : 

cm fi 1,9 

Pour n - 1 = 5 à la table de STUDENT donne t = 2,57 l'inter- 
valle de confiance de la moyenne est donc dans les conditions expé- 
rimentales, 

18,5 i 1,9 x 2,57 

soit 18,5 j, 4,9 

c'est-à-dire 13,6 à 23,4. 

Série B : 
cl11 fi 6,3 

intervalle de confiance 
43,3 6,s x 2,57 
43,3 16,2 
27,l a 5 9 3  

Dans la série A, la valeur supérieure de l'intervalle de confiance 
atteint 172 % de la valeur inférieure. Ilans la série B, 219 % ; par con- 
séquent nous ne pouvons tenir compte dans l'étude de la population 
bactérienne, que des variations dépassant légèrement le simple au double. 
Pour l'étude envisagée, nous pensons que cette précision est suffisante. 

La régularité des courbes obtenues tend par ailleurs à confirmer 
cette opinion. 

Pour atteindre une très bonne précision théorique il aurait fallu 
augmenter le nombre d'explantats dans une mesure telle que la quantité 
de travail devenait pratiquement irréalisable avec les moyens dont 
nous disposions. 

4. Méthodes d'extraction et de dosage des substances de crois- 
sance. 

Lorsqu'il s'est agi de caractériser des substances de croissance 
dans les tissus végétaux ou les milieux de culture bactériens, nous nous 
sommes adressé à des techniques récentes mises au point par des spécia- 
listes (NITSCH, PILET pour les auxines, PHINNEY pour les gibbérellines). 
Après avoir vérifié que les tests biologiques employés étaient bien spéci- 
fiques, nous avons, a partir de produits biologiques purs, extrait, isolé, 
séparé et dosé les différentes substances de croissance. 

5. Étude du bourgeonnement des tubercules de pomme de terre. 

Enfin, pour la dernière partie de notre travail, nous avons illis 
au point une technique permettant d'étudier l'influence des antibiotiques 
sur le déroulement du bourgeonnement des tubercules de pomme de 
terre. Cette méthode très simple pourrait permettre grâce a sa souplesse 
et  ses possibilités de développement, de préciser aisément les relations 
entre les bactéries et les plantes supérieures. 



1. Notion de stérilité obligatoire. 

Des tissus végétaux sains, c'est-à-dire exenipts de maladie parasitaire 
connue, peuvent donc, nos travaux l'établissent clairement, héberger 
des bactéries. La cellule végétale par conséquent n'est pas nécessairement 
stérile. 

La notion de stérilité obligatoire a été soutenue à plusieurs reprises, 
nous l'avons vu, à la fin du siècle dernier et il semble bien que souvent 
les milieux scientifiques soient étrangenient restés sur cette idée dont 
l'origine découle pourtant seulement de principes théoriques supportés 
par des travaux hâtifs ou inal interprétés. Cette notion, ce dogme de 
la stérilité serait-on tenté de dire parfois, ne résiste pas à l'épreuve de 
l'expérimentation : c'est une idée qu'il faut qualifier d'erronée. 

Le terme obligatoire nous semble déjà à lui seul d'un emploi peu 
justifié en biologie ne devrait-il pas être toujours accompagné par 
exemple de la restriction (( dans l'état actuel des connaissances » ? Ce 
serait au moins prudent. Puisque cette obligation aboutit à une géné- 
ralisation, il est en effet trés présoinptueux et  peu scientifique, pensons- 
nous, de tirer d'une expérience forcément limitée une conclusion ayant 
finalement une valeur générale. 

Si nous détruisons la conception d'une cellule végétale nécessai- 
rement et obligatoirement stérile, il ne s'ensuit pas naturellement que 
nous affirmions l'opinion exactement contraire, il s'en faut de beaucoup. 
Dire en effet que chaque cellule végétale héberge nécessairement et 
obligatoirement des micro-organisrries serait tomber dans une autre 
erreur par une généralisation fausse parce qu'abusive elle aussi ; c'est 
un pas que nous ne franchirons point, nous tenons à le souligner très 
nettement. A aucun moment nous ne disons ni ne pensons que toutes 
les cellules végétales renferment des bactéries. 

2. Interprétation pathologique. 

Évidemment on peut, de prime abord et  assez simplement, inter- 
préter nos résultats en considérant les bactéries que nous avons isolées 
comme des agents pathogènes de maladies non encore décrites. Ainsi, 
à première vue la notion de la stérilité des cellules végétales pourrait 
être réhabilitée mais, à la réflexion, elle perd au contraire toute signi- 
fication pour devenir une vérité purement formelle. Cela reviendrait, 
en effet, à dire : « toute cellule végétale non parasitée par des bactéries 
est stérile », formule bien inutile se bornant à enregistrer dans sa con- 
clusion une vérité qui se trouve déjà dans l'introduction. 

Cette facon de voir a cependant le mérite d'attirer l'attention sur 
un problème très important : celui de la définition de la maladie. Quand 
commence-t-elle ? Quand finit-elle ? « Tout homme sain est un malade 
qui s'ignore, dit-on D. 

La maladie suppose nécessairement des symptômes, c'est-à-dire 
des inodifications insolites d'ordre inorphologique, cytologique ou physio- 



logique par rapport à un autre état considéré comme normal ou sain. 
Un comportement pathologique se définit donc essentiellement par une 
comparaison. 

Dans le matériel que nous avons étudié, après avoir éliminé les 
individus atteints de maladies connues, nous n'avons fait aucun tri, 
aucun classement. Les organes d'où nous avons pu isoler des bactéries 
ne se distinguaient en rien des autres ; ils étaient choisis au hasard. 
Dans ces conditions quel terme de comparaison pouvions-nous donc 
prendre pour déclarer ou non que ces bactéries devaient être considérées 
comme pathogènes ? 11 eut fallu trouver et rassembler des organes 
exempts de micro-organismes, en faire l'étude morphologique, cytolo- 
gique et physiologique pour examiner si dans l'un de ces trois plans 
on pouvait trouver des caractères distinctifs s'opposant à ceux des 
organes desquels nous avions pu isoler des bactéries. Cela nous semble 
bien difficile à réaliser puisque pour savoir si un organe renferme des 
micro-organismes, il faut le réduire, le détruire, ce qui naturellement 
empêche toute connaissance de son comportement ultérieur. 

Mais prenons un exemple précis, celui de la pomme de terre que 
nous avons longuement étudié. Nous avons réalisé une très grande 
quantité d'explantats dans de très nombreux tubercules, malgré cela 
nous sommes incapables de donner des éléments distinctifs de quelque 
ordre que ce soit, permettant de classer les tubercules en deux catégories : 
les stériles et les non stériles. Ce manque de terme de comparaison ne 
permet pas d'apporter d'argument en faveur de l'hypothèse pathologique. 

Certes, nous le reconnaissons volontiers, nous aurions pu accroître 
nos efforts en vue d'obtenir des tubercules stériles. On peut penser, 
en effet, d'une façon tout à fait théorique d'ailleurs, qu'en partant de 
semis aseptiques de graines et à partir d'une plantule paraissant inté- 
ressante on pourrait constituer un clône toujours élevé aseptiquement 
jusqu'à obtenir un certain nombre de tubercules. On confirmerait alors 
qu'un nombre suffisant de ces organes est bien aseptique. 

Ou bien encore, après nous être assuré de la stérilité des méristèmes, 
cultiver in vitro des apex prélevés aseptiquement (méthode de MOREL) 
e t  obtenir ainsi des plantes stériles. 

La réalisation sans doute très délicate des travaux que nous venons 
d'évoquer est très importante et serait très intéressante sans doute, 
mais, contraint de choisir devant un champ d'expérimentation si vaste, 
nous ne l'avons cependant pas inclus, dans notre premier programme 
de recherche. 

Un autre argument semble-t-il va à l'encontre de l'interprétation 
pathologique : le pourcentage de tubercules donnant lieu à des ensemen- 
cements féconds est toujours très élevé, il atteint même toujours 100 % 
si les prélèvements sont effectués pendant la phase de multiplication 
des micro-organismes (décembre). Pourtant, qu'il s'agisse de l'une ou 
l'autre des méthodes de dénombrement nous n'étudions qu'un nombre 
très restreint de cellules par rapport à l'ensemble. Si les méthodes d'ana- 
lyse étaient améliorées, nous ne trouverions très probablement pas de 
tubercules sans bactéries, Dans les conditions expérimentales décrites 
en tout cas la quasi totalité des tubercules ayant donné des ensemen- 
cements féconds, il semble difficile de considérer que la maladie atteigne 
un nombre aussi important d'organes. 



On ne peut regarder comme accidentelle une situation qui : d'une 
part, est celle de la grande majorité des tubercules et, d'autre part, 
pendant la durée de nos recherches, a été retrouvée chaque année. 

Si par ailleurs on examine la nature des micro-organismes isolés 
nous ne trouvons pas non plus en ce domaine beaucoup de raison de 
retenir l'interprétation pathologique. Les maladies bactériennes connues 
sont souvent le fait d'espèces caractéristiques n'ayant pas une ubiquité 
très grande ; au contraire, les bactéries que nous avons déterminées 
sont communes, elles ne sont pas spécifiques d'un habitat particulier, 
il n'y a parmi elles aucune espèce nouvelle. 

Enfin, la notion de dommage est généralement associée à celle 
de la maladie : les tubercules que nous avons examinés appartenaient 
pour la plupart à la catégorie des plantes sélectionnées (classe A) ; en 
végétation, leurs semblables ont donné toute satisfaction. 

Par conséquent, les différents plants que nous venons d'aborder : 
nombre d'individus atteints, spécificité, dommage, semblent permettre 
de ne pas retenir l'hypothèse de l'interprétation pathologique de l'exis- 
tence de ces micro-organismes au sein des organes. Ce problème d'ailleurs 
ne pourra recevoir de solution valable qu'une fois trouvé un terme de 
comparaison, c'est-à-dire après avoir réussi à obtenir des individus 
complètement stériles. 

3. Origine des bactéries. 

Si l'on s'interroge sur l'origine des bactéries se trouvant au sein 
des organes, on peut a priori envisager deux possibilités : 

- ou bien il y a pénétration des bactéries du sol au moment de la 
culture ; 

- ou bien il peut se produire une transmission directe des micro- 
organismes d'une génération à l'autre. 

Naturellement il peut s'agir aussi d'un phénomène mixte auquel 
participeraient les deux processus précédents. 

Nous trouvons peu d'arguments en faveur de la première possibilité : 
- il n'y a pas de zones à forte densité correspondant à une région 

de pénétration ; 
- la partie périphérique du tubercule de pomme de terre n'est 

en général pas plus riche que la partie profonde ; 
- au contraire, peu après la récolte, c'est-à-dire aussitbt après 

un contact prolongé avec le sol, c'est la partie profonde qui est la plus 
riche en micro-organismes ; 
- l'examen de tubercules provenant de culture dans des sols très 

différents n'a pas montré de différences caractéristiques dans les espèces 
bactériennes isolées. 

Mais au contraire nous avons pu trouver quelques indications en 
faveur de la seconde possibilité, par exemple : 
- la présence de bactéries dans les bourgeons de pomme de terre 

et dans les très jeunes tubercules ; 



- l'existence de micro-organismes dans les embryons de Phaseolus, 
dans les caryopses et les jeunes pousses de maïs et de blé développées 
aseptiquement. 

Sans éliminer l'éventualité d'une transmission par le sol, nos tra- 
vaux établissent donc que, par l'intermédiaire de l'embryon et de la 
jeune pousse, les micro-organismes peuvent passer d'une génération 
de la plante hôte à une autre. 

Bien entendu cela revient à dire que l'œuf lui-même héberge des 
bactéries ; dans ce domaine aussi, naturellement, il faudra, étant donné 
l'importance du sujet, poursuivre les travaux. Ce que nous pouvons 
affirmer pour le moment c'est que ces jeunes pousses de maïs et de blé 
cultivées dans des conditions aseptiques renferment déjà des bactéries. 

4. Situation des micro-organismes. 

Les bactéries se trouvent donc en faible nombre dans le cytoplasme 
de certaines cellules, très rarement dans les espaces intercellulaires. 
Elles sont fréquemment groupées en colonies d'une dizaine d'individus. 

Chez les différents végétaux qui ont fait l'objet d'observations 
cytologiques, les micro-organismes ont été observés dans des organes 
et tissus variés : 
- le parenchyme : tubercule de pomme de terre et racine de 

betterave ; 
-- les vaisseaux conducteurs : racine tubérisée de carotte ; 
-- le coléoptile et la jeune feuille : jeune pousse de maïs et de blé. 

5. Les réactions de défense de la plante supérieure. 

Nous n'avons jamais remarqué de zone a densité importante de 
micro-organismes. Ceci indique évidemment que la cellule végétale 
se défend en limitant le nombre de bactéries ; un mécanisme physio- 
logique s'oppose à leur prolifération au sein des cellules. Ce facteur 
n'est certainement pas trophique puisqu'il y a dans les cellules tous 
les éléments nutritifs dont les bactéries peuvent avoir besoin, il dépend 
plutôt de substances spécifiques de type antibiotique agissant à faible 
dose. Nous manquons d'indications a ce sujet mais l'inhibition pourrait 
être liée en particulier au déroulement normal de la respiration puisqu'en 
la bloquant (parafinage, immersion, vide) on provoque la prolifération 
bactérienne. L'inhibition est également variable selon les diverses phases 
du métabolisme de l'hôte. 

Les propriétés antibiotiques que nous venons d'évoquer sont d'ail- 
leurs bien connues chez les végétaux ; elles ont.été étudiées depuis 1943, 
notamment par OSBORN et LUCAS (1944), DUQUENOIS (1955). 

VIRTANEN, HIETALA et WAHLROOS (1956), ont établi qu'il existe 
des substances antifungiques dans les plantules, les feuilles et les chaumes 
de Graminées (riz, maïs, blé). D'après WINTER et WILLECKE (1952), 
il existerait chez les Poa, Phleum et Agropyrum une substance inhibant 
la croissance du Bacillus subtilis : on pense qu'elle appartiendrait au 
groupe des dérivés de la 2-3 benzoxazolinone. 



Un grand nombre de familles de Monocotylédones comprennent 
des plantes qui élaborent des substances antibiotiques (Joncacées, 
Iridacées, Cypéracées). 

Chez les Dicotylédones, LAGRANGE (1954 et 1956) a montré qu'il 
devait, dans les feuilles de Juglans regia, à côté de la juglone, exister 
d'autres principes antibactériens et une substance légèrement stimu- 
lante pour le Bacillus subtilis. 011 a également signalé l'existence d'anti- 
biotiques chez beaucoup d'autres plantes : UUQUENOIS (1958) après 
WAKSMAN (1948) a réalisé une mise a jour très détaillée sur ce sujet. 
Citons seulement après lui : Humulus lupulus (humulone et  lupnlone), 
Ranzrnculzzs bulbosus, Lepidium satiuum, Tropaeolum majus, Hypericum 
perloratrlm, Citrus Aurantium, Glaux maritima, Hieracium Pilosella, 
Inzlla britannica et Solidago Virga aurea. 

La production de substances antibiotiques par les végktaux n'est 
pas constante, elle est soumise à un certain nombre de facteurs internes 
et externes. 

FERENCZY (1956 a) estime que dans les genres Aristolochia et Con- 
solida, les graines produites par des pieds différents, appartenant à une 
même espèce, possèdent une activité trés variable. 

11 y a aussi une variation trés nette du pouvoir bactériostatique 
en rapport avec les différents stades du développement de la plante. 
Le Tezicrium chumaedrys étudié par RASHBA et Coll. (1954), n'est actif 
sur le Staphylococcrls aureus que pendant la période de floraison. Chez 
Juglans regia, la substance bactéricide disparaît vers le 15 août. Selon 
FERLNCZY (1956 b), dans les akènes de Fraxinus excelsior le phénomène 
de dormance et l'action antibactérienne sont vraisemblablement dus 
à une mênie substance. 

Les végétaux supérieurs assurent leur protection par des substances 
antibiotiques surtout au moment de la fécondation et pendant la germi- 
nation des graines. En  effet, les nectaires de nombreuses plantes présentent 
un pouvoir bactéricide assez élevé (KARTASHOVA, 1957), CHAUVIN (1957) 
et  ses collaborateurs LAVIE et LENORMAND (1957) ont étudié les substances 
antibiotiques du pollen (Zea Mays,  Castanea, Trifolium incarnatum) 
et montré qu'elles étaient actives i n  vitro sur le Bacillus subtilis. 

Chez la graine, les principes actifs sont localisés dans les téguments ; 
ils peuvent par conséquent jouer un rôle de protection an moment de 
la germination. Dans les organes de réserve, racines tubérisées et  bulbes, 
!a présence de substances phénoliques diverses est de nature à empêcher 
la pénétration des micro-organismes (acide protocatéchique, de l'épiderme 
de l'oignon) acide chlorogénique du périderme de la pomme de terre 
(JOHNSON et SCHAAL SERMER, 1952). 

Signalons enfin, qu'une plante peut contenir dans ses différents 
organes des antibiotiques différents n'agissant pas sur les mêmes micro- 
organismes. 

Tous ces résultats montrent l'importance, la variabilité et la grande 
fréquence de la production de substances antibiotiques par les végétaux ; 
ils permettent de penser que ces produits peuvent également exercer 
leur pouvoir dans les cellules, vis-à-vis des bactéries hébergées, dont 
nous nous sommes préoccupé depuis le début de ce travail. Naturellement 



à leur égard aussi le pouvoir antibiotique des cellules est susceptible 
de varier avec les différentes étapes physiologiques du développement 
de la plante. 

Dans ce domaine il faut signaler les très intéressants travaux réalisés 
en Espagne par VINCENTE JORDANA (1954 à 1960), précisément sur le 
même matériel que le nôtre : les tubercules de pomme de terre. L'auteur, 
après avoir introduit dans des tubercules des bactéries phytopathogènes 
( E r w i n i a  carotovora var. t yp icum,  aroida: et atroseptica : Bacillus 
polymyxa) constate que la progression de l'infection varie considéra- 
blement selon le stade physiologique où sont parvenus les tubercules. 

La quantité de tissus atteints par l'attaque bactérienne est trlts 
importante en l'absence de bourgeons bien développés sur les organes ; 
au contraire, en leur présence les dégradations sont d'autant plus faibles 
que la germination était plus avancée. Le pouvoir antibiotique augmente 
donc à mesure que la germination évolue. Pour confirmer et préciser 
ces résultats, des recherches sont en cours dans notre laboratoire. 

Cependant une remarque que nous avons pu faire maintes fois 
va d'ores et déjà dans le sens des travaux de VINCENTE JORDANA. Dans 
les expériences qui consistent à poser dans l'eau d'un petit cristallisoir 
la moitié apicale de tubercules de pomme de terre on note que, si les 
fragments de tubercules ne sont pas germés, des pollutions bactériennes 
s'installent dans certains récipients ; cela ne se produit jamais si l'on 
met dans l'eau des parties pourvues de bourgeons déjà développés. 
En d'autres termes si l'on met germer des fragments de tubercules, en 
les plongeant dans l'eau, les pollutions extérieures ne peuvent s'installer 
qu'au début de l'expérience ; dès que les bourgeons ont poussé aucune 
pollution ne survient. On peut donc dire qu'au fur et à mesure du dérou- 
lement de la germination des tubercules le pouvoir antibiotique prend 
naissance puis s'accroit. 

6. Les variations du nombre de cellules hôtes. 

Nous savons qu'à certaines périodes le peuplement bactérien des 
tubercules de pomme de terre s'accroît assez rapidement et notablement. 
Si l'on examine de plus près la signification des résultats obtenus en 
ce domaine par chacune des deux méthodes, on s'aperçoit que l'on peut 
en tirer d'autres enseignements. 

Dans la technique des explantats en milieu liquide le nombre de 
tubes positifs trouvés par série n'est pas directement en relation avec 
le nombre de micro-organismes hébergés. En  effet, qu'il y ait seulement 
une bactérie dans l'une des cellules blessées ou un grand nombre dans 
plusieurs cellules, nous n'enregistrons toujours qu'une seule réponse 
positive. Il en résulte que le nombre de ces réponses évalué par rapport 
à une série d'expériences représente donc plutôt la probabilité pour 
que l'outil rencontre et « ouvre » une cellule hébergeant des bactéries. 

Par conséquent, par cette méthode nous mesurons en quelque 
sorte les proportions relatives de cellules hôtes au sein de l'organe con- 
sidéré. 



Ces proportions varient, et, en particulier, le nombre de cellules 
hôtes augmente fortement pendant certaines périodes. Ceci pourrait 
s'expliquer de deux façons différentes : 

- soit qu'il existe pour les micro-organismes une possibilité de 
passage d'une cellule à l'autre à travers la paroi cellulaire (1) ; 

- soit que les micro-organismes se trouvant dans une cellule demeu- 
rent a certains moments incapables de proliférer en raison de l'action 
d'un système inhibiteur dont la disparition rendrait au contraire possible 
le développement des bactéries dans la cellule considérée. 

Les observations cytologiques ont révélé aussi que le nombre de 
cellules hôtes était susceptible de s'accroître, notamment au cours de 
certains traitements artificiels. Il y a en même temps, nous l'avons vu, 
augmentation de l'importance des colonies comme en témoignent d'ail- 
leurs également les résultats des dénombrements en milieu solide. 

En bref, sans qu'il soit possible, dans l'état actuel de nos recherches, 
d'établir par quel mécanisme, nous montrons néanmoins que le nombre 
de cellules hôtes varie avec le temps ou les circonstances. Il faut bien 
d'une certaine facon qu'au sein des tubercules de pomme de terre, les 
micro-organismes se transmettent ou passent d'une cellule à une autre 
pour que nous puissions les isoler, à partir d'explantats prélevés au 
hasard dans l'organe, ce qui traduit somme toute l'existence d'un phéno- 
mène assez diffus. 

7. Les variations du peuplement bactérien. 

L'augmentation du peuplement bactérien corrélative à l'élévation 
du nombre de cellules hôtes, se produit, pour notre matériel, essentielle- 
ment à un moment bien déterminé de sa physiologie. Cela est particu- 
lièrement net et repose, nous l'avons vu, sur de solides bases expéri- 
mentales. 

Qiie savons-nous de ce phénomène ? 

D'abord qu'il se manifeste, dans les conditions de conservation que 
nous avons appelées naturelles (séjour a 150 C), pendant la période de 
préparation du bourgeonnement, juste avant l'émission extérieure 
et visible des germes. L'augmentation du peuplement bactérien n'accom- 
pagne donc pas la sortie et le développement des bourgeons, elle les 
prkcéde. Par exemple ( f ig. 8, p. 93) dans l'une des expériences le peuple- 
ment bactérien atteint son maximum le 15 décembre alors que l'on com- 
mence seulement a cette époque à remarquer la sortie des bourgeons. 
En  termes d'interprétation peut-être pourrons-nous, ultérieurement, 
considérer que ces deux phénomènes consécutifs sont reliés par des 
relations de cause à effet. 

-- 

(1) A titre d'hypothèse on peut imaginer que les bactéries pourraient sécréter un ferment 
qui, tr&s localement et temporairement, en affaiblissant la membrane cellulaire, permettrait 
le franchissement sans causer de rupture permanente. Ce cas est bien connu chez certaines 
Ustilaginales : les hyphes peuvent pénétrer à travers la paroi cellulaire mais après leur passage 
il n'y reste plus d'ouverture apparente. 



Nous savons aussi que même si l'on empêche - ou plus exacte- 
ment - retarde notablement l'émission, des bourgeons, soit par l'action 
du froid continu, soit par celle d'un inhibiteur chimique, l'augmentation 
du nombre de bactéries se produit néanmoins, quoique plus lentement. 
11 s'agit donc bien d'un mécanisme normal lié de façon impérative à 
l'évolution interne, physiologique du métabolisme de l'organe. 

Nous avons encore établi que les produits &vant la dormance des 
tubercules, c'est-à-dire susceptibles de supprimer les obstacles a l'émis- 
sion des bourgeons provoquent également l'augmentation du nombre 
des bactéries. Cette remarque va bien dans le même sens que les deux 
précédentes. 

Nous savons enfin, mais nous y reviendrons encore ultérieurement, 
que cette relative poussée bactérienne ne dure pas : une nette régression 
la suit et correspond a une période de développement actif des bourgeons. 

La cytologie permet de compléter quelque peu ces résultats. Elle 
les confirme d'abord, car nous avons observé, près des éléments con- 
ducteurs aboutissant aux bourgeons naissants, des colonies trois ou 
quatre fois plus importantes que dans les tubercules au repos : elle apporte 
aussi quelques précisions. En  effet, d'une part, les micro-organismes 
sont plus nombreux dans les cellules où l'amidon est très dégradé ; ceci 
indique sans doute que la concentration glucidique, comme on pouvait 
s'y attendre, a une grande influence sur l'évolution du métabolisme 
bactérien et permet de donner une explication aux variations numé- 
riques enregistrées quelque temps avant l'émission des bourgeons, c'est-à- 
dire à un mornent où l'hydrolyse de l'amidon est importante. 

Lorsque les bourgeons ont commencé a se développer on note, 
d'autre part, que les bactéries, assez fréquentes dans et autour des vais- 
seaux, se retrouvent dans les jeunes pousses ; a partir de ce moment 
elles sont moins nombreuses dans le tubercule. 

8. Les bactéries interviennent-elles dans le bourgeonnement des 
tubercules ? 

Des relations existent donc, les résultats regroupés ci-dessus le 
montrent clairement, entre le métabolisme des bactéries et celui des 
tubercules, en particulier au moment où ces derniers entrent dans la 
période de bourgeonnement. Celte phase importante du métabolisme 
de l'organe est la résultante d'un ensemble complexe de facteurs au 
nombre desquels on peut citer entre autres : la richesse en sucres libres, 
la teneur enzymatiqiie, la concentration auxinique, les phénomènes 
respiratoires ; chacun d'entre eux subissant évidemment les influences 
réciproques des autres. Nous avons montré que les micro-organismes 
présents au sein des cellules ne resient pas insensibles à toutes ses modi- 
fications. 

Cependant, en allant plus loin, certaines expériences permettraient 
même de penser que les bactéries pourraient être l'un de ces nombreux 
facteurs intervenant dans le déclenchement du bourgeonnement. En  
effet, en détruisant les bactéries au sein des organes par un antibiotique, 
la kanamycine, dont on a bien entendu vérifié la pénétration dans les 
tissus et l'action bactériostatique dans les organes, la germination des 



tubercules peut, nous l'avons vu, être complètement entravée. Pour 
interpréter ce résultat on ne peut faire intervenir la toxicité directe 
de l'antibiotique sur le métabolisme dela plante supérieure puisque 
dans des conditions que nous avons précisées, le bourgeonnement peut 
se dérouler normalement en présence de ce produit. A cet égard encore, 
l'emploi de la néomycine à deux pH différents prouve que la suppression 
du bourgeonnement est bien en rapport avec l'activité bactériostatique 
des antibiotiques utilisés. 

Les bactéries doivent donc, dans le cadre de nos travaux, avoir 
leur place dans l'ensemble complexe des déterminants de la germination. 
Poussant davantage l'analyse des résultats, on constate que l'antibio- 
tique ne supprime la germination des tubercules que s'il agit très tôt, 
dès que l'on a mis les organes en conditions externes de bourgeonnement ; 
si on laisse s'engager, même très peu, ce processus avant d'ajouter le 
produit il n'a plus aucun effet. 

C'est par conséquent dans une phase de courte durée et très précoce, 
précédant en tout cas l'émission des bourgeons, que se placerait l'in- 
tervention cependant nécessaire, des bactéries dans le métabolisme de 
la pomme de terre. 

Quels peuvent être la nature et le processus des relations entre les 
bactéries et les plantes se nouant ainsi, notons-le, à un moment où le 
peuplement bactérien est important '? Il ne peut s'agir, sans doute, que 
d'un facteur chimique produit par les micro-organismes pendant leur 
phase de multiplication active, agissant à très faible dose, et, maillon 
d'une chaîne de mécanismes complexes, capable d'induire des modi- 
fications du métabolisme du tubercule. 

Les possibilités de synthèse des bactéries sont très étendues aussi 
était-il bien difficile de s'engager dans la recherche d'un métabolite spéci- 
fique dont cependant nous n'éliminons pas a priori l'existence. Nous 
avons préféré limiter notre étude à la synthèse éventuelle par les micro- 
organismes hébergés de substances de croissance connues pour leur 
intervention, même à très faible dose, dans le métabolisme des végétaux 
et notamment au moment du bourgeonnement. 

Dans cet ordre d'idées, nous avons effectivement montré que les 
bactéries isolées des végétaux pouvaient produire in uitro de l'acide 
indole-acétique et des substances de type gibbérelline. 

Les constituants du milieu de culture (tryptophane, pyruvate, 
glucose) ne sont pas à ce point éloignés des substances naturelles du 
métabolisme cellulaire pour que l'on ne puisse envisager que ces synthèses 
se produisent également in vivo. Ainsi s'expliquerait l'intervention des 
micro-organismes dans la physiologie de l'hôte. De fait il existe, nous 
l'avons vu, au sein des organes à certaines périodes, une assez bonne 
correspondance entre le niveau du peuplement bactérien et la teneur 
en acide indole-acétique ou en substances de type gibbérelline : les con- 
centrations en substances de croissance s'élevant lorsque les micro- 
organismes se multiplient ( f i g .  22 à 27). 

Cependant nos résultats, naturellement frgamentaires, sont sur 
ce point d'une interprétation délicate et en particulier pour deux raisons : 



- d'autres sources de substances de croissance résultant de l'acti- 
vité propre des cellules végétales risquent d'une part, de troubler les 
résultats des dosages ; 

- le peuplement bactérien, bien qu'en nette augmentation, n'atteint 
jamais, d'autre part, un niveau très important, il n'est pas comparable 
évidemment à celui qui se développe i n  vitro et il ne permet pas à lui 
seul d'expliquer les variations relativement importantes notées dans 
la concentration en substances de croissance. 

Les bactéries interviennent pourtant très nettement dans la vie 
de l'hôte puisque l'apport de substances qu'elles peuvent synthétiser, 
notamment la gibérelline, permet de rétablir, au moins partiellement, 
la faculté de bourgeonnement préalablement inhibée par un antibiotique. 

9. Proposition d'un schéma tenant compte de nos résultats. 

Si l'on veut tenir compte de l'ensemble des résultats expérimentaux 
et de tous les éléments de la discussion que nous venons d'entreprendre, 
dans le cadre du paragraphe consacré aux substances de croissance, 
on aboutit à une conception que nous allons tenter maintenant de sché- 
matiser. 

11 arrive un moment, dans le métabolisme du tubercule, où sous 
l'influence de facteurs ou de conditions, qu'il reste à préciser, mais parmi 
lesquels pourrait entrer la teneur en glucides libres des tissus, les bactéries 
se multiplient. 

Cette intense activité bactérienne a pour conséquence la production 
d'acide indole-acétique et de substances du groupe des gibbérellines qui, 
s'ajoutant aux quantités déjà présentes dans les cellules, permet d'attein- 
dre un niveau de concentration suffisant pour déclencher l'organisation 
et le fonctionnement des centres méristématiques capables de synthétiser 
à leur tour ces hormones par une autre voie. 

Cette façon de voir (f ig. 44) permet de rendre compte de l'existence 
d'une phase précoce du métabolisme sensible à l'antibiotique et d'une 
phase plus tardive insensible. Le passage du niveau 1 au niveau 2 (fig. 44) 
dépendrait donc essentiellement et nécessairement du métabolisme 
bactérien. 

Les micro-organismes eux-mêmes, comme nous le montrons par 
nos analyses, secrbteraient directement des produits de même nature 
que ceux qui existaient déjà au sein des cellules et s'y ajoutant. 

On peut cependant envisager également soit un apport de précur- 
seurs hormonaux, soit l'intervention d'un métabolite particulier exaltant 
la synthèse des substances de croissance par les cellules. 

Le schéma que nous venons d'établir s'accorde parfaitement et 
prolonge les résultats de KULESCHA (1952). Cet auteur a constaté que 
le pouvoir de prolifération des tissus de tubercule de topinambour cul- 
tivés i n  vitro, qui était assez faible au moment de la maturité, devenait 
important au printemps. Corrélativement la teneur des tissus en auxine 
augmente et les tubercules commencent à bourgeonner. Ainsi est-on 
amené à penser que l'auxine provient des bourgeons. Pourtant la reprise 
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de la prolifération peut intervenir à la même époque pour des fragments 
de tubercules qui n'ont eu aucun rapport avec les bourgeons. Ceci démontre 
donc que le parenchyme élabore lui aussi de l'auxine. 

1,'augmentation de la teneur en acide indole-acétique des tubercules, 
note encore KULESCHA, précède le développement des bourgeons. 

L'analogie avec nos résultats est très grande. 

De nos travaux il ressort en effet, qu'à la quantité d'auxine présente 
dans les cellules parenchymateuses vient s'ajouter la sécrétion des bac- 
téries hébergées qui prolifèrent abondamment dans le parenchyme 
précisément, là encore, juste avant le développement des bourgeons. 
Cette étroite similitude nous renforce bien entendu dans l'opinion qu'il 
existe un rapport bactéries-auxine. 

Par différentes considérations sur la prolifération et l'élongation 
cellulaire le même auteur en arrive à proposer l'existence de deux caté- 
gories d'auxine. Cela pourrait effectivement se produire puisque pour 
nous, cette substance pourrait avoir deux origines différentes (les micro- 
organismes et les cellules) qui seraient susceptibles de posséder des 
activités légèrement dissemblables. 

MAHIAT (1951), élève de MAGROU, de son côté, établit au cours 
de ses recherches sur 1s physiologie des embryons d'orchidées, que le 
champignon symbiotique agit en saccharifiant l'amidon contenu dans 



les cellules de l'embryon et, à la suite de l'accroissement de la pression 
osmotique permet la germination de la graine. L'endophyte fournit 
en outre aux jeunes embryons le supplément de vitamines qu'il synthétise 
en partie. Il s'agit liî encore de résultats et d'interprétations présentant 
beaucoup d'analogie avec les nôtres. 

Quel que soit le mécanisme mis en jeu, l'augn~entation même faible 
de la concentration en substances de croissance d'une cellule modifie 
considérablement son métabolisme. A cet égard, selon des travaux très 
récents, l'acide gibbérellique contrôlerait la synthèse de l'a-amylase 
et réglerait par conséquent le processus de germination. PALEG (1961), 
MACLEOD et MILLARD (1962), YOMO et IINUMA (1962), BRIGGS (1963) 
et surtout VARNER (1964), montrent que l'acide gibbérellique, par un 
mécanisine dans lequel entre une protéine non identifiée, provoque la 
formation d'a-amylase dans les couches a aleurone du caryopse d'Hor- 
deum uulgare. 

S'il en allait de même dans les tubercules de pomme de terre, et 
nous nous proposons d'étudier cela prochainement, il y aurait là une 
explication assez séduisante de l'intervention des bactéries dans la germi- 
nation des tubercules. 

La fig. 45 présente un schéma simplifié di1 mécanisme possible. 
Les bactéries se comporteraient comme une source de gibbérellines qui, 
s'ajoutant à celle déjà existante dans les cellules et grâce à différents 
autres facteurs, déterminerait la formation d'a-amylase : celle-ci dégra- 
derait les glucides complexes et libérerait des sucres simples utilisés à 
la fois par la plante et les bactéries dont le nombre peut ainsi rapidement 
augmenter. 

Pour l'acide indole-acétique on peut envisager un processus iden- 
tique puisque cette substance, selon de nombreux auteurs, est susceptible 
d'intervenir aussi dans l'amylolyse. 

Par exemple, travaillant sur la tomate, BAUSOR (1942), démontre 
que la concentration de 0,02 % d'acide indole-acétique est une limite 
au-dessus de laquelle il y a accélération de l'hydrolyse de l'amidon et 
retard en dessous. 

PILET et MARGOT (1953) constatent que l'amidon est moins abon- 
dant dans les racines âgées de Lens et attribuent ce phénomène à l'augmen- 
tation progressive des auxines endogènes avec l'âge des racines. 

PILET et NURGLER (1953) confirment ce point de vue et provoquent 
la dégradation de l'amidon du même matériel en le traitant par de l'acide 
indo-acétique. Dans les tissus radiculaires du R u m e x ,  BRAKKE et NICKELL 
(1952) établissent l'activation de l'amylase par l'acide indole-acétique. 

In  uifro, l'hydrolyse de l'amidon n'a pu être réalisée en présence 
d'acide indole-acétique ; pour y parvenir il faut ajouter des extraits 
de tissus vivants de Lens (PILET et TURIAN, 1953) ou d9Auena (ANKER, 
1 953). 

Bien entendu, les deux substances dont nous venons d'envisager 
l'intervention n'agissent pas uniquement en tant  que facteurs de forma- 
tion d'amylase. La gamme de leurs possibilités physiologiques est très 
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FIG. 45. - Essai d'interprétation de I'iiiter\entioii des bactéries dans les 
processus aboutissa~it  au déclenchement (lu bourgeoiiii(m~ent des tuberculeî de 
pomme de terre. 

étendue et ce serait sortir du cadre de nos préoccupations que de les 
exposer longuement. Le lecteur intéressé pourra se reporter aux ouvrages 
ou articles spécialisés (1). 

Limitons-nous donc à quelques indications rapides. 

(1) Pour les auxines : THIMMAN (1956-1960), AUDUS (1959), PILET (1961). Pour les gibbh- 
rellines : STOWWE et YAKAHI (19;57), CHOVARD (1958, BRIAN (1959), MONTUEL.LE (1962). 



La présence de gibbérellines endogènes dans les tubercules de pomme 
de terre ne fait aucun doute : elle a été mise en évidence récemment 
par de nombreux auteurs : OKAZAWA (1959), SMITH et RAPPAPORT (1960), 
HAYASHI, BLUMENTHAL-GOLDSCHMIDT et RAPPAPORT (1962) et par 
nous enfin, ici même (p. 130). 

RAPPAPORT et SMITH (1962) ont étudié les variations quantitatives 
des gibbérellines endogènes dans les tubercules de la variété (( red 
Pontiac )) ; la teneur reste faible pendant toute la période de dormance 
et s'accroît considérablement ( X  30) au moment de la germination. 

Par un apport extérieur d'acide gibbérellique on peut : activer la 
germination de semences de Lacfuca (LONA, 1956) ou d'Euonymus europeus 
(BULARD et MONIN, 1960), raccourcir chez la pomme de terre la période 
de dormance des tubercules (RAPPAPORT, LIPPERT et TIMM, 1957 ; 
LAGARDE, 1959 ; TIMM, RAPPAPORT et Coll., 1960 a, b et 1962), augmenter 
le nombre de bourgeons qui s'y développent (VAN HIELLE, 1961), inter- 
venir dans les phénomènes de tubérisation (TIZIO, 1964) (1). 

Nos travaux (p. 145) précisent, d'autre part, l'influence très nette 
de l'acide gibbérellique sur les tubercules de pomme de terre. Nous 
avons noté l'augmentation importante du nombre des bourgeons, la 
réduction du diamètre des pousses, l'accroissement important de leur 
longueur, le développement des bourgeons axillaires, la lignification 
importante de l'anneau vasculaire. 

Même si les modalités de l'action des gibbérellines sont encore assez 
mal connues, on mesurera mieux à l'aide des exemples précédents la 
place que prennent ces substances dans le métabolisme de l'organe et 
par conséquent l'importance qu'il faut accorder à tout ce qui peut en 
modifier la teneur. 

11 n'y a non plus aucun doute quant à la présence d'acide indole- 
acétique dans les tubercules de pomme de terre parfaitement établie 
par de nombreux auteurs : PAVILLARD (1949), BLOMMAERT (1954), 
HEMBERG (1954), VARGA et FERENCZY (1957), SZALAI (1959), MONTUELLE 
et CORNETTE (1964). 

Quelle que soit la théorie générale adoptée pour expliquer le déclen- 
chement du bourgeonnement, mécanisme purement auxinique ou inter- 
vention d'un système inhibiteur, la concentration en auxine est, dans 
les deux cas, un facteur déterminant. Par conséquent, tout ce qui tend 
à modifier cette valeur, le nombre ou la vitalité des micro-organismes, 
par exemple, peut avoir des retentissements importants sur la vie de 
l'organe. Rappelons simplement, à titre d'exemple, le rôle de l'auxine 
dans l'élongation cellulaire, la régulation des synthèses protidiques et 
des réactions enzymatiques, les échanges respiratoires, le métabolisme 
du phosphore, etc ... 

Puisque l'acide gibbérellique et l'acide indole-acétique se trouvent 
l'un et l'autre dans notre matériel, il faudrait naturellement aussi tenir 
compte du synergisme possible entre ces deux substances. Des travaux 

(1) MADEC (1963) vient de publier une mise au point importante sur la physiologie de 
la pomme de terre. 



de BRIAN et HEMMING (1957), GALSTON (1958), KATO (1958) et GALSTON 
et WARBURG (1959), il découle que le premier acide provoque dans les 
tissus traités, un accroissement de la teneur du second. Cette hyperauxinie, 
précisent les auteurs, pourrait être due soit à l'activation de la transfor- 
mation des précurseurs, soit à l'inhibition de la destruction enzymatique 
de l'auxine. 

Réalisant des observations histologiques dans des tissus de topi- 
nambour cultivés in vitro, GAUTHERET (1961 et 1964) précise qu'il obtient 
une production exubérante de formations crib'b-vasculaires dans des 
cultures effectuées en présence d'auxine et soumises, soit à une tempé- 
rature relativement élevée, soit à un traitement par de l'acide gibbérellique 
Il se demande donc si le traitement thermique n'aurait pas pour effet 
de provoquer l'élaboration d'une substance de ce type par les tissus. 

Ce rappel des propriétés des substances de croissance, existant 
dans les tubercules et susceptibles d'être synthétisées par les bactéries, 
n'a pas du tout pour but de proposer une explication d'ensemble des 
mécanismes physiologiques liés au bourgeonnement : c'est l'affaire de 
spécialistes. Cette entreprise serait pour l'instant d'ailleurs présomptueuse 
et prématurée ; nous voulons simplement, dans le cadre de cette discus- 
sion, attirer l'attention sur l'importance qu'il faut accorder à toute 
modification même faible de la concentration en ces deux substances 
connues mais à côté desquelles, grâce à une analyse plus complète, des 
milieux de culture bactériens, d'autres seront peut-être découvertes. 
A cet égard le travail que vient de publier FALLOT (1964) révèle combien 
sont importantes, mais encore peu étudiées, les actions possibles des 
métabolites bactériens sur la physiologie et l'organogénèse même des 
tissus végétaux. En  effet, au cours de ses travaux, des cals formés sur 
des cultures de fragments de topinambour en présence d'Azotobacter 
chroococcum présentent (FALLOT et ROUCH, 1964) certains caractères 
histologiques obtenus aussi sous l'action de l'acide indole-acétique. 
Par contre, en présence de Bacillus megaterium la structure est très 
particulière et ne peut être rapprochée de l'action histologique d'aucune 
autre substance connue (1). PHILIPSON et SHEAT (1963), de leur caté, 
ont pu provoquer, en présence d'Escherichia coli, la formation de cals 
à l'extrémité décapitée d'axes hypocotylés dlHelianthus. 

En nous appuyant sur les faits expérimentaux rappelés ci-dessus 
et issus tant de nos propres travaux que de ceux d'autres chercheurs, 
nous pensons comme POCHON et DE BARJAC (1958) pour conclure cette 
partie de la discussiori, que : Les inter-actions entre plantes et micro- 
organismes constituent un sujet dont les vastes domaines sont encore 
presque inexplorés sauf dans le cas des syn~bioses et des actions patho- 
gènes. Pourtant ces inter-actions sont capitales. Elles représentent l'une 
des pierres de touche de la microbiologie des sols puisque par elles cette 
microbiologie s'impose et s'intègre à la physiologie végétale et à la bota- 
nique ». 

(1) 4 La haute activité des composbs Blaborés par les bactéries dépasse, dit cet auteur, 
celle d'autres substances stimulantes connues 8. 

NYSTERAKIS (1961-62-63) parvient lui aussi à des constatations analogues dans l'étude 
des phénomènes liés à l'inhibition de la germination par des jus de fruits mûrs. 



10. Signification de la diminution du peuplement bactérien. 

Mais revenons à l'évolution du peuplement bactérien pour consi- 
dérer cette fois la diminution du nombre de micro-organismes qui suit 
assez rapidement et irrémédiablement pourrait-on dire la période d'ac- 
tivité dont nous venons d'examiner certaines conséquences. 

Cette régression débute, nous l'avons vu, au moment où les bour- 
geons commencent à se développer et les pousses a s'allonger. 

Comment comprendre ce phénomène ? 

Il peut s'agir d'abord comme nous l'avons déjà évoqué, d'une réaction 
de défense des cellules avec intervention d'un antibiotique naturel sur- 
venant a un moment particulier de la physiologie de l'hôte et plus préci- 
sément en relation directe, comme les travaux de VICENTE JORDANA 
(1960) et les nôtres le laissent prévoir, avec le déroulement du bour- 
geonnement. 

Une autre explication est possible. A mesure que les jeunes pousses 
se développent, les bactéries, en migrant par l'intermédiaire des vaisseaux 
conducteurs passeraient dans les tissus nouvellement formés en provo- 
quant ipso facto la diminution du peuplement au sein des tubercules. 
Il  en va sans doute ainsi en partie du moins, puisque l'on a pu observer 
des micro-organismes dans les vaisseaux ; mais ce n'est certainement 
pas la cause essentielle étant donné qu'assez fréquemment ce sont les 
cellules parenchymateuses qui hébergent les bactéries. 

On peut enfin concevoir que les bactéries contrôleraient elles-mêmes 
leur développement. Elles seraient la cause de leur propre destruction. 
Cela se produit, on le sait, dans des bouillons de cultures âgées ou, au 
cours de la lyse bactérienne sont libérées des substances toxiques pour 
les bactéries. Naturellement, in vivo, les modalités pourraient être 
différentes et l'autolyse survenir, par exemple, lorsqu'un certain équilibre 
entre les bactéries et les plantes a été dépassé. 

Une revue générale de la littérature scientifique consacrée à la 
lyse bactérienne a été publiée par WELSCH (1958). Dans le problème 
qui nous préoccupe, différents types d'enzymes pourraient intervenir : 
- des lysozymes synthétisables par les tissus végétaux (SALTON, 

1958) ou des micro-organismes : Bacillus subtilis, par exemple, pendant 
la phase exponentielle de sa croissance (RICHMOND, 1957) ; 
- des enzymes prenant naissance au moment de la sporulation 

de certains Bacillus (STRANGE et DARK, 1957) : par exemple, parmi 
les espèces que nous avons isolées, les spores de B. cereus, B. subtilis, 
B. licheniformis et B. megaierium contiennent des facteurs de dégra- 
dation des cellules végétatives à l'égard de leur espèce et aussi des 
autres ; 
- des enzymes autolytiques qui ne détruisent que localement la 

paroi bactérienne (NORRIS, 1957). 

Les corps libérés au cours de la destruction des micro-organismes 
pourraient d'ailleurs intervenir également dans le métabolisme de la 
plante. Cela est important, comme le faisait remarquer HIRTH après la 
note de FALLOT (1964). Cette éventualité mériterait d'être précisée 
en séparant les différents produits formés dans les bouillons de cultures 



âgées et étudiant leur action sur les tubercules de pomme de terre. Cette 
remarque étend davantage encore les possibilités d'intervention des 
bactéries dans le métabolisme de la plante-hôte. 

11. Possibilité de la fixation d'azote. 

Y a-t-il parmi les germes isolés des fixateurs d'azote ? 

D'après les travaux récents, 3 espèces le seraient : 
- Bacillus polymyxa : HAMILTON et WILSON, 1955 ; 

GRAU et WILSON, 1964. 
- Aerobacler aerogenes : JENSEN, 1956. 
- Achromobacter sp. : PROCTOR et WILSON, 1958. 

La fixation d'azote par ces micro-organismes s'effectuerait essen- 
tiellement en anaérobiose. En  présence de 10 % d'oxygène le taux de 
fixation ne représente plus que 0,3 % de ce qu'il était en anaérobiose 
(HINO et WILSON, 1958). 

Selon MORTENSON (1962) la découverte de nouveaux organismes 
fixateurs d'azote permet de penser que leur liste va s'étendre. On pour- 
rait en particulier, et l'emploi de l'azote 15 facilite les recherches, déceler 
de nouveaux micro-organismes fixateurs d'azote en opérant sous faible 
pression d'oxygène. 

Parmi les espèces bactériennes isolées un certain nombre peuvent 
intervenir dans le métabolisme de l'azote : 

NO, ---- + NO, Bacillus subfilis 

NO, ---+ NH, Bacillus pumilus 

-: 1 :; NO, OU NO, --- 
Bacillus subtilis 

Bacillus licheniformis 

Tous les travaux auxquels il vient d'être fait allusion, sont effectués 
in vifro. In  vivo les phénomènes sont certainement très différents : on 
sait par exemple que la fixation de l'azote par le Rhizobium n'est possible 
qu'in vivo, dans les nodosités. 

Les résultats que nous avons obtenus en plaçant des fragments 
de betterave sous atmosphère d'azote laisseraient penser qu'in situ les 
bactéries pourraient intervenir dans le métabolisme de l'azote. 

En effet, l'observation des noyaux et des nucléoles dans le matériel 
ainsi traité révèle une hyperactivité cellulaire cytologiquement carac- 
térisée par un intense bourgeonnement nucléolaire, l'extrusion d'acide 
ribo-nucléique dans le cytoplasme et même, si l'action se prolonge par 
la division de certains noyaux. 



Les dosages chimiques confirment bien l'existence de synthèses 
protidiques puisque à la fin de l'expérience la teneur en azote total des 
tissus a augmenté. Les résultats de tels dosages effectués après séjour 
des fragments dans l'azote 15 renforcent encore cette constatation. 

Pour expliquer cette augmentation d'azote total, il faut bien 
admettre, en l'état actuel des connaissances que, dans le cadre de nos 
travaux, la fixation de l'azote passerait par l'intermédiaire des bactéries. 
Il faut cependant écarter, de facon formelle toute envie de généraliser 
hâtivement ce résultat obtenu, soulignons-le, dans des conditions précises 
de séjour en atmosphère enrichie en azote. Le petit nombre de bactéries 
présentes dans les tissus normaux empêche de considérer le processus 
comme une voie importante (voire unique) d'enrichissement en substances 
azotées. 

Les conditions expérimentales favorisent sans doute ici un phéno- 
mène qui, normalement, n'interviendrait que très faiblement. 

Un certain nombre de travaux ont établi la possibilité de la fixation 
de l'azote atmosphérique par des plantes n'appartenant pas à la famille 
des Légumineuses (LIPMANN et TAYLOR, 1922 ; RUBEN, HASSID et  
KAMEN, 1940 ; BOND et GARDNER, 1957 ; GARDNER, 1958). Ils sont en 
général accueillis avec beaucoup de réserve. Les techniques modernes, 
notamment l'emploi de l'azote radioactif, seraient susceptibles d'aboutir 
sans doute à des résultats plus précis. 

12. Nature des relations existant entre les bactéries et les plantes 
supérieures étudiées. 

Quelle est donc, dans le cadre de nos travaux, la nature des relations 
entre les bactéries et  leur hôte ? Quelle réponse apporter à l'analyse 
théorique que nous avons faite de cette question ? Quelle solution adopter : 
l'inertie, la passivité ou l'intervention ? 

A dire vrai, il existe encore deux autres façons de répondre : la 
premiére, par defaut ; la seconde, par excés ; elles nous ont parfois été 
proposées, elles sont trés éloignées l'une de l'autre, opposées même et 
finalement contradictoires. 

Pour les uns, il n'y a pas de relations puisqu'il n'y a pas de bactéries 
dans les cellules : nos résultats sont tout à fait insolites et les bactéries 
isolées et cultivées proviennent, pensent-ils, simplement de pollutions 
de laboraloire, nos manipulations n'Ctant pas aseptiques. 

Nous coniprenons très bien cette objection mais nous l'avons déjà 
réfutée (p. 153). Nous ne pensons pouvoir mieux faire finalement, 
puisqu'il s'agit ici de techniques expérimentales, que d'engager vivement 
les chercheurs qui formuleraient cette critique à refaire personnellement 
certaines des manipulations très simples exposées dans ce mémoire 
(l'immersion dans le sublimé, par exemple, p. 110). 

Pour les autres il y a bien des bactéries dans les cellules ; le fait 
n'est pas du tout insolite mais tellement connu (j'ai déjà souligné la 
contradiction avec l'hypotlièse précédente) qu'il en devient une banalité. 
On conviendra facilement pourtant que les publications sur ce sujet 
ne sont pas nonlbreuses. Il est donc par conséquent, à notre avis tout 
à fait injustifié de considérer a priori cette question comme dénuée 
d'intérêt, c'est une éventualité, nous le reconnaissons volontiers, mais 



on ne peut en décider bien entendu qu'après avoir acquis un minimum 
de connaissances de base. C'est précisément cela notre but. 

Ayant écarté ces deux conceptions abusives, il reste à se prononcer 
pour l'une des trois possibilités évoquées plus haut. 

Nous le ferons sans aucune hésitation : nous concluons à l'intervention 
des micro-organismes dans la vie de l'hôte, au moins dans le cas parti- 
culier de la pomme de terre. 

Voici la progression de notre raisonnement : 
10  les variations fréquentes et importantes du nombre de bactéries 

montrent qu'elles participent à la vie de l'organe ; 
20 les résultats des analyses et dosages biologiques i n  vitro et i n  vivo 

apportent la preuve que les micro-organismes sont capables 
de produire des substances de croissance actives sur le niéta- 
bolisine des cellules de la plante ; 

30 enfin, l'inhibition bactérienne consécutive à l'emploi d'anti- 
biotiques, provoque des modifications physiologiques allant 
jusqu'à la suppression du bourgeonnement. Ceci indique par 
conséquent que les substances de croissance évoquées ci-dessus, 
sont produites, au nioins en partie, par les n-iicro-organismes 
et interviennent dans la vie de l'hôte. 

Dans ces conditions peut-on parler de symbiose ? 
Nous ne nous étendrons pas longuement sur cette interrogation, 

ni ne lui donnerons une réponse bien tranchée ; elle risquerait, trop 
hâtive, d'être trop fragile. Gne discussion comme celle-là demanderait 
un certain recul ; elle nécessiterait une acquisition encore plus grande 
de faits expérimentaux dont la réalisation sort nécessairanent du cadre 
de ce travail. 

Naturellenient, dans ce genre de problème, les malentendus naissent 
souvent de ce que les auteurs ne donnent aux termes le rnême contenu. 
Il importe donc d'être à la fois prudent e t  précis. 

La définition la plus généralement adoptée est celle de DE BARY 
(1879), créateur du terme. Selon lui la symbiose est l'association intime 
e t  habituelle de deux organismes dissemblables à qui des rapports mutuels 
assurent des bénéfices réciproques. 

On ajoute quelquefois un qualificatif de plus à cette association : 
on précise spécifique. 

Décider de l'existence d'une symbiose est aussi dificile que de 
tracer une frontière nette entre la maladie et la santé. E n  effet, comme 
cela est fréquent pour les phénon~ènes biologiques, les passages sont 
très progressifs ; les limites entre les cas de symbiose sensu stricto et 
ceux d'associations moins spécifiques, aux bénéfices unilatéraux, voire 
discutables, sont souvent très difficiles à tracer. 

Dans les cas bien nets de symbiose, celle des Rhizobium et des 
Légumineuses, par exemple, les associés échangent des éléments trophi- 
ques en quantité relativement importante (glucides et produits azotés). 
Il n'en va pas de même, au moins dans l'état actuel des travaux, pour 
les associations étudiées dans ce travail. Ici, les bactéries fourniraient 
à la plante, à très faible dose des éléments de type catalytique ou oligo- 
dynamique. Il n'y a donc pas, dans les relations des associés, de différence 
de nature mais simplement de degré. C'est pourquoi nous ne pensons 



pas que ce fait soit suffisani, à lui seul pour écarter délibérément l'hypothèse 
de la symbiose. 

Pour MARIAT (1951), i'échange des métabolites essentiels que sont 
les facteurs de croissance vitaminiques suffit pour que l'association 
entre dans le cadre de la symbiose. Ces facteurs interviennent d'ailleurs 
également dans les relations entre Rhizobium et Légumineuses (ALLISON 
et Coll., 1934 ; Mc BURNEY et Coll., 1935 et DEMOLON, 1951) en même 
temps que l'acide indole-acétique dont la présence a été signalée dans 
les nodosités (LEFEVRE, 1939 ; LINK et EGGER, 1940 et THIMAN e t  
SKOOG, 1940). 

Cela dit, on peut donc considérer semble-t-il, qu'il y a bien dans 
les tubercules de pomme de terre, objet essentiel de nos recherches, 
bénéfices réciproques entre les associés. Mais si l'onpeut répondre aK3- 
inativement à la premiére exigence de la définition de DE BARY qui veut 
que l'union soit intime, il est bien difficile de se prononcer sur les autres 
qualificatifs la voulant habituelle et spécifique. 

Habituelle, l'association l'est vraisemblablement car la ires grande 
majorité des tubercules étudiés hébergent des bactéries. On peut même 
penser qu'il eu va ainsi pour la totalité de ces organes puisque les tech- 
niques d'isolenient employées n'explorent en fait qu'une faible partie 
des tissus. 

A l'égard de la spécificité nous ne pouvons nous prononcer affirma- 
tivement en raison de la très grande ubiquité des espèces bactériennes 
isolées. 

Pour l'ensemble de ces raisons, dans l'état actuel de nos recherches, 
nous ne considérons pas les associations étudiées comme relevant de 
la symbiose sensu stricto. 

13. Comment int6grer nos recherches dans le contexte scien- 
tifique. 

Touchant presque au terme de cet exposé et malgré l'impression 
de n'avoir abordé qu'une étroite partie du sujet, c'est cependant dans 
le domaine des considérations générales que nous voudrions rester quelques 
instants encore pour tenter d'intégrer, à titre de pure hypothèse, notre 
travail dans un ensemble plus vaste. 

Les relations bactéries-plantes bien connues aujourd'hui dans la 
famille des Légumineuses et quelques autres, représentent un état de 
perfection très poussé dans l'association de deux organismes dissem- 
blables. Des échanges rriutuels très précis et complémeritaires s'effec- 
tuent au niveau d'organes parfaitement spécialisés dans lesquels la 
densité bactérienne est très forte. Cette perfection témoigne d'un équilibre 
certainement complexe et par conséquent fragile entre beaucoup de 
facteurs, internes et externes. Parmi ces derniers, la composition de 
l'atmosphère et en particulier le rapport O, IN, a pu constituer un cadre 
dans lequel cette association a évolué jusqu'au stade que nous connais- 
sons. En  d'autres termes la composition atmosphérique actuelle serait 
un facteur déterminant ayant porté l'accord des Rhizobium et des Légu- 
mineuses a un niveau de perfectionnement très élevé, caractérisé essen- 
tiellement par la concentration des micro-organismes dans des organes 
spécialisés. 



Les associations étudiées ici, par contre, en raison des exigences 
et des possibilités très différentes de leurs partenaires pourraient corres- 
pondre à des systèmes d'inter-relations qui trouveraient leur plein épa- 
nouissement dans d'autres conditions extérieures, en particulier atmosphé- 
riques, et qui, en voie de construction ou en cours de dégradation, seraient 
caractérisés par une dispersion très diffuse de bactéries peu nombreuses 
dans les organes. 

Considérant donc nos travaux sous l'angle de l'évolution physio- 
logique, nous serions ainsi en présence ou bien de vestiges d'associations 
en rupture d'équilibre ou bien de forme d' (( adolescence » d'un accord 
qui se cherche. 

Les phénomènes que nous avons étudiés pourraient d'une certaine 
manière prendre leur place dans la progression des relations générales 
nouées d'une part, entre les bactéries ou les champignons et, d'autre 
part, les plantes supérieures. 

Dans le sol se développent une foule de micro-organismes, bactéries 
et champignons notamment, opérant un nombre considérable de trans- 
formations chimiques. 

La zone proche des racines des végétaux supérieurs, la rhizosphère, 
constitue déjà un territoire tout à fait particulier, dans lequel, tout en 
restant parfaitement extérieur l'un à l'autre, par le jeu de leurs sécrétions 
réciproques les organismes entretiennent des relations trophiques ou 
hormonales de synergie ou d'antagonisme. 

La progression se poursuit : les hyphes des champignons s'entre- 
mêlent et tissent autour des racines un manchon continu qui reste exté- 
rieur. Ce sont les mycorhizes ectotrophes. Parfois quelques hyphes 
arrivent à pénétrer dans les espaces intercellulaires. 

Un pas de plus et les filaments mycéliens forcent la barrière des 
cellules et s'y développent abondamment : ce sont les mycorhizes endo- 
trophes (Orchidées). 

Nous pourrions placer ensuite les phénomènes que nous avons 
étudiés, caractérisés par la présence au sein des cellules de la plante, 
d'un faible nombre de bactéries appartenant à plusieurs espèces et dont 
la répartition est très diffuse. 

Enfin, lorsqu'une seule espèce se multiplie abondamment dans les 
organes spécialisés de la plante (nodules) les relations semblent avoir 
atteint un état de grande perfection. Il serait bien entendu commode 
de pouvoir disposer d'un terme simple pour désigner les tissus sains 
qui hébergent des bactéries. 

L'appellation rhizosphère s'applique à la zone du sol proche du 
système radiculaire où se réalisent des rapports entre les racines et les 
bactéries du sol. 

La spermosphère est le lieu précis, limité au pourtour de la graine, 
où s'établissent des échanges entre les micro-organismes telluriques et 
la graine en germination. 

L'hisfosphère est un terme parfois utilisé pour parler de la terre 
qui se trouve en contact direct des radicelles. 

L'ensemble des cellules d'un végétal qui sont susceptibles d'héberger 
des bactéries et de nouer des relations réciproques avec elles, pourrait, 
pensons-nous, s'appeler l'endosphère. 



Conclusions générales 

De l'ensemble des travaux consacrés à l'étude des bactéries hébergées 
par les cellules des plantes supérieures saines, à leur localisation, à leur 
intervention dans le métabolisme de l'hôte, nous pouvons, en ne retenant 
que l'essentiel, tirer les conclusions générales suivantes. 

1 0  En  appliquant les techniques classiques et aseptiques de la 
bactériologie nous avons à partir : 

a )  d'organes tubérisés de : 

Solanum tuberosum, Beta uulgaris, Daucus Carota, Cichorium 
Intybus,  Helianthus tuberosiis, A p i u m  graueolens, Rrassica 
N a p u s ,  Raphanus  satiuus ; 

b )  de caryopses de Tri t icum sat ivum et Zea M a y s  ; 
c )  d'embryons de Phaseolus vulgaris ; 

isolé diverses espèces bactériennes. 

Les espèces le plus fréquemment isolées sont : 
Sarcina,  Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp., Achromobacter sp., 
Flavobacterium sp., Aerobacter cloaca, Klebsiella aerogenes, Paracoli 
aerogenoides, Proteus rettgeri. Dans le genre Bacillus : cereus, licheniformis, 
megaterium, subtilis, sphaericus, coagulans, polymyxa et pumilus. 

20 Des observations cytologiques après coloration différentielle 
effectuées dans les tissus tubérisés de pomme de terre ou de betterave 
et dans les différents organes issus de la germination stérile de caryopses 
de blé et de maïs, il résulte que : 

a )  les bactéries sont situées dans les cellules et généra- 
lement groupées en petites colonies muqueuses de 4 à 10 indi- 
vidus ; elles n'occupent pas de situation particulière au sein 
des cellules ; 



b )  dans les tubercules de pomme de terre au repos les 
bactéries se trouvent surtout dans les cellules parenchymateuses 
profondes ; au  moment du bourgeonnement les micro-orga- 
nismes, plus nombreux, sont souvent localisés de part et 
d'autre des éléments conducteurs du tubercule et aussi dans 
les jeunes pousses ; 

c )  les bactéries sont peu nombreuses dans les racines 
tubérisées de betterave ; le séjour dans l'azote gazeux provoque 
la multiplication des micro-organismes dans les cellules ; 

d )  dans les racines de carotte les bactéries se rencontrent 
surtout dans les vaisseaux ; 

e )  les micro-organismes sont présents en faible nombre 
dans les différents organes issus de la germination aseptique 
de caryopses stériles de blé et  de maïs. 

30 Outre la prolifération bactérienne, le séjour des fragments de 
betterave sous azote gazeux provoque la recrudescence des synthèses 
protéiques. 

Ces résultats découlent : d'une part, de l'observatiori des images 
nucléaires et  nucléolaires et, d'autre part, des dosages chimiques d'azote 
total effectués en particulier avant et après le séjour des fragments 
dans l'azote marqué 15. 

40 En  utilisant deux techniques différentes de dénombrement, 
le peuplement bactérien des tubercules de pomme de terre a été étudié 
de façon dynamique. Ceci aboutit aux résultats suivants : 

a) pas de différence qualitative notable d'une variété 
de pomme de terre à l'autre ; 

b )  pas d'influence caractéristique des différents sols sur 
la nature des micro-organismes hébergés par une même variété. 

c )  en cours de végétation, dans les tubercules-mères, 
le nombre de bactéries tend à augmenter ; 

d )  pendant trois années consécutives au  cours de la con- 
servation hivernale, il s'est produit dans la période qui précède 
l'apparition des bourgeons une augmentation importante du 
peuplement bactérien : elle n'a pi1 êIre supprimée mais sim- 
plement retardée en soumettant les tubercules à l'action du 
froid ou de l'isopropyl-phényl-carbarnate ; 

e )  le traitement par la rindite qui abrège la période de 
dormance provoque aussi la multiplication des micro-orga- 
nismes au sein des cellules ; 

/) le décalage croissant entre le peuplement de pommes 
de terre restées en végétation et celui de tubercules conservés 
au laboratoire après récolte, indique que les apports nutritifs 
ou les substances hormonales élaborées pendant la période 
de végétation réagissent sur le comportement des bactéries; 

g) enfin, le séjour sous vide, l'élévation de température 
et l'immersion dans un liquide, niême antiseptique comme 
le sublimé, favorisent la multiplication bactérienne. L'oxygène 
a l'action inverse. 



50 La plupart des espèces bactériennes isolées sont capables de 
produire i n  vitro de l'acide indole-acétique et une substance du groupe 
des gibbérellines. 

Il existe i n  vitro un certain parallélisme entre la quantité de ces 
substances dans les tissus et le nombre de bactéries qui s'y trouvent. 

60 Des antibiotiques, en particulier la kanamycine et la néomycine 
peuvent en agissant sur les bactéries et sans exercer d'action toxique 
sur les cellules végétales, inhiber complètement le bourgeonnement. 

70 La gibbérelline est susceptible de rendre aux tubercules traités 
par l'antibiotique un certain pouvoir de bourgeonner. 

Ces résultats, sur le plan -théorique, suggèrent les hypothèses sui- 
vantes qui nous paraissent les plus plausibles : 

a)  l'apport d'auxine et de gibbérelline bactérienne serait 
une phase indispensable dans le mécanisme qui aboutit a 
l'émission des bourgeons ; 

b )  les micro-organismes par l'intermédiaire des substances 
de croissance qu'ils produisent pourraient contrôler la synthèse 
d'a amylase et; intervenir par conséquent dans le processus 
du bourgeonnement ; 

c j  les bactéries interviendraient, dans certains cas, dans 
le métabolisme de l'azote favorisant notamment les synthèses 
protidiques ; 

d )  a côté de l'auxine et de la substance du groupe des 
gibbérellines les micro-organismes seraient susceptibles de 
produire des métabolites particuliers qui agiraient sur la crois- 
sance de l'hôte, soit directement, soit par l'intermédiaire des 
auxines ; 

e )  on pourrait considérer les associations que nous avons 
étudiées, soit comme des formes dégradées d'associations plus 
parfaites, soit comme des ébauches de relations plus étroites ; 

f )  si l'on considère les relations entre : d'une part, les 
bactéries ou les champignons et, d'autre part, les plantes supé- 
rieures, on peut établir une progression régulière dans l'union 
de plus en plus étroite des associés. E n  voici quels seraient les 
différents stades : 
- rhizosphère, 
- mycorhizes ectotrophes, 
- mycorhizes endotrophes, 
- associations diffuses étudiées dans ce mémoire, 
- relations très spécialisées (du type de celles qui lient les 

Rhizobirim aux Légumineuses) ; 
g) l'ensemble des cellules d'un végétal qui sont susceptibles 

d'héberger des bactéries pourrait s'appeler : l'endosphère. 





ANNEXES 

1. - EXTRAIT DE LA PRÉFACE DE L'OUVRAGE 

« LES SYMBIOTES », DE PORTIER 

Tous les êtres vivants, tous les animaux, depuis l'Amibe jusqu'h l'Homme ; 
toutes les plantes, depuis les Cryptogames jusqu'aux Dicotylédones, sont constitués 
par l'association, l'emboîtement de deux êtres différents. 

Chaque cellule vivante renferme dans son protoplasme des formations que les 
histologistes désignent sous le nom de mitochondries. Ces organites ne seraient pour 
moi autre chose que des bactéries symbiotiques, ce que je nomme des symbiotes. 

Le symbiote est un micro-organisme qui possède deux propriétés remarquables : 
une extrême plasticité qui lui permet une adaptation aux conditions les plus variées 
et un pouvoir de synthèse très étendu, variable d'ailleurs avec les conditions dans 
lesquelles il est placé. 

La bactérie symbiotique vient du milieu extérieur : elle peut, dans certains cas 
y retourner et vivre d'une vie indépendante. Les bactéries seraient donc les seuls 
êtres simples, tous les autres seraient doubles. 

2. - COLORATION DE GRAM 

Violet de gentiane : 

Pulvériser au mortier 10 g de violet de gentiane pour bactériologie. Ajouter 
lentement 100 ml d'alcool éthylique A 950. Filtrer. 

Préparer par ailleurs : 

Solution aqueuse d'acide phénique A . . . . . 5 % 
Solution aqueuse de gélatine 5i . . . . . . . . 0,2 % 

A 100 ml de violet de gentiane on ajoute lentement 400 ml de la solution de 
gélatine filtrée et chaude (50° C). On place l'ensemble dans un flacon bouché 5i 370 C 
pendant 24 h. Mesurer 500 ml de la solution d'acide phénique et l'additionner au 



mélange en respectant la progression journalière suivante (exprimée en ml) : 0,l - 
0,2 - 1 - 2 - 10 - 20 - 50 - 100 - 100 - reste des 500 ml. Le mélange est laissé au 
repos pendant quatre jours puis filtré sur papier. 

Solution iodo-iodurée (lugol) : 

Iode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 g 
Iodure de potassium . . . . . . . . . . . .  2 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  100 ml 

Placer l'iode et l'iodure dans un mortier. Ajouter l'eau progressivement. 

Fuchsine phéniquée de Ziehl : 

Fuchsine basique pour bactériologie . . . . . .  10 g 
Acide phénique neigeux . . . . . . . . . . .  50 - 

.Alcool éthylique à 900 . . . . . . . . . . . .  100 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

Coloration : 

Prélever au fil droit une fraction de colonie ; l'étaler sur une lame porte objet 
après émulsion dans une goutte d'eau. Sécher et fixer par flambage. Recouvrir le 
frottis d'une quantité suffisante de solution de violet de gentiane. Laisser au contact 
une minute en remuant douceme~it la lame. Rejeter le violet et le remplacer par la 
solution iodo-iodurée ; laisser en contact pendant 15 à 20 s ; rejeter et remplacer 
par la même solution pendant le même temps. Ne pas laver et décolorer aussitôt par 
l'alcool éthylique à 950. Arrêter la décoloration dès que l'alcool qui s'égoutte est inco- 
lore. Laver à l'eau courante. Recolorer A la fuchsine de Ziehl diluée au 1 /10e. La 
recoloration doit être courte et suivie aussitôt d'un abondant lavage à l'eau courante. 
Sécher. 

Les bactéries qui oiit fixé le premier colorant sont violet foncé : elles sont Gram 
positif ; celles qui ont été décolorées par l'alcool puis recolorées par la fuchsine sont 
roses ou rouge pàle : elles sont Gram négatif. 

3. - COLORATION DES SPORES : MÉTHODE DE TRUJILLO 

On utilise une solution aqueuse de vert malachite A 0,5 % (5 mn). On recouvre 
le frottis et chauffe jusqu'A émission de vapeur ; faire agir ensuite, pendant 20 s une 
solution aqueuse de fuchsine basique à 0,25 %. 

Les spores sont vertes ; les bactéries rouges. 

4. MISE EN ÉVIDENCE DE LA CAPSULE : MÉTHODE DE BURRI 

011 dépose à la surface d'une lame pafaitement propre une goutte d'encre de 
Chine (marque Pelikan). S'il s'agit d'une colonie en prhlever au fil droit un fragment 
e t  l'émulsionner dans l'encre. S'il s'agit d'une culture en bouillon déposer une goutte- 
lette à côté de celle d'encre de Chine et les mélanger avec l'angle d'une lamelle couvre- 
objet. On recouvre d'une lamelle et comprime doucement sous un papier buvard. 
On examine à l'immersion en lumière ordinaire ou mieux en contraste de phase. 



5 .  - BOUILLON NUTRITIF 

Il comprend : 

Extrait de viande . . . . . . . . . . . . . .  10 g 
Peptone (oxoïd) . . . . . . . . . . . . . . .  10 - 

Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 
Glucose. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

On chauffe doucement jusqu'à dissolution parfaite. On ajuste le pH à 7 - 7,2 
On répartit dans les tubes et passe à l'autoclave à 1200 C pendant 20 mn. 

6. - GÉLOSE NUTRITIVE 

A 1.000 ml du bouillon nutritif précédent on ajoute 15 g d'agar (Difco). Porter 
a ébullition lente avec précaution. 

On répartit en boites de Pétri ou en tubes ; stérilise 20 mn à 1200 C. On laisse 
refroidir les tubes en position inclinée pour obtenir une large surface de culture. 

7. - TRANCHES DE POMME DE TERRE 

On découpe dans de gros tubercules lavés et épluchés des tranches de 6 mm 
environ d'épaisseur. On les dépose dans des boites de Pétri renfermant un peu d'eau. 
On passe à l'autoclave à 1200 C pendant 40 mn. On ensemence au fil de platine en 
stries parallèles. 

8. - MILIEU DE BEERENS ET GUILLAUME 

POUR LA RECHERCHE DE L'ACÉTYL-MÉTHYLCARBINOL 

Extrait de viande . . . . . . . . . . . . . .  3 g 
Peptone trypsique . . . . . . . . . . . . . .  20 - 
Extrait de levure . . . . . . . . . . . . .  3 - 

. . . . . . . . . . . . .  Chlorure de sodium 5 - 

A g a r .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  900 ml 

Cette formule convient pour les aérobies. Si l'on désire étudier des anaérobies, 
il faut : 

Ajouter 0,5 g de cystéine (chlorhydrate) et réduire à 0,5 g la quantité d'agar. 

Ajuster à p H  7,2 ; répartir à raison de 9 ml. par tube. Aprks stérilisation l'auto- 
clave 20 mn à 1200 C, ajouter stérilement dans cyaqne tube 1 ml d'une solution de 
glucose à 50 % stérilisée par filtration sur bougie Chamberland L 3. La concentration 
en sucre du milieu est donc de 5 %. Mélanger. Laisser refroidir verticalement pour 
les anaréobies, en position inclinée (butte e t  tranche) pour les aérobies. 

Ensemencer les tubes verticaux par inoculation en profondeur : les tubes inclinés 
sur la tranche en stries serrées. 



Incuber à 300 C, 24 à 48 h. 

Ajouter alors (méthode de BARRIT) (1936) : 
20 gouttes de soude à 16 %, 
10 gouttes d'une solution alcoolique (600) d'a naphtol frafchement 

préparée. 

La réaction se lit très facilement : une coloration rouge groseille indique que l'espéce 
étudiée produit de l'acétyl-mbthy-carbinol. 

9. - MILIEUX SUCRÉS POUR L'ÉTUDE DES FERMENTATIONS 

La composition du milieu, qui nous a été fournie par l'Institut Pasteur de Lille 
diffère selon que l'on veut étudier des 

- bactéries sporulées à Gram positif, 
- bactéries non sporulées à Gram négatif. 

A) Milieu sucre pour les Gram + sporul6es (Bacillacere). 

Préparer : 
Phosphate monoammonique . . . . . . . . .  1 g 
Chlorure de potassium . . . . . . . . . . . .  0,2 - 
Sulfate de magnésium . . . . . . . . . . . .  0,2 - 

A g a r .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 
Solution de bromocrésol pourpre à 0,041 % (virage 

5,2 - 6,8) . . . . . . . . . . . . . . .  12 ml 

Ajuster le p H  à 7 e t  porter à ébullition. Après filtration on répartit à raison de 
5 ml par tube. On ajoute ensuite à chacun d'eux après stérilisation e t  refroidissement 
à 50-600 C, 10 gouttes d'une solution de sucre stérilisée par filtration sur bougie Cham- 
berland L 3 à : 

10 % pour le xylose, le glucose, le mannitol, le lactose et le saccharose ; 
5 % pour les autres sucres : arabinose. 

Laisser solidifier en position inclinée pour obtenir une butte e t  une tranche, 
e t  ensemencer en stries serrées. 

La dégradation des sucres, si elle a lieu, entraine le virage de l'indicateur du 
pourpre au jaune. 

B) Milieu sucré pour les Gram - non sporulées (Pseudomonacere e t  Entero- 
bacteriaceæ). 

Préparer : 
. . . . . . . . . . . . . . .  Peptone (Oxoïd) 2 g 

Extrait de viande . . . . . . . . . . . . . .  1 - 

. . . . . . . .  Protéose peptone no 3 (Difco) 2 - 

. . . . . . . . . . . . .  Chlorure de sodium 5 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 
Rouge de phénol (virage 6,8 - 8,4) . . . . . .  0,018 g 



On ajuste le p H  à 7,2. Comme précédemment on ajoute les solutions sucrées 
préalablement stérilisées sur bougie, 

Un pouvoir de fermentation se traduit, au sein de ce milieu liquide, par le virage 
de l'indicateur coloré du rouge au jaune. 

10. - MILIEU POUR LA RECHERCHE DES GAZ 

La composition de ce milieu est identique a celle des milieux sucrés (A. 9). 

Pour les Gram + sporulées on supprime l'agar : le milieu est donc liquide comme 
pour les Gram - non sporulées. 

On répartit en tubes (environ 10 ml) dans lesquels on a introduit un petit tube 
qui joue le r6le de cloche à gaz. On stérilise comme ci-dessus. 

Si l'espèce ensemencée est productrice de gaz, celui-ci sera recueilli par la cloche 
qui peut, lorsque le dégagement est important, être entrainée vers la surface. 

11. - GEL D'AMIDON 

Employer le milieu suivant : 

Gélose nutritive ordinaire (A. 6) sans glucose . . 1.000 ml 
Amidon de pomme de terre. . . . . . . . . .  10 g 

Délayer progressivement en agitant constamment e t  chauffant doucement. Répar- 
tir en tubes 200 x 20 à raison de 20 ml. 

Stériliser à l'autoclave 20 mn a 1000 C. 

Au moment de l'emploi, faire fondre au bain-marie bouillant. Couler en boites 
de Pétri ; agiter pour homogénéiser. Après refroidissement ensemencer au centre 
de la bolte en une seule touche. Incuber a 300 C pendant 1 à 8 jours. Quand le déve- 
loppement de la colonie est suffisant, verser à la surface du milieu de l'alcool éthylique 
à 950 ; elle s'opacifie e t  devient blanchàtre sauf dans la zone où l'amidon a été hydro- 
lysé ; à cet endroit, autour de la colonie, la gélose est transparente. 

12. - MILIEU DE SIMMONS : UTILISATION DU CITRATE 

Sulfate de magnésium . . . . . .  
Phosphate monoammonique . . .  
Phosphate bipotassique . . . . .  

. . . . . . . .  Citrate de sodium 
Chlorure de sodium . . . . . . .  
Bleu de bromothymol . . . . . .  
Agar . . . . . . . . . . . . . .  
Eau distillée . . . . . . . . . .  

Dissoudre par chauffage. Ajuster le pH à 6,8. Répartir dans des tubes neufs 
très soigneusement lavés (il faut éviter pour ce test toute trace de carbone organique). 



Répartir en tubes de 160 x 16 à raison de 5 ml par tube. Passer à l'autoclave 20 mn 
à 1200 C. Laisser refroidir en position inclinée pour obtenir une butte et une tranche. 
On ensemence la tranche en évitant tout apport de milieu étranger et incube à 300 C 
pendant 1 à 10 jours en observant les résultats chaque jour. Si le milieil devient bleuté 
ou tend progressivement vers le bleu outre-mer, le citrate est utilisé. 

13. - MILIEU DE CHRISTENSEN : RECHERCHE DE L'UREASE 

Peptone bactériologique. . . . . . . . . . . .  1 g 
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Glucose 1 - 

Phosphate monopotassique . . . . . . . . . .  2 - 

Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . .  5 -  
Agar en poudre . . . . . . . . . . . . . . .  20 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000  ml 
Solution de rouge de phénol à 0,4 % . . . . .  3 - 

En portant à l'ébullition on ajuste le pH à 7. 

On répartit à raison de 5 ml par tube, stérilise 15 mn à 1200 C. Après refroi- 
dissement jusqu'à 50-550 C on ajoute aseptiquement à chaque tube 0,s  ml d'une 
solution d'urée à 20 % dans l'eau distillée, stérilisée préalablement par filtration 
sur bougie Chamberland L 3. On laisse solidifier en position inclinée pour obtenir 
une petite tranche et un gros culot. 

On ensemence la tranche, incube à 30 ou 370 C pendant 1 à 6 jours. Le virage 
au rose puis au rouge traduit l'hydrolyse de l'urée. 

14. - EAU PEPTONÉES : RECHERCHE DE L'INDOLE 

011 prépare : 

Peptone pancréatique exempte d'indole . . . .  10 g 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000  ml 

Ajuster le pH à 7,2. Répartir en tubes (5 à 10 ml) ; stériliser 20 mri à 1200 C. 
Incuber 24-48 h à 370 C. 

On ajoute alors dans chaque tube : 

3 gouttes d'une solution de nitrite de potassium A 1 /10.000 
5 gouttes d'acide sulfurique pur. 

En présence d'indole on observe après agitation une coloration rouge que l'on 
peut rassembler en surface par addition d'alcool amylique. 

15. - MILIEU POUR LA RECHERCHE DES NITRITES 

Préparer : 

Peptone . . . . . . . . . . . . . . . . . .  20 g 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000  ml 



Ce milieu peut être additioiiii6 ou non de 

Nitrate de potassium . . . . . . . . . . . .  10 g 

suivant que l'on veut mettre en évidence la formation de nitrites soit directement 
à partir de la peptone, soit à partir du nitrate. 

Répartir en tubes. Stériliser A l'autoclave 20 mil à 120° C. 

Ensemencer. Incuber 24 h à 370 C. 

La recherche des nitrites est effectuée en versant dans chaque tube de culture : 

1 ml d'une solution d'acide sulfanilique à 0,2 % dans l'acide acétique à 30 %, 

Quelques gouttes d'une solution d' ct -naphtylamine à 0,5 % dans l'acide acé- 
tique à 30 %. 

L'apparition d'une coloration rouge traduit la présence de nitrites. Certains 
germes sont capables de dépasser, en 24 h le stade des nitrites. Il faut alors rechercher 
ceux-ci plus précocement. 

16. - MILIEU GCLATINE 

Préparer : 

Extrait de viande . . . . . . . . . . . . . .  3 g 
Peptone . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 - 

Gélatine . . . . . . . . . . . . . . . . . .  120 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

Chauffer à 500 C pour dissoudre. Ajuster le pH à 6,8 - 7. Répartir en tubes de 
façon que la hauteur de milieu soit de 6 à 7 cm. Stkriliser par passage à l'autoclave 
30 mn. à 1150 C. Laisser refroidir en culot. 

Inoculer par piqûre centrale en se servant d'un fil droit et long. Laisser les tubes 
à la température du laboratoire. Observer l'apparition de la liquéfaction : vitesse 
et forme. L'étude doit être prolongée pendant un mois. Il faut donc préserver le milieu 
de la dessication (recouvrir les tubes d'un capuchon de caoutchouc). 

17. - MILIEU AU LAIT 

11 comporte : 

Lait sec et écrémé . . . . . . . . . . . . .  100 g 
Bromocrésol pourpre . . . . . . . . . . . .  0,04 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

011 répartit dans les tubes, stérilise 20 mn à 1200 C et ensemence. 

Après incubation on notera : 

- coagulation par acidification. L'hydrolyse du lactose acidifie le milieu et le fait 
virer au jaune ; 

- coagulation sans acidification : le liquide reste bleu-violet ; 

- digestion du caillot consécutive à l'action d'un enzyme protéolytique. 



18. - MILIEU POUR LA RECHERCHE DE LA LECITHINASE 

Préparer : 

Extrait  de viande . . . . . . . . . . . . . .  6 g 
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Peptone 10 - 

. . . . . . . . . . . . .  Chlorure de sodium 5 - 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

Dissoudre à chaud. Ajuster le p H  à 7. Répartir à raisoii de  20 ml par tube. Stéri- 
liser 20 mii à 1200 C. 

Au moment de l'emploi, après fusion e t  refroidissement à 45-500 C or1 ajoute 
au  contenu de  chaque tube 2,5 ml  de lécithine obtenue en diluant dans 250 ml d'eau 
stérile uri jaune d'œuf prélevé aseptiquement. On coule en boîte de Pétri. 

On ensemence par piqare au  centre de la boite. Après 48 h d'incubation à 300 C 
la présence d'une lécithinase se traduit par  l'apparition d'uiie zone opaque autour  
de  la colonie. Dans certains cas, la précipitation est limitée à la zorie recouverte par  
la colo~iie ; oil dit alors qu'elle est réduite. 

19. - MILIEU V-L : AEROBIOSE-ANAEROBIOSE 

Ce milieu qui coiitieiit de  l'extrait de  viande (V) ct  de In levure (L) est ainsi 
composé : 

Peptone trypsique . . . . . . . . . . . . . .  10 g 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 

Extrait  de viande . . . . . . . . . . . . . .  2 - 

Extrait  de levure . . . . . . . . . . . . . .  5 - 

Chlorhydrate de  cystéine . . . . . . . . . .  0,s - 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 - 
Eau ordiriaire . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

011 rarnhne le p H  à 7,2 puis ori répartit à raison de 4 ml par tube de 170 x 8. 
Stériliser à l'autoclave 20 mn à 1150 C. Laisser refroidir à 450 C e t  ensemencer avec 
une pipette Pasleur fermée, préalablement plongée dans une suspension microbieilne, 
en ayant soin de répartir l'inoculum dans tout  le volume de milieu. 

Chaque bactérie a ses niveaux spécifiques de développement optimum e t  on 
détermine ainsi son type respiratoire. 

20. - MILIEU POUR L'ÉTUDE DE LA MOBILITÉ 

On utilise le milieu : 

Peptone . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 a 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  5 - 
Eau  distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 



Dissoudre par chauffage. Ajuster le pH à 7,2. Répartir en tubes de 160 x 16 
à raison de 8 ml environ par tube. Stériliser à 120° C pendant 20 mn. Laisser refroidir 
en position droite pour obtenir un culot. 

Prélever une trace de culture à l'aide d'un fil bien droit et assez long. Ense- 
mencer en piqûre centrale et verticale dans le culot de gélose molle. 

Incuber à 370 C pendant 24 h ou plus. I,a mobilité du germe se traduit de la 
façoii suivante : 

-- espèce immobile : picpire fine nette ; 

- espéce peu mobile : de chaque côté de la piqûre on observe de petits diver- 
ticules qui tendent à gagner les parois ; 

- espèce mobile ou très mobile : la piqûre disparaît presque ; elle est noyée dans la 
masse microbienne qui envahit le milieu. 

21. - TEST DU ROUGE DE MÉTHYLE 

Préparer (milieu de CLARK et LUES) : 

Pel~torie trypsiquc . . . . . . . . . . . . . .  10 g 
Phosphate bipotassique . . . . . . . . . . .  2 - 

Glucose. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 - 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

Dissoudre par chauffage. Ajuster le pH à 7,5. Répartir en tubes. Stériliser 20 mu 
à 1200 C. Eiisemencer. Incuber à 30 ou 37O pendant 24-48 h. 

X 1 ou 2 ml de la culture, on ajoute : 

2 gouttes d'une solution de rouge de méthyle A 0,5 % dans l'alcool à 600. 

Une teinte rouge indique que le p H  est inférieur à 4,5 : la réaction est positive. 

LJne teinte jaune indique un pH supérieur à 6 : la réaction est négative. 

La réaction repose sur la réduction du sulfate ferreux en sulfure noir. 011 prépare : 

Trypticase (U.B.L.) . . . . . . . . . . . . .  20 g 
Thiosulfate de sodium . . . . . . . . . . . .  1 - 
Sulfate ferreux. . . . . . . . . . . . . . . .  0,2 - 
A g a r .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 ml 

Chauffer doucement pour dissoudre. Ajuster le pFI à 7,2 - 7,4. Répartir en tubes. 
Stériliser 15 mn à 1200 C. Laisser refroidir en position verticale. 

Iiioculer avec un peu de culture provenant d'un milieu solide, par piqûre centrale 
verticale et profonde. Incuber à 370 C pendant 10 jours. On observe chaque jour : 
le noircissement de la trace d'inoculation indique la production de H,S. 



011  iitilise le milieu : 

"ep t one . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 2 
Phosphate bipotassic~ue . . . . . . . . . . .  1 - 

Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  .) -- 

Extrait  de levure . . . . . . . . . . . . . .  3 - 

(1-1 phériyl-alaniiie . . . . . . . . . . . . . .  2 - 

Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  12 -- 

Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 ,000 riil  

Répartir en tubes. Stériliser 20 mil à 1200 C Laisser refroidir cil positioii incliiiée 
pour obtenir une longue tranche. 

Ensemencer. Incuber 18 à 24 h a 370 C. l<ecouvrir la ci~ltiirc a\ee .i a Ci gouttes 
(le la solution suivante : 

Solution à denii-saturatioii d'alun clc fer . . . .  ,5 ln1 
Sulfate d'ammonium . . . . . . . . . . . . .  2 g 
Acide sulfurique à 10 0/, . . . . . . . . . . .  1 ml 

1,'apparition rapide d'une coloration vert-fraiic est caracléristique de la tiaiisfor- 
rnation de la phéiiyl-alanine cil acide phényl-pyruvique. 

24. - TEST AU CYANURE DE POTASSIUM 

Technique de BUTTIAUX : 

Préparer : 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Peptone 10 g 
. . . . . . . . . . . . .  Chlorure de sodium 5 - 

. . . . . . . . . . . .  Phosphate dissodique 5,63 - 
Phosphate monopotassique . . . . . . . . . .  0,22 - 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1.000 1111 

Dissoudre par chauffage et  ajuster le pH à 7,5. 

Répartir 2 ml par tube de S x 120 mm. Stériliser 20 rnn à 1200 C. Au moment 
de l'emploi ajouter 0,1 ml d'une solution de cyanure de potassium à 0,5 % dans 
l'eau, conservée au  réfrigérateur mais non stérilisée. 

Inoculer 3 doses bouclées dc la culture de 18 à 24 11 en eau peploriée du microbe 
à étudier ; les émulsionner dans la totalité du  contenu du tube. Incuber à 370 C et  
examiner 18 à 24 h plus tard. Un disque blanc net à la surface du tube indique le 
développement de la bactérie (test 4.). La durée de la coiiservalio~i dc la solutiori 
de KCN est environ un mois à + 40 C. 



25. - DÉCARBOXYLATION DES ACIDES AMINÉS 

Technique de ~IOELER.  

On prépare le milieu : 

Peptoric spéciale Orthana (1) . . . . . . . . .  .5 g 
Extrait de viande de bœuf . . . . . . . . . .  5 - 
P y r i d o x a l . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  0,005 - 

Solution aqueuse de pourpre de bromocrésol à 
1 p. 500 . . . . . . . . . . . . . . . .  5 ml 

Solution aqueuse de rouge de crésol A 1 p. 500 . 2,5 - 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 3  g 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

Dissoudre et ajuster le pH à 6. Répartir en tubes (8 x 120 nim). Stériliser 15 mil 
à 1200 C. Ajouter alors 1 ml de la solution d'acide aminé à : 

1 % de 1, + lysine dihydrochlorohydrate, 
1 % de L + arginine monohydrochlorhydrate, 
1 % de L + ornithine dihydrochlorohydrate. 

On ensemence chacun des tubes avec un peu de culture de 24 h sur gélose nutri- 
tive. On recouvre avec une couche d'huile de parafine stérile (15 mm de hauteur). 
Incuber 4 jours à 370 C. 

Si la coloration initialement jaune devient bleu-violet, la réaction est positive. 

26. - RECHERCHE DE L'OXYDASE 

ET DE LA CYTOCHROME-OXYDASE 

Déposer au centre d'un fragment de papier Whatman no 1 placé sur une lame 
de verre 2 à 3 gouttes d'une solution aqueuse à 1 % de chlorhydrate de tétra-méthyl- 
para-phénylène-diamine. 

Prélever un peu de la colonie cultivée sur milieu solide et l'étaler sur le papier 
imbibé de réactif. S'il survient immédiatement après cette opération une coloration 
violet-brun, la réaction est positive. 

27. - OXYDATION 

FERMENTATION DES HYDRATES DE CARBONE 

Préparer le milieu de HUGH et  LEIFSON : 

Trypticase (B.B.L.) . . . . . . . . . . . . .  2 g 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 
Phosphate bipotassique . . . . . . . . . . .  0,3 - 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 - 
Bleu de bromothymol . . . . . . . . . . . .  0,03 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

-- --- - 

(1) Foiirnie par : II. STR~EHS.  Skindergade 38. Copenhague, Danemark. 



Ajuster le pH à 7,2. Répartir des culots de 5 cm de hauteur. Stériliser à l'auto- 
clave 20 mil a 1200 C. Au moment de l'emploi « régénérer r au  bain-marie bouillant. 
Ajouter la solution d'hydrate de carbone stérilisée par filtration sur bougie Chamberland 
L 3.  1.a conceritration en sucre dans le niilieu doit être de 1 %. Laisser refroidir 
verticalement. Iiloculer, par piqûre centrale profonde, deux tubes pour chaque souche 
z i  étudier. L'un d 'eus est recouvert d'huile de parafirie (1,5 cm) neutre et  stérile. 
Iiiçuber A Ici températurc qui convierit le n ~ i e u s  et exainiiler jouriiclleineiit peiidaiit I 

10 jours. 

S'il lie se produit rien dans au(:uii des deus  tubes 1'esl)èce examinée est dite iiicrtc 
pour le sucre étudié. 

Si le virage au  jauiie ii':il,paraît que dans le tu lx  iioii paraffiné il y a oxyd:~tioii. 

Si le virage se produit dans lc\ deux tubes il y a ferrnentatioii. 

Certaines bactéries eiifiii, alcalinisent le iiiilieu noil recouvert cl'liuilc, elles soiit 
tlitcs alcaliiiisaiitcs. 

28. -- PIGMENTATION : MILIEU DE KING 

Ces deux milieux coii\~ieriiieiit particulièrenieii t aux Ps~udor~iorius : 

hfilieu A. 
Bacto-peptone (Difco) . . . . . . . . . . . .  20 g 
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 - 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Glycérol 10 - 

Sulfate de ~ ~ o t a s s i u m  aiihydrc . . . . . . . .  10 - 

Chlorure de magiiésiu~n anhydre. . . . . . . .  1,4 - 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

Milieu B. 
. . . . . . . .  Protéose-peptone il0 3 (Uifco) 20 :r 

Agar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.5 - 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  Glycérol 10 - 

Phosphate hi-potassique anhydre . . . . . . .  1,s - 
Sulfate de magnésium, 7 H,O. . . . . . . . .  1,s - 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Eau distillée 1.000 ml 

Dans les deux cas ajuster le p H  à 7,2. Répartir (20 ml) et  stériliser 20 mn a 120° C .  
Au moment de l'emploi couler eii bolte de Pétri. Ensemencer en stries parallèles. 

Observer les pigmentations éventuelles. 

On prépare : 

Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 R 
Tryptose (Difco) . . . . . . . . . . . . .  20 - 

Extrait  de levure . . . . . . . . . . . . . .  3 - 
Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . .  5 - 
Phospliate bipotassique . . . . . . . . . . .  1 - 
Bacto-agar (Difco) . . . . . . . . . . . . .  10 - 

. . . . . . . . . . . . . . . .  Eau distillée 1 .O00 in1 



Ce milieu est réparti à raisoii de 70 ml par tube de 25 x 250 mm. On stérilise 
par passage a I'autoclare 20 mil à 1200 C. 

Avarit, l'emploi cc milieu est liquéfié au sein (les tubes par un passage au  bain- 
marie 1000 C e t  refroidissement lent jusqu'à la température d'utilisation (500 (;). 

30. - GÉLOSE BLANCHE 

Racto agar Difco . . . . . . . . . . . . . .  10 g 
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .O00 ml 

Stériliser 20 mri à 1200 C. Répartir en tubes. Avant l'emploi porter au bain-marie 
et  laisser refroidir leritenierit jusque 500-550 C. 

31. - MILIEU 

POUR LA RECHERCHE DE L'ACIDE INDOLE-ACÉTIQUE 

. . . . . . . . . . . . . . . . . .  130,1i 211 
r>041< II,  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
SO,RIg . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
O ( I I * )  . . . . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . .  Chlorliydrate dc cystéinc 
l'rytophane (1) . . . . . . . . . . . . . . .  
Pyruvate de sodium . . . . . . . . . . . . .  
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Eau distillée . . . . . . . . . . . . . . . .  1 .  

Oii ajoute 12 goutles d'une sol~ilioil iniiiérale coriiplexe (snliitioii oligodyiiamique 
de BERTFIELOT, 1934) rciifeimant pour uii litre d'en11 distill6c : 

(SO,), Fe, . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 g 
S04hln,7H,0 . . . . . . . . . . . . . . . .  2 -. 

. . . . . . . . . . . . . . . .  SO,Ca,2H,O. 0,5 .- 
Cl2h'i,6f1,O . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,05 - 

(:i,Co,6H20 . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,05 - 

(SO,) 2Ti, . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,20 
S04Z11,7fl,0. . . . . . . . . . . . . . . . .  0,10 - 

S04Cu,5H,0. . . . . . . . . . . . . . . . .  0,05 - 

SO,G1,4H,O . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,10 - 
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  BO, H , .  0,05 - 

. . . . . . . . . . . . . .  SO, H ,  à 6(i0 Dc 1 iril 

Cc milieu réparti dalis <le\ flaroiis t1'l:rlenmcyer à rniwri d r  150 rnl ert  stérilisé 
a l'autoclave 20 mn i 1200 C. 

(1) Il faut noter qn'il est souliaitable de ne pas introdiiire le tryptophane avant stérili- 
sation. KULESCHA et GAUTHERET (1019) ont en effet montré qiie le tryptopliane est iine subs- 
tance fragile ne supportant pas les températures habituelles de stérilisation et poiivant donner 
naissance à des substances aiixinirlues actives sur le test avoine. Nos dosages colorimétriqiies 
étant snrtoiit qualitatifs iioiis n'avons pas pris la précaution d'ajoiiter le tryptophnne après 
la stérilisation. 
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