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Depuis longtemps, de simples observations biologiques telles que 1l'auto
intoxication provoquée chez de nombreuses plantes par plusieurs cultures suc-
cessives sur un méme emplacement (DE CANDOLLE, 1832 ; MOLLIARD, 1913]

1'action nocive de 1'hélianthe (Helianthus scaberrimus) cultivée en couronne, qu

provoque le dépérissement des plantes situées au centre de celle-ci (COPPER
et STOESZ, 1931) ou encore l'effet favorable des souchets (Cyperus) pour la
croissance du riz (PERALTA et DE ESTIOKO, 1923), ont permis de soupgonner

la présence de substances rejetées par les racines,

Cette excrétion racinaire, phénomene longtemps controversé, a particu-
litrement été mise en évidence grice 3 des analyses chimiques ou chromatogra-
phiques (ROVIRA, 1956) effectuées & partir du milieu de culture de plantes crois
sant artificiellement, Plus récemment, des techniques basées sur l'emploi de
radio isotopes démontrent d'une fagon encore plus évidente cette élimination

(BALASUBRAMANIAN et RANGASWARI, 1968 ; Mc DOUGALL, 1968 et 1970).

Dans le sol, ces substances minérales ou organiques provoquent une sti-
mulation souvent considérable, et une modification profonde de la flore micro-
bienne. Des observations microscopiques (STARKEY 1938, PARKINSON et coll,
1963), des numérations sur milieux nutritifs appropriés (TAYLOR, 1951, LO-
CHHEAD et BURTON, 1956) ou des études manométriques (KATZ NELSON et
ROUATT, 1957) prouvent cette intense activité bactérienne, La présence de
ces substances crée ainsi autour du systeme radiculaire des plantes une niche

écologique particuliére que 1l'on a appelé la Rhizosphere,

Selon RIVIERE (1959), ce fut HILTNER qui, le premier, employa ce ter-
me en 1904 pour désigner la région du sol soumise & 1'action spécifique des ra-
cines, Actuellement, on divise habituellement la rhi.zosph\ere en deux zones dis-
tinctes : la rhizosphere proche, ou rhizoplan, correspondant 2 la surface des
racines, et la rhizosphere éloignée s'étendant suivant les plantes, 2 quelques

millim¥res ou quelques dizaines de centimetres du chevelu radicellaire,



Il nous semble superflu de refaire ici l'historique complete des recher-
ches effectuées sur la rhizosphere. D'éxcellentes mises au point bibliographi-
ques ayant été publiées (POCHON et DE BARJAC, 1958 ; BOULLARD et MO-
REAU, 1962 ; POCHON, 1963 ; CHALVIGNAC, 1965 ; CEZARD, 1966 ; MACU-
RA, 1966 ; PARKINSON, 1967 ; ROVIRA, 1969 ; DOMMERGUES et MANGENO"
1970).

Avant de délimiter notre travail sur 1'étude des intéractions plantes -
bactéries au niveau de la rhizosphere, nous préciserons certains aspects de ce

probleme, qui sont directement 1li€s aux recherches que nous avons poursuivie:

Tout d'abord, peut-on vraiment parler de sécrétion, d'exsudation ou
d'excrétion de substances par les racines ? La sécrétion sous entend une émis
sion active de molécules par les cellules, l'exsudation, un processus pouvant
8tre passif, et 1'excrétion un rejet de déchets hors de la cellule, Or, on a ja-
mais pu démontrer‘de fagon précise que les substances présentes autour du che
velu radiculaire représentaient des déchets, ni que le phénomene responsable
était actif. Les termes d'excrétion et de sécrétion devraient donc &tre évités,
Dans l'état actuel de nos connaissances sur ce probleme, il nous semble que le
terme le mieux adapté & ce phénomene serait celui d'"élimination', Cependant,
comme la plupart des auteurs, nous emploierons indifféremment 1'un ou l'autre

de ces termes, sachant que nous ne leur accordons pas de sens strict,

Quels que soient les aspects de la rhizospheére que 1'on étudie, il est
souvent difficile de tirer une conclusion nette ou de faire un rapport concis a
partir des résultats expérir’nentaﬁx publiés, car la diversité des techniques cul.
turales employées ne permet pas les synthéses., Les méthodes de culture en
pleine terre ou en pots, utilisées par certains,sont peut &tre idéales sur le
plan écologique, mais elles apportent des difficultés d'analyses parfois insur-

montables, soit 3 cause du manque de précisions des analyses biochimiques,



soit & cause des variations souvent incontrdlables de la microflore, surtout
quand les expériences ne permettent pas 1'élimination de la fluctuation des

conditions atmosphériques.

Inversement, les cultures de racines isolées, pratiquées en particuliez
par KANDLER (1951), PETRU et CHRASTIL (1955) offrent un matériel parfai-
tement contrdlable et une méthode d'étude tres élégante, mais les résultats
obtenus sont malheureusement peu significatifs car la majorité des produitg di
fusant 3 partir des racines proviennent de la partie 1ésée, et peut &tre aussi,

par la suite, des processus de cicatrisation.

Par conséquent, les méthodes les plus valables sont peut &tre celles
qui consistent a établir des rhizospheres artificielles, en cultivant les plantes
sur sable, perlite, vermiculite, perles de verre, ou en milieu hydroponique,
A propos de cette derniere technique, les résultats en découlant peuvent par-
fois @tre sujets & caution car les conditions sont assez éloignées de celles que
1'on rencontre dans la nature, surtout quand les cultures sont effectuées, non
pas sur solutions minérales, mais sur eau distillée, ce qui risque d'entrafner

des phénomenes d'exosmose,

Enfin, quelques chercheurs ont utilisé des cultures sur milieux gélosés
(DELEUIL, 1950 ; STOLP, 1952 ; BOWEN et ROVIRA, 1961) mais le domaine
de leur utilisation est tres restreint car en plus des inconvénients présentés

par les cultures hydroponiques, elles sont asphyxiques,

La nature des produits d'excrétion racinaire est tres varide. D'apres
VANCURA (1964), ils peuvent représenter jusqu'd 10 % de matidre seche de
la partie aérienne des plantes, Probablement & cause de leur plus grande faci-
1ité d'identification, les substances mindrales ont été reconnues les premieres.
HELDER (1956), CARE (1959) ¢t RIVIERE (1959) ont particulierement précisé

la présence des ions sulfates, nitrates, chlorures et phosphates,

Parmi les substances organiques, les hydrates de carbone et les acides
aminés sont le plus souvent cités, et ils ont fait 1'objet de recherches plus ap-

rofondies car ils représentent des sources énergétiques et nutritionnelles pow
P p



la microflore rhizosphérique. Nous ne mentionnerons pas ici les différents su-
cres et acides aminés rencontrés dans les excrétions puisque nous reviendrons
sur ce probleme par la suite. Signalons cependant qu'en plus des sucres simpl
on a pu, dans certains cas, notarnment par examen microscopique, révéler l'e
xistence de matieéresmucilagineuses, probablement 2 base de substances pecti-
ques, formant une gaine autour des racines (JENNY et GROSSENBACHER, 196
DART et MERCER, 1964 ; ROVIRA, 1965).

De nombreux acides organiques ont aussi été caractérisés, et parfois
en quantités relativement importantes. Ainsi, RIVIERE (1959) trouve qu'un seu
plant de blé peut, jusqu'au tallage, libérer 13 mg d'acide acétique, 3,5 mg d'a-

cide propionique, 2 mg d'acide butyrique, et 1,5 mg d'acide valérique,

I.es vitamines hydrosolubles, probablement & cause de leur faible con-
centration et de leur difficulté de dosage ont été moins souvent recherchées.
Cependant, en rassemblant les résultats acquis a partir des différentes plantes
analysées, on peut dire que pratiquement toutes ces vitamines ont pu &tre iden-

tifiées, mais jamais a partir des sécrétions d'un seul type de plantes.

Enfin, parmi les substances moins courantes, signalons 1'élimination
d'enzymes telles que la phosphatase par les racines de mals (RATNER et
SAMOJI.OVA, 1955), l'invertase, l'amylase et la protéase par les racines de
blé (ROVIRA et Mc DOUGALL, 1967) de dérivés des acides nucléiques (LUNDE

GARTH et STENLID, 1944 ; FRIES et FORSMAN, 1951 ; RIVIERE, 1959), de
facteurs de croissance, qu'ils soient de type auxinique (VANCURA et HOVA-
DIK, 1965) , de type cytokinine (KENDE 1965), ou de type gibberellinique
(VANCURA et HOVADIK, 1965; SKENE, 1965) et de cournarine ou de ses déri-
vés (MOTHES, 1955 ; EBERHARDT et MARTIN, 1957),

Par application foliaire de substances telles que des antibiotiques comi-
me la streptomycine (DAVEY et PAPAVEZAS, 1961).011 le chloramphénicol
(VRANY, VANCURA et MACURA, 1962), des régulateurs de croissance ou de
1'urée, il est d'ailleurs possible de retrouver ces composés au niveau des ra-

cines et dans les excrétats racinaires.



L'élimination de toutes ces substances organiques par le systeme radi
culaire des plantes peut varier quantitativement, et méme qualitativement en
fonction de nombreux facteurs, ce qui rend parfois difficile ou aléatoire la gé-
néralisation des résultats trouvés pour une plante dans des conditions détermi
nées, Nous n'insisterons pas sur le rdle que peut jouer le mode de culture pui
que nous avons déja évoqué ce probleme, D'autres facteurs tels que la lumikre
la température, les conditions ambiantes et la nutrition interviennent parfois
d'une facon tres spectaculaire. Par exemple, pour le blé, lorsque 1l'éclaire -
ment passe de 3,000 a 10, 000 lux, il se produit une activation de 1'exsudation
qui modifie profondément la population bactérienne (KATZNELSON, 1960). Pot
le tournesol, BELLIKOV et KIRILLOVA (1960) signalent également que 1'excré
tion des acides aminés est plus active le jour que la nuit, L'action de la tempé
rature a été particulitrement analysée par ROVIRA (1959) qui met en évidence
l'augmentation de la concentration des acides aminés, et en particulier de l'as
paragine, autour des racines de tomate et de trefle lorsque la température s'é.
leve, Le mé&me phénoméene se produit avec des germinations de feve, de pois,
et de cotonnier (SCHROTH et coll,, 1966), Il n'est cependant pas général, puis
que HUSAIN et Mc KEEN (1963) trouvent plus d'acides aminés dans les exsudat
de fraisier cultivés a 5 - 10° qu'a 20 - 30°, Le rdle des conditions ambiantes a
été étudié par KATZNELSON, ROUATT et PAYNE (1954, 1955, 1956). Ils obse
vent une excrétion beaucoup plus abondante lorsqu'il y a alternance de péricdes
humides et seches, et que la teneur en eau du sol varie, Enfin, d'apres BOWED
(1969), la nutrition des plantes peut intervenir dans l'intensité de 1'élimination
des acides aminés, Par exemple, celle-ci peut &tre 2 2 3 fois plus importante
quand les plantes, en l'occurence des plantules de pin, sont déficientes en phos

phate.

La plante aussi, suivant sa nature, son dge et son état, intervient dans
la composition de ses sécrétions racinaires, VANCURA (1964), pour des plan-
tes tres proches telles que le blé et 1'orge, signale ainsi des différences tres

nettes dans la composition de leurs exsudats, en ce qui concerne certains sucres



(le galactose, le glucose et le rhamnose) alors que les autres restent 2 des
taux similaires pour les deux plantes, Récemment, on a méme pu mettre en
évidence une relation entre une substitution disomique de chromosomespour w
blé, et le spectre microbien de la rhizosphere (NEAL, ATKINSON et LARSON
1970). Quant & la relation existant entre 1'4ge de la plante et 1'importance‘ de
ses sécrétions, elle a particulitrement été examinée par ROVIRA (1956), RI-
VIERE (1959), VANCURA et HOVADIK (1965) : Ces derniers par exemple trou
vent le (3 - pyrazolylalanine dans 1'exsudat du concombre uniquement dans le
premiers stades de croissance, De mé&me avec la tomate et le poivrier, ils ce
ractérisent la tyrosine seulement lors de la formation des fruits, et pas aux
autres stades du développement. Enfin, l'état de la plante intervient : KATZ~
NELSON et coll, (1954 - 1955) ainsi que MARTIN (1957) trouvent que 1'émis-

sion des substances est plus importante quant il y a flétrissement des plantes,

Enfin, il est peut &tre encore utile de préciser la signification du termse
spermosphere, et d'en déterminer ses relations avec la rhizospheére. Si nous
prenons comme définition de la rhizosphere, la zone du sol dans laquelle la
microflore tellurique subit 1'influence des racines, nous pouvons définir la spe
mospheére,comme la zone du sol dans laquelle la microflore épiphytique de la

graine et la microflore tellurique subissent 1'eifet de la germination.

Deux parametres d'ordre microbiologique interviennent donc ici : le
premier étant représenté par la microflore épiphytique qui est toujours pré-
sente sur les téguments, et dont la nature a déja fait 1'objet d'une synthese
bibliographique importante (VERONA, 1963), le secordétant 1'état microbio-
logique du sol, Ce sera donc l'enserble microbien apporté par la graine, ou
plus généralement par la semence, qui va surtout différencier la spermospher:«
de la rhizosphere, D'apr;es VAGNEROVA cependant (1963) les bactéries de la
graine ne sont capables de coloniser et de proliférer sur les racines qu'en ab-
sence de la flore tellurique, En sa présence, seuls les germes chromogenes

et les Pseudomonas pigmentés, considérés comme épiphytiques, persistent

sur les racines,



Enfin, ces germes présents sur les graines, ainsi que les substances
Ay, . . 1 P .
secrétées pendant la germination, comme nous l'avons constaté pour le sys-
teme radiculaire, présentent aussi des fluctuations en fonction de la variation

des conditions externes (HAYMAN, 1969 ; LEELAVATHY, 1970).
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Le but de notre travail était d'analyser quelques probléemes particulier
de la rhizosphere : d'abord, les caractéristiques microbiologiques précises de
la microflore rhizosphérique, rarement étudiées, dont les données actuelles so
souvent vagues ou contradictoires ; puis, et surtout, les produits de synthése ba
térienne pouvant intervenir soit dans la croissance de la plante, soit dans 1'équ

libre ou le cycle biologique de la microflore tellurique dans son ensemble,

Pour mener a bien ces recherches, nous avons choisi un matériel végé
tal convenant le mieux possible aux exigences expérimentales et aux données
du probleme : le Colza ; et nous nous sommes consacrés uniquement 3 1'étude
de la "jeune' rhizosphere, induite par la croissance des plantules pendant les

premieres semaines de culture,

Apres un rapide exposé de deux techniques qui sont 2 la base de presqu
toutes nos expériences : la culture des graines et les dosages microbiologiques

des vitamines, nous étudierons successivement :

1 - les substances organiques éliminées par les plantules, et leur utili.
sation par la microflore, En raison de leur aspect nutritionnel, notre attention
s'est surtout portée sur 1'évolution des acides aminés et des vitamines hydro-
scolubles,

2 - les caractéristiques de la microflore rhizosphérique, tant sur le
plan physiolegique et nutritionnel que sur le plan écologique. Nous insisterons
dans ce chapitre sur l'importance du spectre microbien de la microflore tellu-
rique de départ, inévitablement significative.

3 - quelques aspects particuliers que nous avons pu mettre en évidence
a partir de ces premiers résultats :
- la synth&se de vitamine B _ et son importance dans la rhizosphere
- la nature et 1'évolution des composés foliques
- enfin la production d'une substance de type cytokinine par des Arthro-
bacter rhizosphériques,

Dans ce mémoire, nous avons ainsi scindé le compte rendu de nos ex-

périences en cinq parties, correspondant aux différents points étudiés,

Dans la mesure du possible, nous avons incorporé dans le texte les no-
tes imprimées qui ont été publides, Cependant, par souci d'homogénéité et
pour permettre une lecture plus facile, toutes les références bibliographiques

sont rassemblées et classées A la fin du mémoire,
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Les techniques utilisées sont tres varides, car pour 1'étude de la rhi-
zosphére, le double aspect végétal et microbien du probleme implique tour 3
tour des analyses biologiques, biochimiques et bactériologiques. Cependant,
deux techniques particulidres seront presque constamment employées : la cul-
ture des graines pour l'obtention des excrétions racinaires et les dosages vita
miniques. Dans ce premier chapitre, nous analyserons ainsi en détail ces tect
niques fondamentales tandis que les autres seront mentionnéesdans les modali-
tés opératoires des chapitres suivants,

A - LI CHOIX DE LA GRAINE,

Pour une étude se limitant aux premiers stades du développement d'une
plante, le choix de la graine présente une trés grande importance. En effet, si
nous voulons limiter auminimum 1'établissement d'une spermosphere, il nous
fallait une graine, d'une part facilement stérilisable afin d'éliminer tout apport
de germes épiphytiques, et d'autre part contenant peu de substances de réser-
ves, afin que l'exsudation possible de ces substances au moment de la germina
tion n'affecte pas la composition chimique des exsudats proprement racinaires.

Apres plusieurs essais avec différents types de semences, nous avons finale -

ment conservé la graine de Colza (Brassica napus oleifera) qui présente en
plus l'avantage de germer rapidement dans nos conditions expérimentales, Cet-
te graine, entourée d'un fin tégument, est constituée par deux cotylédons peu
volumineux recouvrant l'embryon, Nous avons successivement utilisé plusieur:
variétés : Valois, Crésus et Régina,

Podr la stérilisation, des expériences précédemment effectuées avec

des aktnes d'endive (Cichorium intybus) nous ayant montré la diminution du

pouvoir germinatif des graines lorsque le chlorure mercurique est employé
(BLONDEAU, 1965), nous avons éliminé cet antiseptique et préféré 1'hypochlo-

rite de calcium (il est utilisé en solution & raison de 35g. par litre),

B - LES TECHNIQUES DE CULTURE,

Suivant le but désiré : la récupération desexcrétats, la récupération
des plantules, ou la recherche d'une action microbienne au niveau du systeme
radiculaire, nous avons utilisé diverses méthodes : la culture en tubes spéciax
en tubes simples, ou en milieu hydroponique,

L - Cultures en fubes spéciaux :

L'exposé de cette technique a été publié (Bull. Soc. Bot, Nord
Fr, 1968, 21),
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EXTRAIT

TECHNIQUE DE CULTURE POUR L’ETUDE
DES INTERACTIONS MICROBIENNES AU NIVEAU
DU SYSTEME RADICULAIRE DES PLANTULES

par R. BLoxpeau (%)

Les techniques le plus souvent employées pour I'étude de la rhizo-
sphere des jeunes plantes sont bhasées sur I'utilisation de cultures en
terre (SzEMBER 1959, MILLFR et Scivint 1963) ou de cultures hydroponicques.

Si les premitres respectent les conditions écologiques de germina-
tion, elles sont cependant peu courantes car le substrat de germination
est trées variable et chimiquement trop complexe.

Les cullures hydroponigques. au coniraire, permetient Pemploi de mi-
lieux de culture synthétiques qui offrent, de plus, 'intérét d'étre directe-
ment utilisables, sans élution préalable, pour les analyses biochimiques.
Ecologiquement, ces cultures sont pourtant trés critiquables, aussi bhien
pour I'étude des phiénomeénes physiologiques intervenant au niveau du sys-
teme radiculaire des plantlules, que pour l'étude des intéractions micro-
hiennes.

Les conditions expérimentales que 1’on doit faire intervenir pour ce
genre de travail consistent done, d'une part, & utiliser un substrat de
germination convenable et, d’autre part, & prévoir la possibilité d'une
élution « in situ » des substances éliminées par les racines.

Ainsi Kuan (1948) utilise par exemple le sable comme substrat. Grace
A une technique trés simple ce sable est constamment imbibé par la solu-
tion nutritive, disposée 4 'extérieur du tube de germination. Le probléme
de 1'élution n'est cependant pas résolu.

Srorsky, CULBRETH et MisH (1862) aprés de nombreux essais, trouvent
anssi que le sable constitue le meilleur substrat utilisable. La technique
de culture qu’ils ont mis longuement au point apparait tres intéressante,
mais elle est beaucoup trop complexe pour effectuer des analyses en séries,
oy pour étudier les phénomeénes se limitant seulement aux premiers stades
de développement des plantules.

(*) Séance du 15 mai 1968.
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Dans le cadre de U'étude des intéractions nutritionnelles entre les
plantules de colza et diverses microfiores telluriques, nous préférons uti-
liser des tubes de culture contenant de la laine de verre, supportant
comme substrat de germination du sable de Fontainebleau lavé aux acides.
Les conditions écologiques semblaient ainsi respectées, mais le probléme
de D'élution reslait toutefois posé.

Dans cette note, nous exposons une nouvelle technique de culture
trés simple permettant, in sifu, une élution en série des subsirats de germi-
nation. Nous précisons aussi les conditions que nous respectons pour le
choix, la préparation et 'ulilisation de la « microflore de référence » ense-
“mencée dans les tubes.

TECHNIQUE DE CULTURE
Tubes de culture :

Les tubes de culture employés (240 X 40) comportent deux parties :
une piece supéricure, au fond de laquelle est soudé un disque de verre
fritté (porosité 1), et une pitee inférieure, en forme de coupelle, surmon-
tée par un rodage femelle s’adaptant exacternent a la base de la pidce
supérieure. Chacune de ces pidces est en plus garnie de deux ergots per-
mettant de les maintenir solidaires.

Sur le disque de verre fritté est placée de la laine de verre, supportant
le substrat de germination : 20 g de sable de Fontainebleau lavé aux
acides.

Pour la germination du colza, la solution de Knop diluée de moitié
sert de milieu nutritif. Une microflore de référence diluée au 1/1.000
est ajoutée & raison de 1 ml pour 9 m! de Knor. Le tout est réparti & raiscn
de 10 ml par tube.

I3

Pour les cultures témoins, cette microflore diluée au 1/1.000 a été sté-
rilisée & l'autoclave avant son addition au milieu de Knop.

Aprés ensemencement des graines, préalablement stérilisées & ’hypo-
chlorite de calcium, les tubes de culture sont recouverts d’'un papier d’étain
et placés dans une piéce régulée & 20° C. Ils sont soumis & un éclairement
de 3.000 lux, 12 heures par jour.

Elution des subsiances présentes dans le substrat de germination :

Aprés un temps déterminé de germination, les tubes de culture sont
élués de la facon suivante :

— On enléve la pitce inférieure du tube, et on adapte la pidce supé-
rieure contenant le sernis dans un entonnoir possédant un rodage de méme
diametre, et branché sur une fiole reliée & une rampe a vide,

— Au-dessus de chacun de ces tubes, et dans le méme axe, sont dis-
posés successivement un siphon calibré & 15 ml et une ampoule & décanter
contenant de 1'eau bidistillée. Le débit d’écoulement de cette eau est réglé
a 1,5 ml par minute par 'intermédiaire d'une pince de morh dlsposee
sous le robinet de l'ampoule.

14
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— Lorsque tous les tubes (5 ou 10) sont adaplés & cette rampe d’élu-
tion on actionne la pompe & vide et on ouvre tous les robinets des ampou-
les. Par fractions de 10 mn, 15 ml d’eau bidistillée va ainsi successive-
ment éiver le substrat de germination des tubes.

Des essais préalables effectués sur la récupération des acides aminés
présents dans le substrat de germination, ont montré que trois élutions
successives de 15 ml sont suffisantes pour tout éluer.

Le tableau suivant donne, & titre d'exemple, les résultats oblenus &
partir d'une culture de colza apres sept jours de germination. Aprés
chaque élution, les acides aminés lotaux retenus sur résine Dowex 50 sont
dosés suivant la méthode de TroLL et Cannan, Ces résultats sont rapportés
a un tube de culture (25 plantules).

1 élution 2¢ élution 3¢ élution 4= élution

Acides aminés 0,136 0,038 0,008 —
en uM

Enfin, aprés élution de tous les tubes correspondant & une méme expé-
rience, les éluals sont rassemblés et filtrés, d’abord sur préfiltres, puis sur
membranes « Millipore » de 0,40w.

MICROFLORE.TELLURIQUE DE REFERENCE

»

Terre utilisée :

L’origine de la microflore employée dans toutes les expériences pro-
vient d’une terre qui correspond aux exigences (lie NOUS NOUS SOMINES
imposées, c'est-a-dire :

— elle ne doit pas étre cultivée ;

- elle ne doit pas avoir recue d’amendements aussi bien organiques
que minéraux depuis plusieurs années ;

— elle ne doit pas avoir été traitée par des herbicides ou autres pro-
duits chimiques.

Selon nous, la microflove contenue dans une telle terre répond assez
bien aux nécessilés des expériences, ¢’est-d-dive & 'utilisation d’'une micro-
flore tellurique naturelle d'une part, et stable dans le temps d’autre part,
d'ot le terme de « microflore de véférence » que nous lui avons prété.

Préparation de la terre :

Elle est tout d'abord séchée a température ambiante en lits peu épais

dans une éluve & ventilation, pendant un & deux jours suivani son taux
d’humidité.

16
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Elle est ensuite passée sur un tamis & mailles trés serrées de fagon
4 ne retenir que les fines particules donnant une masse homogeéne.

Pour la conserver ensuite en modifiant le moins possible le nombre
de bactéries présentes, ainsi que Péquilibre biologique des différents micro-
organismes, nous la plagons dans un dessicaleur & vide entreposé daus
une chambre froide. Le fond de celui-ci est en plus garni de chlorure de
calcium. Aprés chagque prélévement, nous faisons systémaliquement le
vide, et nous rétablissons la pression a Uintérieur du récipient en ne faisant
pénétrer que de 'air desséché.

Caractéristiques de la microflore :

Lorsqu'une terre a été conservée de celle facon, nous considérons
gu'elle peut etre ulilisée pendant au moins huit mois.

En effet, les nombreuses numérations bhactériennes ¢ue nous avons
effectuées a partir de la terre précédemment définie nous ont donné des
résultats stables pendant cette période, et compris entre 25 et 30 millions
de germes par gramme de terre. s

Au point de vue du pouvoir de synthese de ces bactéries, étudié suivant
la technique de LGCHHEAD et CHASE :
q

— 34 9% étaient capables de proliférer sur un milieu conlenant simple-
ment des sels minéraux et du glucose ;

— 20 % exigealent la présence d’acides aminés ;
O t]
— 16 9% exigeaient la présence de vitamines ;

— 30 9% exigeaient la présence d’autres faclteurs de croissance présents
dans 'extrait de levure et 'extrait de lerre.

Utilisation de cette microflore pour I'étude de la rhizosphere :

Aussi bien pour la numération de la flore totale que pour la prépa-
ration d’un « inoculum », nous préparons d'abord la suspension dilution
au 1/10 en versant 10 g de terre dans un erlen contenant 90 ml d'eau physio-
Ingique stérile, et nous plagons a l'agitation magnétique pendant une
demie heure.

Ensuite, nous préparons les autres dilutions en utilisant des erlens
contenant 90 ml d’eau physiologique stérile.

Pour Vensemencement des tubes de culture, nous procédons de la
facon suivante : nous effectuons la dilution au 1/10.000 en utilisant des
erlens contenant 90 ml de milieu de Kxop stérile, et nous répartissons
celui-ci & raison de 10 ml par tube de culture. En utilisant la terre précé-
demment décrite, chaque tube recoit ainsi 25.000 & 30.000 bacléries.

Pour les numérations de microflore enfin, nous utilisons le milieu
gélosé défini par Bunt et Rovina.

17
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CONCLUSION

Cette technique de culture présente surtout comme intérét 'utilisation
d'un matériel simple et d'un substrat de germination bien aéré, permet-
tant un développement normal du systeme radiculaire des plantules.

Cependant, ainsi définie, cette technique n’'est utilisable que pour
Iétude des premiers stades de la croissance des plantules, c’est-d-dire
pendant 20 & 25 jours de culture. Ensuile, le milien de cullure devenant
déficient, de nouveaux phénomenes physiologiques risquent de perturber
celui qui est analysé.

Notons cependant qu'il est possible de prévoir un systéme d’alimen-
tation continu en liquide nutritif, mais chaque tube perd alors son aufo-
nomie, et la méthode ne répond plus aux besoins demandés.
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2) Cultures en tubes simples :

Ce sont des tubes en pyrex de 4 x 15 cm, ou de 4 x 20 cm, dont
le fond est garni de laine de verre non tassée surmontée de 15 ou 20 g. de sab.
de Fontainebleau lavé aux acides (Prolabo) ou de sable de mer purifié (Merck)
Apres stérilisation par autoclavage, chacun des tubes regoit généralement 10
millilitres de la solution nutritive de Knop diluée au demi ; et apres un léger
"labourage'' de la surface a 1'aide du {il d'un manche Pasteur, qui favorisera
la germination, les tubes peuvent recevoir 15 a 25 graines de Colza. Précison
toutefois que les tubes et le milieu nutritif doivent &tre obligatoiremenf stérili.
sés séparément, sinon, la laine de verre, d'une part ne jouera plus son rdle
d'aération du substrat de germination, d'autre part risque d'émettre une quan-
tité appréciable d'ions dans le milieu, pouvant inhiber la germination des grai-
nes, Apres ensemencement,le bouchon en coton cardé des tubes est flambé, et

l'extrémité supérieure de ces tubes est recouverte par du papier d'étain stéril

3) Cultures hydroponiques :

Elles ont été effectuées soit en tubes a ergots, soit en flacons
spéciaux. Ces tubes (2,5 x 20 cm) présentent au quart de leur hauteur 4 ergots
internes, disposés en croix, permettant de supporter un disque de coton hydro:
phbile ou de coton cardé sur lequel sont déposées les graines, Le milieu nutri-

tif est toujours la solution de Knop (20 ml/tube),

Les flacons spéciaux sont constitués par des erlens de 1 litre
modifiés par soudure, au tiers de leur hauteur,d'une tubulure latérale en for-
me de croix de 2 cm de diametre, destinée a recevoir une graine, pouvant ger-
mer sur un disQue en coton hydrophile maintenu sur 4 ergots internes comme
précédemment, A l'aide de bouchons en coton cardé, disposés dans les bran-
ches de la tubulure, il est possible de maintenir la stérilité du milieu de cul-

ture au moment ou la partie foliaire de la plantule croft en dehors du flacon,

Ces différents dispositifs de germination sont représentés sur

la planche qui suit.
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: Culture en tubes sur sable

: Culture hydroponique en tubes

: Culture hydroponique en erlens (vue de profil)

: Culture hydroponique en erlens (vue de face de la tubulure)
en bas : plantule jeune

en haut: plantule plus agée,

PROCEDES DE CULTURE
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C - TECHNIQUES DES DOSAGES VITAMINIQUES,

Nous n'exposerons dans ce chapitre que les techniques microbiologique
de dosages vitaminiques basées sur l'utilisation des souches provenant de 1'A-
merican Type Culture Collection (ATCC). Mais avant d'employer ces souches,
nécessitant 'utilisation de milieux de culture tres divers et tres complexes,
rendant les dosages assez onéreux, nous avons effectué nos premiers essais 2
1'aide d'une collection de souches sélectionnées par LOCHHEAD (COOK et LLO
CHHEAD, 1959)(%). La technique employée pour ces souches est détaillée dan:

la premiere partie de ce travail,

1 - Principe et modalités expérimentales des dosages :

La méthode est basée sur 1'utilisation de microorganismes ne
pouvant, naturellement ou par mutation, synthétiser un facteur de croissance,
et présentant alors pour celui-ci un besoin absolu., La croissance de ces micr
organismes sera donc, dans certaines limites, proportionnelle 2 la quantité du

facteur de croissance, présent dans un milieu de culture, complet par ailleur:

Le dosage repose ainsi sur 1l'établissement d'une gamme étalon
et d'une gamme expérimentale de tubes contenant généralement 5 ml du miliet
de culture uniquement déficient en la vitamine 2 doser, et préparé 3 une con-
centration double de la concentration finale correspondant 2 1'optimum de croi
sance pour la souche test utilisée, Tous les milieux proviennent de la firme
"Difco-laboratories'', et ont été préparés suivant leurs indications (dans les

cas contraires, les modifications seront signalées le cas échéa,nt).

Apres stérilisation des tubes par autoclavage, ceux de la gam-
me étalon regoivent des quantités croissantes d'une solution étalon de la vita-
mine 3 doser sauf le premier, considéré comme le témoin de stérilisation, et
le second, comme témoin de pureté du milieu, Les solutions étalon sont stéri.
lisées par autoclavage pour les vitarnines thermorésistantes, et par filtration

(Millipore 0,45 p) pour celles qui sont thermolabiles. Elles sont conservées

(%) ces souches nous ont été transmises par Monsieur POCHON (Institut Pas-
teur de Paris - Service de Microbiologie du Sol).
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a 4°C dans un récipient opaque pour les vitamines photolabiles, et sont reno

velées, pour la plupart, tous les 2 mois,

Les tubes de la gamme expérimentale du dosage recoivent des dose;
croissantes de la solution dont on veut connaftre la teneur en vitamine {généra-

lement de 0,1 a 5 ml),

P

Finalement, tous les tubes sont complétés 3 10 ml avec de 1'eau bi-

distillée stérile et, a part le premier, sont inoculés par la souche test choisie,

2 - Souches test employées :

Ce sont des bactéries, des levures ou des algues :

bactéries : Lactobacillus casei ATCC 7469
Lactobacillus plantarum ATCC 8014
Lactobacillus leichmannii ATCC 4737
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830
Lactobacillus viridescens ATCC 12706
Streptococcus faecalis ATCC 8043
Pediococcus cerevisiae ATCC 8081

levure : Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080

algue : Ochromonas malhamensis ATCC 11 532,

A part O, malhamensis, toutes les autres souches sont conservées
en collection par repiquage mensuel sur les milieux gelosés conseillés par
"Difco'. L'ensemencement se fait par piqure, et apres incubation, la collectior
est maintenue a 4°C,

Pendant la période de dosage, les souches utilisées sont repiquées
chaque jour de facon a obtenir des réponses plus actives. Elles sont incubées
a 28 ou 37°C suivant les germes, et la veille de chaque dosage, elles sont en-
semencées dans un milieu liquide qui a la composition du milieu de base corres
pondant a la souche, enrichi de la quantité de vitamine égale & la dose la plus
forte de la gamme d'étalonnage de sorte qu'apres incubation 3 la température op
timum, le milieu en soit totalement dépourvu, Cette culture sert 3 la prépara-
tion de l'inoculum destiné aux tubes de la gamme étalon et de la gamme expéri-
mentale, Apres centrifugation, le culot de sédimentation obtenu est lavé, et les
cellules sont émulsionnées dans un tampon physioclogique. A partir de cet inocu-

lum, chaque tube des gammes de dosage (sauf le ler tube de la gamme étalon)
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est ensemencé 3 raison d'une goutte par tube, Cependant, pour tous les dosa-
ges n'exigeant pas 1'obtention d'un '"blanc" (2éme tube de la gamme étalon)
tres faible, nous ne procédons pas 2 ce lavage qui provoque parfois une dimi-
nution de la sensibilité du test., L'inoculum est alors préparé simplement en
effectuant une dilution de la culture initiale au 1/200 dans un tampon physiolo-

gique.

Pour O, malhamensis, la conservation de la souche s'effectue

par repiquage, tous les 5 jours, dans un milieu liquide (Bacto—B12 Ochromo-

nas Medium-Difco) complémenté en vitamine B et incubé a 28°C en présen

12’
ce de lumiere, Ce mé&me milieu ensemencé, apres 5 jours d'incubation, sert
directement d'inoculum et peut &tre réparti dans les tubes a raison de 1 goutte

par tube.

3 - Lecture des résultats et calcul :

Apres incubation 3 28° ou 37°C i l'obscurité, et généralement

pendant 20 & 30 heures (sauf pour O, malhamensis qui est incubé en agitation

continue pendant 4 jours), la lecture des résultats s'effectue par néphédlomé-
trie, Cette méthode permet une augmentation de la sensibilité du dosage par
rapport aux lectures effectuées en turbidimetrie, et une plus grande rapidité
par rapport aux lectures acidimetriques. L'appareil utilisé est le "Lumetron
402 E" (Photovolt) équipé d'un galvanometre & reflexion multiple et du filtre

515 mp. Pour les lectures,nous diluons souvent le contenu des tubes au demi

avec de 1l'eau distillée, permettant 1'utilisation d'une cuve de 20 ml,

Laa lecture néphélometrique de chacun des tubes de la gamme
d'étalonnage, exprimée en % de lumitre dispersée, est alors représentée
graphiquement en fonction des concentrations vitaminiques, On obtient la cour

»

be étalon du dosage, présentant souvent, pour les faibles concentrations, une

partie rectiligne, suivie d'une courbure,

Pour le calcul de la concentration en vitamine des tubes de la
gamme expérimentale, seuls sont retenus les résultats néphé lométriques rap-
portables , a partir de 1l'axe des ordonnées, sur la partie rectiligne de la cour
be étalon., Par extrapolation en fonction du volume de solution étudiée incorpo-

rée dans ces tubes, on en déduit la concentration vitaminique par ml de la so-
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lution initiale. La représentation graphique des résultats obtenus a partir de ls
gamme expérimentale du dosage permet aussi de contrdler l'absence de subs-
tances stimulatrices pouvant fausser l'exactitude du dosage.

Lies planches qui suivent ce chapitre présentent les courbes d'é-
talonnage obtenues avec la plupart des souches test employées. Par la mé&me
occasion, elles indiquent les références des milieux et des vitamines utilisées,

ainsi que la limite de sensibilité du dosage.

4 - Dosages vitaminiques effectués apres fractionnement chromatogra-

Dans la plupart des cas, surtout lorsque toutes les vitamines
hydrosolubles sont a doser dans une solution ou dans un extrait végétal,aucun
fractionnement n'est nécessaire, Cependant, 1'utilisation de certaines souches

test, tres spécifiques,telles que O, malhamensis, n'est possible qu'apres une

purification des extraits, qui sont passés sur résines Dowex ou Amberlite,
Lorsqu'un facteur de croissance est étudié en détail, le fractionnement devient
aussi nécessaire car il va permettre soit une confirmation biochimique de 1'é-
tude microbiologique, soit une caractérisation de sa forme moléculaire.
Ainsi, pour 1'étude particulitre de la vitamine BlZ et des com-
posés foliques, nous avons souvent, avant le dosage microbiologique, chroma-
tographié les solutions étudiées, sur colonnes de Sephadex de différents types
ou de cellulose, ou sur papier en élution ascendante ou descendante, Le détail
des techniques employées est damé dans la 3e et 4e partie de ce mémoire,
Apres chromatographie sur colonne, les fractions sont recueillies dans des tu-
bes, généralement 2 raison de 5 ml par fraction, a 1l'aide d'un collecteur du
type "'"Ultre Rac LK B7000" muni d'une pompe péristaltique '""Perpex'. Le do-
sage vitaminique est alors effectué en prélevant une partie aliquote de chaque
fraction et en l'incorporant dans 5 ml du milieu de base convenant 2 la souche
test employée. Les tubes sont ensuite complétés 2 10 ml avec de 1'eaun bidis-
tillée et apres autoclavage, l'inoculation s'effectue comme précédemment, Une
gamme étalon de dosage est préparée parallelement chaque fois qu'une donnée

quantitative est nécessaire. Soulignons pourtant que cette méthode n'est valable

que pour les vitamines thermorésistantes,
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Pour la révélation des chromatogrammes, nous avons treés rarc
ment employé la technique bicautographique, qui consiste & déposer le papier,
apres séchage et stérilisation, sur une plaque contenant le milieu de base gélo
sé avec son inoculum, et 3 incuber la plaque apres diffusion des substances
chromatographiées, Cette technique, classique et rapide, s'est souvent avéréc
trop peu sensible pour nos tests., De plus, si elle reste la seule technique pra-
tique valable pour caractériser la migration des facteurs thermolabiles, elle

n'est cependant pas utilisable lorsque la souche test est une algue,

Nous lui avons ainsi préféré la technique qui consiste, apres
séchage, a découper le papier correspondant 3 la migration de chaque tache
chromatographiée  en bandestransversales de 1 em, 2 €éluer chacune d'elles
dans des tubes numérotés pourvus de 5 ml d'eau bidistillée contenant éventuel-
lement une substance protectrice de la vitamine, et & compléter enfin les tubes
avec le milieu de base convenant a la souche test choisie., Apres autoclavage,
inoculation, incubation et lecture néphélométrique des tubes, cette technique
permet en plus l'obtention de données quantitatives quand une gamme d'étalon-
nage est préparée parallelement., Nous avons d'ailleurs employé ces mémes

modalités techniques pour la révélation des électrophorégrammes,
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ACIDE NICOTINIQUE

THIAMINE

S: L.  plantarum ATCC 8014
M: Bacto-Niacin Assay Medium
V:Ac., Nicotinique NBC

{: Bacto-Micro Inoculum Broth

S: L. viridescens ATCC 12706

M: Bacto-Thiamine Assay Medium LV
V: Thiamine hydrochloride NBC
I: Bacto-APT Broth

lect, néph,

lect. néph,
I

50% 7
T T T ¥ T T i T B ] i
0 1 5 10 15 mpg 9 0,1 0,2 0,3 0, 4™1H8
BIOTINE RIBOF I AVINE

S. Li.casei ATCC 7469

M: Bacto-Riboflavine Assay Medium
V: Riboflavine NBC

I: Bacto-Micro Inoculum Broth

S. L., plantarum ATCC 8014
M: Bacto-Biotin Assay Medium

V: Biotine NBC
I: Bacto-Micro Inoculum Broth

lect. néph. lect. néph.

) T 50%

0o 0,05 0,1 0,2 0,3 M™pg o 0,050

0,100 0,150 P8

COURBES d ETALONNAGE PGUR QUELQUES VITAMINES

S=souche M=z=milieu de base V=origine de la vitamine I=inoculum



ACIDE PANTOTHENIQUE PYRIDOXINE
S: 1., plantarum ATCC 8014 S: Saccharomyces CarlsbergensisATg;&go
M: Bacto-Pantothenate AOAC Medium M: Bacto-Pyridoxine ¥ Medium
V: Pantothenate de Ca Merck V: Pyridoxine hydrochloride NBC
I: Bacto-Lactobacilli Broth AOAC I: Bacto-Pyridoxine ¥ medium
lect, néph, lect. néph,
7 50% A
b
o M
o 0,005 0,015 0025 pg 0 [ 2 1 8 ng
VITAMINE By, LEUCOVORINE
S: Ochromonas malhamensisATCC 11532 S: Pediococcus cerevisiae ATCC 8081
M: Bacto B}y Ochromonas medium M: CF Assay Medium
V: cyanocobalamine Merck V: Leucovorine (sel calcique) Lederle
I: Bacto Bjp Ochromonas medium ' I: Bacto-Lactobacilli Broth AOAC
0,2myp/ml de By, )
lect. néph, lect. néph.
A 50% |
S B e e 7 T T T T T T ’
0 0,05 0,1 0,2 0,3 mpg 0 0,5 1 2 3 4 mpg

COURBES d ETALONNAGE POUR QUELQUES VITAMINES

S=souche M=milieu de base V=origine de la vitamine I=inoculum
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ACIDE FOLIQUE ACIDE FOLIQUE
S: Streptococcus faecalis ATCC 8043 S: 1., casei ATCC 7469
M: Bacto-Folic Acid AOAC Medium M: Bacto-Folic Acid Casei Medium
V: Ac. pteroylglutamique NBC V: Ac. pteroylglutamique NBC
I: Bacto-Ilactobacilli Broth AOAC I: Bacto-Lactobacilli Broth AOAC
lect. néph, lect, néph.
0% 50 7o
T o1 T T T T T T ] I !
0 1 2 3 4 6 8 mpg 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 mpg
VITAMINE Bj»> VITAMINE B,,
S: L, leichmannii ATCC 7830 S5: 1., leichmannii ATCC 4797
M: Bacto-B,, Assay Medium USP M: Bacto—VitamineBlZ Assay Medium
V: Cyanocobalamine NBC V:Cyanocobalamine NBC
I: Bacto—BlZ Inoculum Broth USP I: Bacto-BlZ Inoculum Broth USP
lect. néph, lect. néph,
a 50% -
P >
o ' 0,050 " 0,1 0, 150 0,2 mpg 0 ' 0,050 T 0,1 0,150 0,2 mpg

COURB.!%]S d'ETALONNAGE POUR QUELQUES VITAMINES

~ S=souche M=milieu de base V=origine de la vitamine I=inoculum



1I°PARTIE

LES SUBSTANCES ORGANIQUES ELIMINEES PAR
LE SYSTEME RADICULAIRE DES PLANTULES BE COLZA

ET LEUR EVOLUTION DANS LA RHIZOSPHERE
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Pour analyser les caractéristiques microbiologiques de la rhizosphere
et en €tudier son rdle, theme principal du travail que nous voulions entrepren
dre, il fallait tout d'abord connaitre la nature et l'importance relative des sub
tances organiques émises par le systéme radiculaire du Colza, puis étudier
leur utilisation, comme source énergétique ou nutritionnelle, par la microflo:
rhizosphérique, '

Nous considérerons donc successivement les exsudats racinaires des
plantules de Colza cultivées en conditions stériles, puis l'évolution de certain:
composés organiques présents dans ces exsudats, les acides aminés et les vi-
tamines hydrosolubles, quand la germination s'effectue en présence d'une mi-
croflore tellurique,

A - ETUDE PRELIMINAIRE : ELIMINATION DE SUBSTANCES ORGANIQUES
PAR LE SYSTEME RADICULAIRE DES PLANTULES DE COLZA,

A priori, pour cette étude, nous avons éliminé l'analyse des substance
minérales et des composés organiques assez particuliers pour nous limiter
aux substances pouvant effectiverment jouer un rdle important dans 1'établisse-
ment de la microflore rhizosphérique c'est-a-dire : les sucres, les acides

aminés, les acides organiques et les vitamines hydrosolubles,

Pour ces analyses préliminaires, nous avons employé la technique de
culture des graines en tubes simples, 1'élution des substances présentes dans
le substrat de germination s'effectuant suivant une méthode qui sera décrite
ultérieurement, Enfin, les graines de Colza utilisées correspondent 3 la varié
té "Valois' et ont été récoltées directement sur les plantes en prélevant les si

liques.

1 - Oses, acides aminés et acides organiques :

Les résultats que nous avons obtenus ont été publiés (Bull, Soc. Bot.
Nord Fr., 1965, 18). Signalons toutefois que le terme spermosphere employé
parfois dans la rédaction de cette premiere publication, et dont nous avons dé-
fini le sens dans l'introduction de ce mémoire, ne sera plus employé par la su
te. En effet, lorsque nous avons commencé ces analyses, nous pensions non
seulement étudier la microflore rhizosphérique, mais aussi la microflore épi-
phytique des graines, a l'origine de 1'établissement de la spermosphere, Par
la suite, comme nous nous sommes rendu compte que le rdle de cette micro-
flore présente naturellement sur le tégument des graines était pratiquement

insignifiante, nous en avons abandonné 1'étude,



ELIMINATION DE SUBSTANCES ORGANIQUES
AU COURS DE LA GERMINATION DU COLZA

(Brassica MNapus oléiféra)
— Oses, acides aminés, acides organiques

par R. BLONDEAU (¥)

Ce travail entre dans le cadre de l'étude des relations existant entre
les graines en germination et la microflore environnante.

En effet, si les interactions plantes-microorganismes au niveau de la
« rhizosphére » sont actuellement assez connues, il n'en est pas de méme
pour les graines qui, apportant une microflore propre. des constituants or-
ganiques de surface et des exsudats, s'entourent dune microflore tellu-
rique particuliére appelée « spermosphére».

Nous commencerons donc cette étude en recherchant tout d’abord
les substances qui, éliminées par les graines pendant la période de ger-
mination, sont susceptibles de provoquer une multiplication de micro-
organismes autour de la jeune plantule.

Aprés divers essais de mise en germination de semences, nous avons
retenu la graine du colza (Brassica Napus oléiféra) & partir de laquelle
nous avons étudié 1'élimination d'oses, acides aminés et acides organiques.

Nous préférons employer ce terme plus vague d’« élimination », ne
sachant pas encore si le phénomeéne physiologique se rapportant 4 la sortie
de ces différents produits est une sécrétion vraie (émission de substances)
ou plutdt une excrétion (libération de déchets).

Les travaux effectués sur ce sujet sont peu nombreux. La cause prin-
cipale semble d'ailleurs en étre l'absence de techniques suffisamment
précises pour mettre en évidence I'émission de ces substances organigues.

— Quelques auteurs signalent leur libération par les graines elles-mémes ;
citons GASSNER et FRANKE en 1935, BORNER en 1955 et 1956, LINSKENS eb

(*) Séance du 12 mai 1965.
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KNaPP en 1955, BARTON et Mac NaB en 1956, BELIKOV et KIRILLOVA en
1962, Par des dosages microbiologiques, Prcct en 1959 détermine aussi
les quantités d’'acides aminés émis par guelques graines. Enfin, récem-
ment, AMOROsS et DURraxp ont dosé 1'azote, les acides aminés ei uréides
glvoxyliques libérés par des graines de légumineuses.

— Les publications se rapportant & I'élimination de ces substances par
les radicelles el racines sont plus nombreuses. Ce sont d’ailleurs les
cévéales qui ont surtout faif 'objel de telles ¢fudes. Sur le mais, signa-
lons les fravaux de NANDLER (1954}, FRANK (1954, ARKAD'EVA [1963). Sur
Pavoine, ceux de KarzNeLsoN, ROUATT et PAYNE (1055), PARKINSON (1955),
Rovira (1956), MARTIN (1956). Sur le DIé, ceux de RIVIERE (1960) et sur
l'orge, ceux de Rovira (1956).

Les légumineuses ont aussi été souvent utilisées par les chercheurs :
VIRTANEN, LAINE et HANSEN (1935 el 1936), LINSKENS et KNapp (1053). Rovina
(1956), PEARSON et PARKINSON (1961).

Parmi les autres planles étudiées, mentionnons les recherches de
Brown, GREENWOOD el JOHNSON (1951), ANDAL, BHUVANESWARI et SUBBA-RAO
(1936), BruvaNeswaRI et StuBBA-Rao (1957), FrexzeL (1957), des Frangais
Duitay et Carf (1957, 1958, 1959), de KALYANASUNDARAM (1958). Plus récem-
ment celles des Russes BeLikov et KirLLovA (1960), Kazarian et KARAPETIAN
(1961), et enfin celles de Kossey-FriERr (1961), SUBBA-RAO el BaiLey (1961),
SULOCHANA (1962), RUNECKLES et KROTKOV (1964).

TECHNIQUES DE CULTURE

Les graines de colza sont stérilisées par passage dans un bain d’hypo-
chlorite de calcium pendant 20 minutes, suivi de trois lavages successifs
dans [’eau stérile.

Les tubes de culture employés (4x 15 cm) contiennent de la laine de
verre surmontée du subslrat constitué par 15 g de sable de Fontainebleau
lavé aux acides. Le milieu nutritif utilisé est la solution de Kxop dlluee
de moitié & raison de 7,5 ml par tube. :

La laine de verre permet ainst de maintenir une humidité constante
du substrat, sans qu'il y ait excés de liguide. Les tubes, aprés bouchage au
coton, et le milieu nutritif, sont stérilisés séparément a ’autoclave.

X

Aprés ensemencement des graines, & raison de 25 par tube; ceux-ci
sont recouverts d’un papier d'étain et placés pendant 24 heures 4 U'obscu-
rité dans une étuve a 26° C. Les germinations sont ensuite soumises & une
température de 18 &4 20° C. avec 12 heures de lumiére et 12 heures d’obscu-
rité par jour. Enfin, un contrdle de stérilité des milieux nutritifs est
effectué avant chaque analyse.

TECHNIQUES D’ANALYSE

a) Isolement des substances éliminées.

Nous avons effectué des analyses aprés 30 heures, 2 jours, 3,5, 7, et 9
jours de culture. Elles portent & chaque fois sur 200 germinations, ¢’est-
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a-dire 8 tubes de cullure. Les plantales sont enlevées soigneusement du
sable, et les racines sont rincées rapidement i Ueau bidistillée, en évitant
Fimmersion dJes feuilles,

Le sable et la laine de verre sont d’autre part lavés plusieurs fois &
Peawn bidistillée, et les eaux de lavage des racines et du sable sont rassem-
blées (votume final d’environ H00 ml). Ce matériel est ensuife filivé avant
purification et fractionnement sur colonnes de résines échangeuses d’ions.

b) Fractionnement des subtances éliminées.

La déminéralisation des exlraits est réalisée par un passage successif
sur une colonne de résines a échange de cations {Dowex 50 x 8 mesh 25 —
50. forme acide:, puis d'anions (Duolite A 40 — mesh 25 — 50, forme for-
miate). Cette technique inlroduite par Partridge, permet en outre de réa-
liser un fractionnement des constituants organiques en composés neutres,
hasigues, el acides. La «fraction neutres représentée por le liquide effluent,
contient en particulier les glucides. La « fraction basique » contient les
acides aminés. Elle est oblenue par le passage d'une solution agqueuse
dammoniagque & b ¥ (v : v) sur la colonne échangeuse de cations. La
« fraction acide » conlient les acides organiques. Elle est obtenue par le
passage d'une solution acueuse d'acide formique a 11 . (v : v) sur la co-
lonne échangeuse d’anions.

Chacune de ces trois fractions obtenues est ensuite concentrée sous vide
a sec, puig reprise pavr 1 ou 2 ml deau distillée. avant analyse chromalto-
graphique. '

c) Analyse chromatogiaphique.

Dans chaque cas, nous avons ulilisé la chromalographie descendante &
la température de 20° C., avec le papier Whatman n° 1.

Nous avons employé la chromatographie monodinensionnelle pour
I'étude des sucres et acides organiques, et la chromatographie bidimen-
stonnelle pour les acides aminés.

— Etude des sucres :

Le svsteme solvant empioyé est celui de PARTRIDGE : n-butanol-acide
acétique-eau (46 : 10 : 50 v/v) el la méthode de révélalion. de GUSTAFSON,
SUNDMAN et LiNDH, au phtalate d’aniline (i’acide phtalique est dissout dans
I'éluant, et aprés élution, quand le chromatogramme est sec, 'acide phta-
lique restant sur le papier, la révélation est poursuivie en plongeant le
papier dans une solution éthérée d’aniline fraichement distillée).

Apreés passage des chromatogrammes 4 Pétuve 105 ° pendant 20 mi-
nutes, les aldoses et céloses sont colorés du rose au brun.
— Btude des acides aminés :

En premiere dimension, le solvant utilisé est loujours celui de
PARTRIDGE ; et en seconde dimension, c¢’est une solulion aqueuse de phénol
a 90 %, (p:v) saturé d’eau, en atmosphére d'ammoniac et d’acide cyanhy-
drique. La révélation des chromatogrammes est obtenue par pulvérisation
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d’une solution de ninhydrine, zuivie d'un chauffage & 83° pendant 5 & 10
minutes.
— Etude des acides organiques :

Nous avens effectué, d'une part, des développements avec un solvant
alcalin : I'édthanol ammoniacal ‘éthanol 20-NH, concentré l-eau 4 v/v)
et d’autre part des développpements avec un solvant acide {butanol 10-
acide formique 3-cau 10 v/v). Le révélateur employvé est le mélange
iodure-iodate de potassium.

RESULTATS

1) Elimination d'oses.

La séparation par chromatographie monodimensionnelle sur papier
nous a permis d’identifier 2 sucres : le glucose et le {ructose.

L'é¢tude photométrique des spots obtenus, effectuée 4 l'aide du photo-
volt électronic densitometer, nous a donné des valeurs qui, rapportées &
des courbes d'étalonnage, représentent la quantité de glucose ou de frue-
tose libérés par les plantules.

Les résultats, exprimés en microgrammes par plante, sont rassemblés
dans le tableau I.

ELIMINATION D'OSES |

AU COURS DE LA GERMINATION DE LA GRAINE DU COLZA <

(en ug/plante ;

; |

! Temps de germination GLUCOSE FRUCTOSE i

30 heures 04 0 i

f 2 jours 9,8 10,0 !

j[ 3 jours 12,3 iL6 ;

| 5 jours 18,4 147 i
i

| 7 jours 20,8 17,6 |

TABLEAU 1

Dans le cadre de nos expériences, nous constatons donc une élimi-
nation relativerment trés importante des sucres aprés deux jours de germi-
nation. Ce phénomeéne g'accentue ensuite progressivernent jusqu’au sep-
tieme jour. Notons aussi que les guantités de glucose et de fructose sont

presque équivalentes.
2) Elimination d’acides aminés.

Nous avons pu identifier treize acides aminés dans les fractions ba-
siques.

34



— 101 -

Apres seulement trente heures de germination, seuls 'acide gluta-
migque. alanine, Targinine, et la glutamine sont décelables.

A parlir du deuxieme jour, apparaissent en plus Pacide aspartique, le
glycocolle, la leucine, la méthionine, la proline, la sérine. thréonine, la
tvrosine et le trvptophane.

/

Le tableau II donne limportance relative {(+, + -+, ++4) de la sur-
face des taches de chaque acide aminé trouveé.

‘ IDENTIFICATION ET IMPORTANCE RELATIVE DES ACIDES AMINES

| ELIMINES AU COURS DE LA GERMINATION DE LA GRAINE DU COLZA

; 30 heures{ 2 jours { 3 jours | Sjours | 7jours | 9jours

; Ac. aspartique ...... — + + 4 ++ ++ ++

- Ac. glutamique + 4+ + o+ 4+ | ] A+

‘ Alanine ............ + + 4+ +++ 4+ + + 4 + 4+

‘ Arginine ........... + + + + 4+ FRN 4+

Glutamine .......... + ++ ++ + ++ o+ + 4+

. Glycocolle ......... — + + + + +

Leucine ............ —_ + + ++ + 4+
Methionine ........ — + + 4 + +

: Serine .....iiiiein. — + ++ + o+ RIS 4

Thréonine ......... —_— + + + 4

Tyrosine ..o.evven.. — + + + + + + +

| Proline ............ - ++ 4 T4 + 4 Pt
Tryptophane ....... — + + ++ + + + + + §

TABLEAU 1I

Le tryptophane a été mis en évidence par le paradiméthylaminohenzal-
déhyde (réactif ’ExrLIcH) ; la proline, par l'isatine; et les autres acides
par la ninhydrine.

Une étude semi-quantitative a été ensuite entreprise pour les princi-
paux acides aminés : acide glulamique, alanine, arginine, glutamine et
sérine. Pour cela, aprés révélation des chromatogrammes, les spots sont
découpés eb élués avec une solution 4 0,1 % de chlorure de cadmium dans
du méthanol & 40 %. Les absorbances des solutions obtenues sont ensuite
déterminées au photocolorimetre (A = 575) et comparées & celles d'un
« témoin-papier » découpé & coté des taches 4 doser.
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Les dosages sont effectués par rapport a des gammes ¢lalins élablies
pour chague acide aminé. Les résultats obtenus. rapportés & une plantule
sor:t rassemblés dans le tableau 111

 ELIMINATION D'ACIDES AMINES
AU COURS DE LA GERMINATION DE LA GRAINE DU COLZA
(en npg/plante)

2jours | 3jours | 3jours | 7jours | 9jours
Acide glutamique .......... 1,25 1,37 1,37 1,71 1,12
Alanine .o o i e 0,40 0,42 (0,62 0,76 0,84
Arginine ... 0,44 0,36 0,80 0,90 1,50
Glaamine oo, —_ — 0,64 0286 2,10
Serine ........... EREEEERRR — 7 0,02 0,75 1,32 7 1,671»“

TABLEAU I

3) Elimination d'acides organiques.

Un seul acide organicue a é1é cavactérisé de facon constanie dans nos
cultures : T'acide malique. T napparait quapres le deuxidme jour de
germination et a été constamment retrouvé jusquau neuviéme jour.

La surface et Pintensité des taches obtenues aprés révélation 2 odure-
iodale de polassium, comparées & une gamme dautres taches contenant
des doses connues et croissantes d'acide malique. nous permet d’évaluer
a cnviron 4 ug aprds 3 jours. et 6 4 7 ng apres 5 jours, la quantité d'acide
malique éliminée par une graine de colza.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Ces résullats indiquen! une élimination importante de sucres et
d'acides aminés pendant la germination de la graine de colza.

Signalons qu’a propos des oses. nous obtenons, au point de vue quan-
titalif, des chiffres voisins de ceux que donne Rovira dans son éfude des
subslances séerétées par I'avoine et le pois. Celui-ci constate qu'aprés 14
jours de germination, 25 ng de glucose ef autant de fructose sont libérés
par le pois, alors qué pendant la germination du caryvopse d'avoine, 20 pg
de glucose et 17 ng de fructose sont rejetés pendant le méme temps,

Gelte présence de glucose et de fructose autour de la graine en germi-
nation représente une source énergétique indubitable qui doit stimuler
la population microbienne du sol,
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Parmi les acides aminés éiiminés par le colza, nous retrouvons acide
aspartique. lacide gintamique. Ualunine. la leucine et la sérine souvent

= bk

signalés dans la rhiizosphire des végélaux.

La glutamine. que nous avons trouvée en forte proportion 2.1 wg par
graine apres 9 jours de germinaiion). est cependant bheaucoup moins

|
fréquemment citée.

Insistons suv la présence de la méthionine, de Ualanipe ¢i de la pro-
line, qui 2ont nécessaives a la croizsance de nombreux germes da sol,
ainst que sur celle du tryptophane, précurseur de l'acide indole-acélique

En régle générale, les acides aminés voni permetire la prolifération,
autour de la plantule, de bactéries & pouvoir de synthese faible.

Nous conclurons cette élude en soulignant laction primordiale que
. e -
peuvent exercer ces subslances organicques dans le sol; lors de Détablis-
sement de la « spermosphere. ».

REMERCIEMENTS

Nous remercions Ie Docteur J. Pochon, chef du service de Microbiologie du
Sol & Plnstitut Pasteur de Paris, qui nous a donné de précieux conscils.

BIBLIOGRAPHIE

AMORrR0s M. et Durand G, — 1964, Libération de diverses substances par des graines
de légumincuses au cours de leur imbibition.
Aun. Inst, Pusteur, 107, 79-85.

Axpar R, K., BHUVANESWARE N. 8. and SUBBA-RA0. — 1956. Roots exudates of paddy.
Nuaiure, 178, 1063. ’

ARKAD’EVA 7. A, — 1963, Rapports entre le mais et quelques bactéries de la micro-
flore des racines (en Russe).

Mikrobiologiju, S.S5.S.R., 32, 79-85.

Bartoxn L. V. and Mac Nas J. — 1956. Relation of difiérent gases to the soaking
injury of sceds - L. Some cheminal aspects.
Conirib. Rovee Thompson Insi., 18, 339-336.

BeLikov P, S, Kiritrova T, V. - 1960. Périodicité nycthémérale de Vactivité de
synthése des racines (en Russe).
lzvest. timirjaz. selskokh. Akad. S.S.S.R., 5, 33-44,

BeLikov P. S, Kirirtova T. V. — 1962, Dynamique de Pexcrétion de certaines
substances par le coléoptile d’orge sous l'action de la chaleur (en Russe).
Izwest. timirjaz. selskokh. Aked. SS.S.R., 6. 61-63, -

BruvaneswaArl K. and SupBa-Rao N.S. — 1957, Root exudates in relation to the
rhizosphere effect.

Proc. Ind. Acad. Sci., 45, 299-301.

BorNer H. — 1955, Die Ausscheidung organischer Verbindungen aus den Samen
von Roggen (Secale cereale L.), Weizen (Triticim aestivum L.) und Gerste
(Hordeum vulgare L) wihrend der quellung.

Narturwviss, 42, 48. '

BorNER H. — 1956, Die Abgade organischer Verbindungen aus den Karyopsen,
Wurzeln und Ernteriickstdnden von Roggen (Secale cercale L.), Weizen (Triti-
cum aestivion L.y und Gerste (Hordewm vulgare L) und ihre Bedeutung bei
der gegenseitigen Beeinflussung der hdheren,

Pflanzen, Beitr, Biol. Pflanz., 33, 33-83.

37



— 104 —

Browx R, Greeexwoon A. D, Jornsox A. W, and Loxe. A, G. — 1951, The stimulant
involved in the germination of Orobanche minor.
Biochem. 1., 48, 339-564 ¢t 564-568.

Cary M. — 1939. Contribution & I'étude des substances excrétées par les racines
des végétaux supérieurs. :
These Doct. Pharm, Lille. Tmprimerie Centrale.

Druay C. et Carré M, — 1957, Etude de la composition de quelques excrétions
radicellaires
C. R. Acad. Sci., 244, 230-233.

Demy C.oet Carrit M. — 1938, Etude de la composition des excrétions radicel-
laires L,,hcz quelques Iégumeuses d'origine africaine.

C. R. Acad. Sci., 247, 336-338.

Frank H. — 1954, Uber den Stickstoffverlust bei alternden Pflanzen.
Planta, 44, 319-340.
FRrENZEL B. — 1957, Zur Abgabe von Aminosduren und Amiden an das NZhrme-

dium durch’ '{u Wurzehn von Helianthus annuius.
Planta, 49, 210-234,

Gassner G. und Franke W. — 1935, Einige Versuche iiber den Stickstoffhaushalt
lichtkeimender Samen im dunklen Keimbett,
Zi. Botan., 28, 4464063,

KALYANASONDARAM R, —— 1958, Production of fusaric acid by Fusarium lycopersici
Succ. in the vhizosphere of tomato plant.
Phiviopathol. Zeits, 32, 25-34.

K.\\])L}"R 0. — 1951, Papierchromatographischer Nachwels Aminosiurenausschet
dung in-vitre kultivierte Maiswurzeln,
/mtsch. Naturfor., 66, 437-444,

Karzxeesox H, Rouart J. W, and Payxe T.MB. — 1955, The libération of amino-
acids and reducing compounds by plant roots.
Fiunt and soil, 7, 35-38.

Kazargan V. O, Karaveriax Ko A, — 1961, Sur I'élimination d’acides aminés par les
racines de végétaux {en Russe).
Akad, Nank. arm. $.8.5.R., 32, 159-162.

Kossey-Frier O, — 1961, Gehalt der Wurzel von Keimpflanzen an freiem Methio-
nin.
Naturwissenschaften Disch., 48, 410-411,

Linskexs H. F.und Kxapp R, — 1935, Uber die Ausscheidung von Aminosduren in

reinen und gemischten Rﬂqmnden verschiedener.
Pf[(mzenm{en Plairta. 45, 106-117.

ManrtiN P. — 1936. Qualitative und quantitative Untersuchungen iiber die Auss-
cheidung organischer Verbindungen auss den Keimwurzeln des Hafers (Avena
sativa L.).

Nuarurwiss. 43, 227-228.

PARkINsSON D, — 1955, Liberation of aminoc-acids by oat seedlings.
Nature, 176, 35-36.
PearsoN R, and PArkINSON D. — 1961, The site of excretion of ninhydrine - po-

sitive substances by broad-bean seedlings.
Plant and soil, 13, 391-396.
Prccr G. — 1959. Dosaggio microbiologico di alcune vitamine e di alcun aminoa-

cidi ceduti dal seme durante la germinazione.
Ann. Fac Agrar. Univ, Pisa., 20, 51-60.

RiviEre J. — 1960. Etude microbiologique de la rhizosphére du blé, 111, Nature
des excrétions radicellaires du blé & la fin du tallage.
Ann. Inst. Pasteur, 98, 313-316,

Rovira A. D. — 1956. Plant root excretions in relation to 1h<, rm7osph°ie effect.
Plant and soil, 7, 178-194,

38



— 105 —

Spankis V., RuxeckLes V. C. and Krotkov G. — 1964, Metabolites liberated by
Roots of White Pine (Piuus strobus L.) Scedlings.
Physiol. Plant, 17, 301-313.

Suepa-Rao M. S. and Bauey D. L. — 1961, Rhizosphere studies in relation o
varietal resistance of susceptibility of tomato to Verticillium wiit.
Can. J. Boi., 39, 1747-1758.

SurocHana G. B, — 1962. Amino acids in root exudates of cotton.
Plunt and soil. 16, 312-326. )

Virranex A, L, Larne T, and Haxsex S, — 1936, Excretion of amino-acids from the
roots nodules of leguminous plants.
Narure, 197, 277.

VIRTANEN A. I. and LaIxe T. — 1935. Chemical nature of the aminoc-acids excreted

by leguminous root nodules.
Nature, 136, 756-751.

39



40

2 - Vitamines du groupe B :

L'étude de 1'élimination de ces vitamines hydrosolubles par le Colza
a été publiée (Bull, Soc, Bot, Nord Fr,, 1966, 19), mais pour la bonne com-
préhension de la suite des expériences, nous avons préféré ne pas inclure la
publication, mais reprendre uniquement les résultats qui nous intéressent pou
1'instant,

Les premiers travaux relatifs & la présence de ces facteurs de crois-
sance dans les exsudats de graines en germination cu de plantules cultivées a-
septiquement sont ceux de WEST (1939), qui identifie la thiamine et la biotine
dans les sécrétions du lin, Cependant, la validité de sa méthode de dosage a-
yant été contestée, la poursuite des recherches dans cette voie n'a été reprise
qu’en 1956, par BHUVANESWARI et SULOCHANA, qui, d'ailleurs, ne donnent
que des résultats globaux, sans faire de distinction entre les différentes vita-
mines déceldes, Des recherches plus récentes ont cependant prouvé que leur
présence ne pouvait plus 8tre mise en doute, En ce qui nous concerne, il €
tait donc tres intéressant d'en rechercher la teneur dans le milieu de culture

de plantules de Colza cultivées aseptiquement.

a) Techniques d'analyse :

Pour la culture des plantules et la récupération des excrétats, la
technique est identique a celle qui a été employée précédemment, La solution
recueillie, finalement concentrée 3 un volume tel que 1 ml corresponde aux ex

crétats de 5 plantules, est stérilisée sur filtre Millipore (0,45 p).

Pour 1'analyse des vitamines, nous avons employé une méthode mi-
crobiologique simple, basée sur l'emploi de souches test sélectionnées par
COOK et LOCHHEAD (1959), qui nous ont été transmises par le Service de
Microbiologie du Sol :ie 'Institut Pasteur de Paris, Ces bactéries offrent 1'a-
vantage de se développer dans un milieu nutritif sifnple contenant :

- des sels minéraux : pour 1,000 ml d'eau distillée :
KZHPO4 1l g KNO3 0,5 ¢ ; MgSO4 7HZO 10,2 g CaClz : 0,1 g
NaCl: 0,1 g ; I*“eCl3 6HZO ¢ 0,01 g. Cette solution est ajustée au pH 6,8
portée a ébullition et filtrée apres refroidissement,

- du glucose : 1 g par 1itAre.
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- des acides aminés: lg par litre de "Casamino-acids vitamin free'(Difc
- certains facteurs de croissance, variables suivant le microorganisme
utilisé, indiqués dans le tableau I qui suit,
Ce milieu de culture est réparti dans des ballons de 100 ml, a raison de
40 ml par ballon.

I.es solutions de facteurs de croissance sont préparées aux doses
respectives de 50 pg pour la thiamine, la pyridoxine, le pantothénate de cal-
cium, l'acide nicotine ; de 10 pg pour l'acide folique ; de 0,2 pg pour la vitam
ne BIZ ; de 0,1 ng pour la biotine ; doses que 1'on dissout respectivement daun:
100 ml d'eau distillée, Chacune de ces solutions est stérilisée, puis répartie
raison de 1 ml par flacon ol le facteur est nécessaire,

Pour mettre en évidence la présence d'une vitamine, on dispose :
d'un témoin "négatif" contenant le milieu de culture complet sauf la vitamine
a caractériser, dans lequel la souche ne peut proliférer ; d'un témoin "positif
contenant cette vitamine et dans lequel la souche prolifére ; et enfin de plusies

flacons contenant le milieu de base plus 1 ml de filtrat 3 tester. Dans ce milic

la souche ne proliferera que si la vitamine est présente dans le filtrat,

VITAMINE Compositicn du milicu dcj
| ~HES TES AALINE culture « témoin négatif » |
SOUCHES TEST RECHERCHEE (en 'ph?s dc; sLels |
ot du glucose) |

i
i
'
i

' 824 (Arthrobacter sp.) .. Thiamine « Casamino acids »

jS4 (Micrococcus sp.) ... Biotine « Casamino acids »
Thiamine
Vitamine B,,

Casamino acids »
Thiamine
Biotine

$101 (Flavobacterium sp.) Ac. pantothénique «

Casamino acids »
Thiamine

Biotine
Pantothénate de Ca
Ac. folique

R

Ci3 o Ac. nicotinique ¢

v

Casamino acids
Thiamine
Biotine

Ac. nicotinique
Pantothénate de Ca

GR28 (Agrobacterium sp.) Ac. folique ¢

GRI4 ...iiiiiiniieeen.. Pyridoxine « Casamino acids »
Thiamine

i Biotine
Pantothénate de Ca
Ac. folique

Ac. nicotinique

539 ... e Vitamine B, Extrait de levure

TABLEAU 1
Souches test utilisées pour la détection des facteurs de croissance
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Pour les dosages quantitatifs, en plus du témoin "négatif" et "posi-
tif'' on dispose d'une série de flacons recevant des doses croissantes de vitam
ne pure, qui donnera apres inoculation et incubation,la courbe étalon de dosag:
et d'une série de flacons recevant des volumes décroissants de filtrat & étudie

respectivement 1 ml ; 0,8 ml; 0,6 ml; 0,4 "nnl\ et 0,2 rml,

Enfin chaque flacon est amené 2 un volume égal de milieu de cultur:
et tottes les expériences sont conduites en double, L'inoculum est préparé a p:
tir d'un milieu de culture contenant une concentration suffisamment faible de
la vitamine testée pour que celle-ci soit totalement utiliséc pendant 1'incubatic

-~

Apres inoculation, les milieux sont portés a 1'étuve 28°C pendant 5 jours, et L

lecture des résultats se fait par turbidimétrie,

Cette technique permet de déceler jusqu'a 5 mpg de thiamine, 0,1

mpg de biotine et 1 mug d'acide folique présent dans la prise d'essai.

b) Résultats :

Cette méthode nous a permis d'identifier la présence dec thiamine,
biotine, acide pantothénique, acide nicotinique et acide folique dans le milieu
de culture stérile, apres 5et9 jours de germination (Tablean 1), Par contre,

N . . . . . s .
apres 3 jours, trois vitamines seulement parmi celles qui €taient recherchées
ont pu 8tre mises en évidence de fagon certaine : la thiamine, la biotine et l'a-

cide pantothenique. Quant a la pyridoxine et a la vitamine B} 5 elles n'ont ja-

mais été détectées,

TEMPS DE GERMINATION ;
VITAMINES
3 jours 5 jours 9 jours
Thiamine ................. e + + +
Biotine ..... PN + + -+
Ac. pantothénique ........ + 4 I
J Ac. nicotinique .......... ... traces + +
LAc. folique .., traces + +
; PYridOXing .oevevrevrerennn... 0 0 6
i Vitamine By ooviieeniiian. .. J 0 0 i

TABLEAU 11,

Présence de vitamizr ts du C ivé
e amines dans les exsudats du Colza cultivé stérilement,
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Nous avons ensuite essayé de donner une valeur quantitative pour
la thiamine, la biotine et l'acide folique. Les résultats sont rassemblés dans
le tableau III. Remarquons que le taux de ces vitamines évolue de facon diffé-
rente en fonction du temps de germination des graines de Colza., En particulie
pour la thiamine, si la concentration est relativement élevée apres 3 jours de

germination, elle augmente ensuite tres peu,

Temps de Thiamine Biotine Acide folique

germination | (en pg/g de graine) [(en mug/g de graine)| ( en ng/e de graine)

3 jours 0,57 5,2 traces
5 jours 0,60 15,6 0, 59
9 jours 0,67 12,8 0,70

Etude quantitative de l'élimination de quelques vitamines
pendant la germination du Colza
(les résultats sont exprimés en ug ou en mpug par g. de graines ensemencées),

c) Discussion et conclusion :

Nous avons prouvé la présence de 5 vitamines du groupe B dans les
sécrétions des jeunes plantules de Colza, La recherche de la pyridoxine et de
la vitamine Bl? a conduit a ua résultat négatif qui peut &tre irnputable,d'ailleur
3 une sensibilité insuffisante des souches employées, Ces vitamines, et plus

spécialement la thiamine et la biotine, peuvent jouer un rdle important dans la

rhizospheére car de nombreux germes sont exigeants vis-a-vis de ces facteurs,
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BT VITAMINES

Notre étude portant sur l'évolution des substances organiques éliminéc
en présence d'une microflore, dans le milieu clé culture, par les plantules de
Colza, s'est limité aux acides aminés et vitamines du groupe B, En effet, les
acides organiques, et plus précisément 1'acide malique présent dans les exsu-
dats, n'offrent,en tant que substances énergétiques ou nutvitionnelles, qu'un in
téré&t mineur sur le plan microbiologique, Par contre, les sucres, et particu-
lizrement le glucose, reprdésentent une source énergétique tres appréciable
pour la microflore tellurique, mais non sélective vis-2-vis des groupements
microbiens présents. Cornine une étude précise, entreprise par KUNC et MA-

CURA (1965), a permis de mettre en évidence leur utilisation dans des sols

1.5 - . Zoan s N 1 M 213 - e ST
rhizosphériques, nous n'avons pas cru indispensable de reprendre ce problem:

Pour suivre cette évolution des acides aminés et vitamines dans la rhi-
N vtz - ; ~
zosphere du colza, nous avons préféré ne pas utiliser la terre elle-méme com
me substrat de culture et source de microflore, mais toujours notre systeme
de culture sur sable en tubes, en y incorporant, avant l'ensemencement des
. N p . . . , .

graines ou apres le début de la germination suivaat le cas, une suspension de
terre préparée suivant une méthodologie précisée dans le premier chapitre de

ce mémoire,

Afin d'éliminer de cette microflore totale la présence des champignons
et méme des actinomycétales, nous avons essayé plusieurs techniques : la fil-
tration sur membranes ou sur divers substrats, la centrifugation ou la sédimes
tation, rnais nous n'avons jamais pu aboutir a 1'obtention d'une microflore pure

ment bactérienne.

Les résultats obtenus ont été publiés aux Comptes Rendus (1968, 66). A
la suite de ce travail, nous avons précisé l'importance de la biosynthese de cer
taines vitamines par les bactéries rhizosphériques, et les nouveaux résultats

ont été publiés dans les Annales de UInstitut Pasteur de Lille (1969 - 20).
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MICROBIOLOGIE DU SOL. — Cinétique de I'évolution des acides aminés et des
vitamines hydrosolubles dans la rhizosphére des plantules de Colza (Brassica
Napus oleifera). Note (*) de M. Reland Bloadeau, présentée par M. Roger
Heim.

Dans la rhizosphére de la plantule de Colza, la microflore tellurique utilise les acides aminés
libérés par le systéme radiculaire. Par contre, elle synthétise cerraines vitamines hyvdrosolubles :
acide folique et acide pantothénique en particulicr, dans nos conditions expérimentales.

En culture stérile, les graines en voie de germination et le systéme radicnlaire
des jeunes plantules éliminent des acides aminés et des vitamines hydrosolubles.
Iexcrétion de ces acides aminés a d¢i& donné lieu & de nombreux r%ulmts [(Ha),
alors que la présence des vitamines dans les exsudats a été peu recherchée, probable-
ment & cause de la difliculté du dosage [(9), ()].

En présence d’une microflore tellurique, Uutilisation de ces facteurs de croissance
par les bactéries n’a jamais été étudide de fagon trds précise. Dans une Note anté-
rieure, nous avons signalé que les excrétats radicellaires du Colza (%) stimulaient
préférenticllement les bactéries ne nécessitant que des acides aminés pour leur
biosynthése, an détriment de celles qui avaient un pouvoir de synthése plus réduit.

lei, nous nous sommes propos¢ d’étudier simultanément la cinétique de évo-
Tution des acides aminés et des vitamines du groupe B au cours de la germination
du Colza, comparativement en culture stérile, ou en présence d’une microflore tellu-
rique. Parallélement, nous avons aussi suivi Uactivité biologique de cette microflore
en ¢évaluant le nombre de bactéries présentes en fonction du temps de germination.

MATERIEL ET TECHNIQUES. — Les tubes de calinre employés conticnnent de la
laine de verre supportant le sabstrat de germination : du sable de Fontainebleau
lavé aux acides. La solution de Knop diluée au demi constitue le milien nutritif,
Chaque tube regoit, en plus, 1 ml d’une suspension dilution d’une terre de référence (°)
diluée au 1 %/40 ; stérile ou pas, suivant le cas. Les graines de Colza utilisées (variété
Crésus) sont préalablement stérilisées a I'hypochlorite de calcium. Elles sont ense-
mencées & raison de 25 par tube, et les semis, disposés dans une pigce régulée a
22 °C, sont soumis & un €clairement de 12 h par jour.

A intervalles de temps réguliers, et aprés vérification éventuelle de la stérilité
des tubes, les semis sont ¢lués avec de T'eau bidistiliée. T.es éluats, passés sur filtres
« Millipore » a porosité de 0,45 p, sont ensuite concentrés sous vide jusqu’d ur
volume tel que 1 ml corresponde aux excrétats de 2 plantules.

Ce volume est alors divisé en 2 fractions : la premiére, aprés congélation, est

&

=

stérilisée par filtration ; elle sera destinée aux desages vitaminigues. La seconde est
utilisée pour le dosage des acides aminés, aprés passage sur résing Dowex 50 (forme
acide), élution avec une solution armmoniacale, suivie d’une concentration et d’une
lyophilisation.
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(2)
Les vitamines hydrosolubles sont dosées par une méthode microbiclogique :

Lactobacillus viridescens ATCC 12706 a été utilisé pour la thiamine.

Streptococcus faecalis ATCC 8043 a &té utilisé pour I'acide folique.

Lactobacillus plantarum ATCC 8014 a été utilisé pour la biotine, Pacide nicoti-
rique et Pacide pantothénique.

La lecture des résultats se fait par néphélométrie. Les cultures étant exposées
4 la lumiére, la riboflavine et la pyridogine n’ont pas été étudiées. Les acides aminés
sont caractérisés par chromatographie sur plaques de cellulose, ou dosés par chro-
matographie sur colonne (apparcil Technicon) (19). La microflore des tubes non
stériles est évaluée par ensemencement sur milieu gélosé de Bunt ¢t Rovira.

RESULTATS. — Lanalyse chromatographique des acides aminés sur colonne a
permis d’en identifier 24. Les tableaux [ et I’ groupent les résultats obtenus avec ceux
qui sont le plus abondamment excrétés. Ces 10 acides aminés représentent 82 %
du total, apres 6 jours de germination en conditions stériles.

TasrLeau 1

Cinétigue de I'évolution des principaux acides aminés dans les semis stériles (ST)
ou en présence d’une microflore tellurique (MT)

{exprimée en 1073 pmoles par plantule)

3 jours 6 jours 9 jours
Acide aspartique ..... { ST 1,05 1,77 3,50
MT 0,64 0,24 0,21
Thréonine { ST 0,5 0,52 0,65
13 | Ml‘ 0’51 0’12 0’09
Sérine { ST © 1,60 1,43 1,73
.............. MT 157 0.55 " 082
. . ST 1,85 2,11 2,50
cide gl . ’ . ? >
Acide glutamique { MT 1,25 0.15 013
Proline { ST 0,64 0,59 0,54
""""""" MT 0,48 0,09 - traces
, [ ST 1,01 1,04 1,10
Glycocolle. . ......... | MT 0.83 0.52 | 0.44
o Alanine { St 1,10 095 0,95
HIRIEG . e MT 1,13 0,24 0,51
Valine ! ST 0,48 0,61 0,70
"""""""""" \ MT 0,35 0,10 0,08
Leucine | ST 0,39 0,48 0,44
QUCINE .. vvvtirrnnns | M 0.24 007 - 0.07
istiding ST 0,57 0,81 0,76
1S 2

MT 0,65 0,34 0,29
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TaBLEAU 17

Acides aminés libérés aprés 6 jours de germination dans les semis stériles
et degré d'utilisation de chacun d’eux par la microflore tellurique

% par rapport aux
acides amings totaux

% utilisé par
la microflore

Acide aspartique .. ..

Thréonine

Sérine voveiiiiaa,
Acide glutamique . ...
Proline .............

Glycocolle
o Alanine

Valine .............
Leucine ............

Histidine

14
4,1
11,4
16,7
4,7
8,3
75
4,9
3,9
6,5

86,5
77

61,6
92,9
84,8
50

74,8
83,7
85,5
58,1
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Le tableau II correspond aux dosages vitaminiques réalisés parallelement.

Tasreav 11

Cinétique de Iévolution des vitamines hydrosoluibles

{expriméc emsrpg par plantule)

3 jours 6 jours 9 jours 12 jours 15 jours
. L. ST 0,013 0,023 ¢,041 0,062 0,067
Biotine ........ven..n. { .
MT 0,012 0,015 0,024 0,033 0,035
Acide folique .......... { ST 0,28 0,35 0,62 0,65 0,72
' MT 0,48 0,94 1,12 0,98 0,81
Acide nicotinique, ...... { ST 11, 14,5 17,5 26 28,5
MT 10 11,5 6,5 8,2 12
Acide pantothénique . { ST ! 14,3 20,8 231 212
. MT 12,1 16,4 22 19,3 13,4
Thiamine ............. { ST 0,20 0,24 0.27 0,29 0,39
MT 0,19 0,23 0,24 0,24 0,25

Enfin, le tableau II corre:

rond 4 Pévolution de la microflore tellurique ense-

mencée dans les tubes de culture. Les résultats sont donnés en milliers de germes
présents dans 1 mi de milieu de culture.

Jours

TasLeAu JII

Nombre de bactéries

(en millicrs)

Taux de crois-
Sance par jour

[« QR I U R ]

o

15
18

2,8
26,8

192

16 040
144 500
157 600
156 000
312 600
386 000
530000
525000

8,5
6,1
82,5
3
0,09
0,24



(4)

INTERPRETATION DES RESULTATS. — La cinétique de Délimination des acides
aminés par les plantules stériles varie suivant leur nature. Ainsi, pour Pacide aspar-
tique, la quantité dosée est proportionnelle a la durée de germination (tout au moins
dans les limites de Pexpérience). A un moindre degré, on retrouve la méme cinétique
pour la thréonine, 'acide glutamique, la valine ct la leucine. Par contre, le taux des
autres acides aminés varie peu aprés 3 jours de germination, ou peut méme diminuer.

En présence d’une microflore tellurique, la concentration des 24 acides aminés
identifiés a toujours été plus faible que dans les semis stériles. Tous paraissent &tre
utilisés par les bactérics (tableau I'). De plus, 'acide aspartique, Pacide glutamique
et 1a leucine sont préférentiellement assimilés dés le début de la germination, ainsi
que Pasparagine, isoleucine, et la lysine (non représentés dans le tableau).

Dans les semis stériles, Pélimination des vitamines du groupe B est aussi pro-
portionnelle au temps de germination, quelle que soit Ia vitamine considérée. Cepen-
dant, en présence de la microflore tellurique, s’il y a utilisation de la biotine et de
Pacide nicotinique, il y a par contre augmentation considérable du taux d’acide
folicue, ef, & un moindre degré, de celui de Pacide pantothénique, Quant a la thia-
mine, sa teneur dans la rhizosphére west pratiquement pas modifide,

L acide folique et Pacide pantothénique seraient donc synthétisés par les bacté-
ries rhizosphériques. La production est d’ailleurs en rapport avec leur taux de
multiplication (tableau I11). Elle est active pendant les premiers jours de germination,
puis la concentration diminue, pour une raison encore indéterminée.

En conclusion, dés le début de la croissance des plantules de Colza, le taux des
acides aminés et des vitamines hydrosolubles varie dans le méme sens si les semis
sont stériles. En présence d’'une microflore, il y a diminution de tous les acides
aminés, mais biosyntheése de certaines vitamines.

(*) Séance du 22 avril 1968.

(1) C. B. SuLocHANA, Plant and Soil, 16, 1962, p. 312.

(2) V. VAanNcURA et A. Hovaoik, Plant microbes relationships, Proe. Symp., Prague, 1963,
(3) V. Stankrs, V. C. RunecgLes et G. Krotkov, Plaat and Seil, 17, 1964, p. 301.

() A. CHAaLvIGNAC, Thése Sc., Paris, 1965.

(5) D. Bouvuter, I. J. Jeremy et M. WiLpimNg, Plant and Soil, 24, 1966, p. 121.

(¢) A. D. Rovira ¢t J. R, Harris, Plant and Soil, 14, 1961, p. 199,

(7} C. B. SULOCHANA, Plant and Soil, 16, 1962, p. 327.

(8) R. BLonDrau, Bull. Soc. Bot. Nord Fr., 19, 1966, p. 27.

(%) R. BLONDEAU, Bull. Soc. Bot. Nord Fr., 21, 1968 (sous pressc).

(19) Analyses réalisées au laboratoire de Physiologie végétale de UInstitut catholique de Toulouse.

(Laborateire de Cryptogamie, Faculté des Sciences,
B. P. n° 36, Lille, Nord.)
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SPECIFICITE DE LA BIOSYNTHESE DE CERTAINS FACTEURS

VITAMINIQUES DANS LA RHIZOSPHERE DES PLANTULES DE COLZA
(BRASSICA NAPUS OLLEIFERA)

Bro~peau R.

(Laboratoire de Cryptogamie - Faculté des Sciences de Lille)

Dans les semis de colza effectués en présence d'une microflore tellurique donnée,
certaines vitamines hydrosolubles semblent étre synthétisées dans le substrat de germi-
nation. On peut se demander si ces biosynthdses apparcutes sont, soit fonction de la
nature des microflores telluriques introduites, soit des plantules elles-néme, par Uiater-
mdédiaive de leurs excrétats.

Dans une note précédente, nous avons signalé la présence d'une biosynthese
de certaines vitamines hvdrosolubles, en particulier de Vacide folique et de Vacide
pantothénique, dans la rhizosphére de la plantule de colza. Ce résultat ayant été
obtenu a partir d’une seule origine de microflore tellurique, nous avons voulu
préciser les facteurs conditionnant cette synthése en cultivant les plantules en
présence de plusicurs microflores de nature différente. En outre la présence de
vitamine By, de riboflavine et de vitamine B, qui n'avait jamais été détectée dans
fa rhizosphere du colza, a aussi été recherchée.

MATERIEL ET METHODES

La technique de culture des graines, ainsi que le mode de préparation et
d’incorporation des microflores telluriques ont déja été précisés (3). Unc petite
modification a cependant ¢1¢ apportée aux tubes de culture: la partie inférieure
de ceux-ci, correspondant a la hauteur du substrat de germination, est placée
dans Tobscurité, en vue d'éviter la photolyse des vitamines photosensibles, et
permettant ainsi leur dosage ultérieur.

Ce substirat de germination est constitué par du sable de Fontainebleau lavé
aux acides. La solution de Knop diluée au demi est cmployée comme milieu
nutritif. Avant ensemencement, les graines de colza, de variété Crésus, sont stéri-
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lisées par passage dans un bain dhypochlorite de calcium, suivi de 5 Javages 2
Peau stérile. Enfin, les semis sont disposés dans une pice régulée a 18 °C, et
regoivent un éclairement de 12 h par jour.

Les microflores telluriques employées correspondent & des terres de texture
et de composition trés variées. Le tableau I résume lorigine des cing microflores
utilisées, et précise I'importance de la population bactérienne présente, évaluée
par ensemencement sur milieu gelosé de BUNT et Rovira (4).

TasLEau I
Microflores
telluriques A J P 0 F
Terre Terre de . .
. momenta- jardin trés  Terre de Telrre‘ de lelrrp dg
Origine nément riche en prairie culture 3 culture
inculte humus PH acide  pH  basique
Nombre de baciéries ¢y 33, 80,750 19,400 50,500 36,500
en millions/g de terre , o ; : ;

Les vitamines sont dosées par une méthode microbiologique :
Streptococcus faecalis ATCC 8043 permst le dosage de I'acide folique ;

Lactobacillus plantarum ATCC 8014, celui de Pacide pantothénigue, 'acide nico-
tinique et la biotine ;

Lactobacillus viridescens ATCC 12706. celui de la thiamine ;
Lactobacillus casel ATCC 7469, celui de la riboflavine ;
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, celui de la vitamine B, ;

Saccharomyces carlsbergensis ATCC 9080, celui de la vitamine B, {(ensemble
pyridoxine, pyridoxal et pyridoxamine).

La lecture des résultats se fait par néphélométrie.

RESULTATS

L’élution des substrats de germination a été effectuée aprés 6 jours de
culture, c’est-a-dire & un moment ol, dans le substrat de germination, la différence
entre les concentrations vitaminiques d’origine bactérienne et végétale est suffisam-
ment élevée, comme nous P'avons déji signald (2).

Les ¢luats sont ensuite concentrés sous vide jusqua un volume tel que 1 ml
cortesponde aux excrétats de 2 plantules, et sont finalement passés sur filtres
« Millipore » (porosité 0,45 p1).

Les résultats, rassemblés dans le tableau IT sont donnés en 10-3 pg et corres-
pondent & une plantule. La premitre colonne de résultats donne les concentrations
obtenues a partir de semis stériles, correspondant donc aux excrétats radicellaires
seuls (I'auto apport vitaminigue relevant de Pintroduction des microflores dans les
tubes de culture s’est revélé insignifiant).

1l ressort de ces résultats que 2 vitamines : I'acide folique et la vitamine By,
sont toujours retrouvés a des doses plus élevées lorsque les semis sont effectués
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TaBrLeau 1T

Concentration en facteurs de croissance des substrats de germination
tnoculés par diverses microflores tellurigues

Microflores telluriques : A J P (8] F
Acide folique .................... 0,65 1,48 0,74 1,61 0,82 2,61
Acide pantothénique ............ 13,6 82 10,3 104 10,4 9,6
Acide nicotinique ................ 16,1 109 78 13,3 8,2 14
Thiamine  .........ooivviian... 0,19 0,17 0,14 0,12 0,41 0,12
Biotine ... i, 0,031 0,025 0,032 0,031 0,032 0,035
Vitamine Bs  ....covviivnni... 0,20 0,26 0,20 0,47 0,48 0,53
Riboflavine........................ <0,0012 <20,0012 «<0,0012 <<0,0012 <0,6012 <0,0012
Vitamine By .ovovvviniinil, 0,0041 00110 0,0083 00052 00087 0,0115

en présence d’une microffore. La vitarmine By, & une exception prés est, elie aussi,
plus concentrée dans les éluats non stériles,

Ces 3 vitamines semblent donc étre synthétisées par la microflore rhizosphé-
rique, indépendammient de la composition de la microflore introduite dans les
Semis.

Les autres vitamines : acide pantothénique, acide nicotinique, thiamine et bio-
tine sont, par contre, presque toujours utilisées par la microflore, sauf dans quelques
cas: en particulier celui de la thiamine, en présence de la microflore O, et de la
biotine, en présence de microflore I5. Leur synthése serait donc uniquement fonc-
tion du spectre bactérien de la microflore tellurique introduite dans les cultures.

Enfin, en ce gui concerne la riboflavine, elle n’a jamais pu étre mise en
évidence. La technique utilisde permettait pourtant de déccler une concentration
correspondant & 1,2 pug par plantule. Ce résultat est en accord avee ceux de
Rovira et Hanwis (9) qui ne trouvent la ribofiavine quwa ['état de traces, et dans
certains exsudals radicellaires seulement. Par contre, Caarvienac (5) en déiecte
dans les exsudats de plantules de lin, et Piccr (8) dans la spermosphére de
quelques graines (Trigoneile, moutarde et navet),

DISCUSSION

La synthése apparente d’acide folique, de vitamine By et By, par la microfiore
rhizosphérique devait cependant &tre vérifiée de fagon plus précise. En effet, elle
pouvajt &tre imputée a lactivité d'une méme flore bactérienne se développant
dans toutes les terres au moment de leur conditionnement (séchage ou conser-
vation). Une nouvelle expclrience a ainsi été entreprise & partir d’une terre non
séchée, employée comme source de microfiore,

Cette terre, prélevée au méme endroit que la terre F, a donné exactement
les mémes résultats, c’est-a-dire la présence, aprés 6 jours de germination d’environ
4 fois plus d'acide folique, et plus de 2 fois plus de vitamine B, et B,, dans les
semis non stériles.

Cette élévation de la concentration en facteurs de croissance pouvait de
méme é&tre interprétée par la multiplication d'une microflore, indépendante des
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excrétats racinaires, se développant uniformément dans les tubes de culture avant
I'implantation de la radicule dans le substrat de germination.

Pour éliminer cette hypothése, nous avons dosé la concentration d’acide
folique présent dans les éluats des tubes de culture suivants :

—- tubes stériles non ensemencés (T) :

—— tubes ensemencés avec une microflore A seule (MT);

—- tubes stériles ensemencés avec des graines seules (STC);

-— tubes ensemencés avec des graines, en présence de la microflore A
MToC) ;

— tubes stériles ensemencés d’abord avec des graines, puis, aprés 72 heures
de germination, inoculés avec la microflore A (MT,C).

" Les résultats, obtenus aprés 8 jours de germination (tableau IIT) permettent
effectivement de rejeter cette hypothése.

TapLeau 11T

Acide folique : T MT STC MToC MT.C
(en 10-3ng/tube de culture) ..... e 0 1,92 1321 30,36 2893

Enfin & propos des trois facteurs de croissance : acide folique, vitamine By et
By,, soulignons que dang Uétat actuel de notre expérimentation, on ne peut pas
encore affirmer qu’il y a biosynthése de vitamines proprement dites par la microflore
rhizosphérique.

En effet, on ne détecte finalement ces biosynthéses de facteur de croissance
quen fonction des souches tests utilisées @ or, Streptococcus faecalis, qui répond
a la présence d’acide folique (acide ptéroylglutamique) et de quelques dérivés tels
que Tacide ptéroique et la rhizeptérine, n'est que trés peu stimulé par les formes
polyglutamiques de cet acide folique. Dans nos semis, nous ne connaissons pas
la forme présente.

Saccharomyces carlsbergensis répond aux trois formes de la vitamine By:
pyridoxine pyridoxal et pyridoxamine, mais ne peut renseigner sur [importance
relative de chacune de ces formes dont la nature peut varier en fonction de la
présence de la microfiore.

Enfin Lactobacillus leichmannii permet le dosage de la vitamine By, c’est-a-dire
de la cyanocobalamine, mais il est aussi sensible aux analogues de cette vitamine.
Il est d’ailleurs peu probable que les plantules de colza éliminent la cyanocobalamine
elleméme car on ne connait pratiquement pas de telle synthése dans le régne
végétal.

Fries pourtant en a trouvé dans des graines de pois germant dans de I'eau
stérile et consideére qu'elle est synthétisée par les cellules végétales. BaBotn (1),
reprenant la méme expérience et en incorporant du ®Co aux plantules, infirme
cependant cette possibilité de synthése. VALENcIA (10) a pu aussi déceler des
cobalamines dans les feuilles vertes de blé ou de tréfle rouge, ainsi que GRAY et
Danier (7) qui isolent de la cyanocabalamine des feuilles du navet.

En ce qui concerne les graines de colza, ce facteur de croissance pourrait
bien sr avoir une origine exogéne, c’est-a-dire indépendante des synthéses végétales,
et Ctre éliminé au cours de la germination. I’avgmentation de sa concentration,
en fonction du temps de germination du colza, que nous avons pu vérifier dans
des semis stériles, nous incite cependant 2 rejeter cette hypothése.
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Pour élucider I'ensemble de ces problémes, il sera donc nécessaire d’envisager
la séparation chromatographique de ces trois facteurs de croissance de fagon a
préciser leur nature exacte et leur biosynthése propre.

RESUME

En présence de plantules de colza (variété Crésus), le substrat de germination
contenant une microflore tellurique s’enrichit en certains facteurs vitaminiques:
acide folique, en tant que facteur de croissance pour Streptococcus faecalis, vita-
mine By «totale» et vitamine B;, ou ses analogues. La nature de ces facteurs
vitaminiques est indépendante de la composition initiale de la microflore tellurique
ensemencée. La microflore rhizosphérique serait donc responsable de cette spécificité.

SUMMARY

In presence of colza plantules (Cresus variety) the germination substratum
with a telluric microflora makes itself rich with some vitaminic substances: folic
acid, as a growth factor for Streptococcus faecalis, “whole” B vitamin and B,, or
its analogues. The kind of these vitaminic substances does not depend on the
initial composition of the telluric microflora sowed. The rhizospheric microflora
would be on account with this specificity.
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C - DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS ET CONCLUSION,

Comme pour l'exposé de nos propres expériences, nous analyserons
dans cette discussion, d'abord le probleme de l'excrétion racinaire en culture

stériles, puis l'action des microorganismes rhizosphériques sur les excrétat:

es substances organiques dans les excrétats provenant de semis
1) Les subst s organiques d les excrétats pr t de s s

stériles :

a - sucres : CARRE (1959), GIRARD (1963) et CHALVIGNAC
(1965) ne trouvent aucun sucre exsudé dans le milieu de culture des plantes
qu'ils cultivent, Nous pensons que ce résultat est dd au défaut de sensibilité
de leur ‘méthode de dosage car de nombreux travaux récents qui, parfois, se

rapportent aux mémes plantes, ne permettent plus de mettre en doute cette

élimination par le systéme radiculaire,

Dans les exsudats des plantules de Colza, nous avons constaté
que le sucre le plus abondant était le glucose. La présence de celui-ci est-
d'ailleurs signalée dans les exsudats de presque toutes les plantes étudiées,
Seuls BHUVANESWARI et coll, (1957) pour le millet, VANCURA et HOVADIK
(1963) pour le chou-rave, ne le caractérisent pas parmi les sucres isolés aprt

chromatographie mono-dimensionnelle sur papier,

Par contre GOATLEY et LEWIS (1966), dans le liquide de gutta
tion de germinations de riz et d'orge, JALALI et SURYANARAYANA (1971)
dans les excrétats de la plantule de blé, RIVIERE (1960) pour cette méme cé-
réale mais au moment du tallage, et VANCURA et GARCIA (1969) pour le faux

millet (Panicum miliaceum) trouvent que le glucose est le -principal sucre s'ac

cumulant dans 1'aire radiculaire des plantes.

I.e fructose, que nous avons aussi caractérisé dans les exsudat:
du Colza est parfois cité pour les autres plantes, en particulier chez la mou-
tarde et le millet (BHUVANESWARI et coll., 1957), la tomate et le poivrier
(VANCURA et HOVADIK, 1963) qui en éliminent abondamment,

Enfin, des pentoses tels que le ribose, le xylose et l'arabinose,
d'autres hexoses tels que le galactose et le rhamnose, des di et tri-sacchari-

des tels que le maltose, le saccharose et le raffinose, que nous n'avons pu
q s
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mettre en évidence chez le Colza, ont été signalés par certains auteurs cités

ci-dessus, et par VANCURA (1964), ROVIRA et Mc DOUGALL (1967).

Y

Cette teneur en sucres des excrétats obtenus a partir de cultu-
res stériles peut diminuer en fonction de 1'dge des plantules, comme 1l'a re-
marqué ROVIRA (1956) & partir de culturesde pois et d'avoine dgées de 21
jours, Celui-ci interprete d'ailleurs ce phénomene comme une réabsorption
des sucres par les radicelles, ou une synthese d'oligosaccharides, dans l'aire
radiculaire des plantes, a partir des oses initiaux, En ce qui concerne le Col-
za, dans nos conditions expérimentales, nous avons jamais constaté ce phé-

nomene.

Enfin, signalons aussi qu'a partir d'exsudats stériles de grai-
nes, il est poss ible de révéler la présence de sucres : pour la graine du co-
tonnier, HAYMAN (1969) en trouve ainsi de 0,20 & 0,40 mg, en équivalent

glucose,

b - acides aminés : a partir des excrétats de plantules de Colza

l'analyse chromatographique sur colonne a permis d'identifier 24 acides ami-
nés, En plus des 10 principaux que nous avons signalé dans la note publiée aux
Comptes rendus, il faut donc ajouter l'isoleucine, l'arginine, l'acide b’ amino
butyrique, l'asparagine, la lysine, le tryptophane, la tyrosine, l'ornithine, la
phenyl alanine, la citrulline, la methionine, la cystine, la {§ alanine et 1'hy-~

droxyproline, ces trois derniers n'étant présents qu'a 1'état de traces,

Remarquons que la glutamine ne peut étre caractérisée en em-
plovant cette méthode de séparation des acides aminés, mais par chromatogra.
phie sur papier, nous avons pu vérifier (Bull, Soc. Bot.) que sa teneur était
relativement importante dans les excrétats, Contrairement 3 ce que 1l'on peut
constater pour la plupart des autres acides aminés, la concentration de cette
glutamine augmente d'ailleurs tres rapidement en fonction de 1'dge des plantu-

les. (Le méme phénomene se produit pour l'acide aspartique).
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Au point de vue quantitatif, l'analyse effectuée apres séparation
sur colonne nous donne une excrétion de 10,3 . 10"3 pM d'acides aminés pour
une plantule, apres 6 jours de germination., Ce résultat est inférieur 3 celui
que 1'on peut approximativement déterminer aprés séparation sur papier, mai:
plusieurs facteurs peuvent expliquer cette différence : tout d'abord, les résul-
tats obtenus apres chromatographie sur papier ne sont que semi quantitatifs
comme nous l'avons précisé dans la publication. Ensuite, les graines de Colzs
employées ne sont pas de la mé&me variété : en 1965, nous avons utilisé la va-
riété Valois ; en 1968, la variété Crésus. Enfin, les modalités expérimentales
ne sont pas identiques : les résultats publiés en 1965 proviennent de plantules
dont les graines ont été préalablement préincubées pendant 24 heures a 26°C
alors que par la suite, cette pré-germination a été supprimée car les plantule:

issues des graines étaient trop gréles,

Dans le tableau I suivant, nous rapportons les résultats quantitatifs
globaux obtenus pour différentes plantules, apres séparation chromatographiqu
des acides aminés présents dans les excrétats, Pour simplifier la lecture,

. . -3
nous avons exprimé tous les résultats en 10 = pM par plantule,

Acides aminés excrétés
Plantules étudiées Période de (en 10-3 pM par plantule )
végétation f . ' 1
pendant la période .
de végétation par jour
|
COLZA 0.6 Lo i
(Blondeau 1968) - b jours »3 I 1,71
LUZERNE 310 a1 i
(Richter et coll, 1968) - iV jours )1 : 4,44
RIZ . i
(Sadhu et Das 1968) 0 - 15 jours 8,2 : 0,54
PIN )
(Bowen 1969) 14 - 28 jours 104, 5 : 7,46
POIS 5 12 - |
(Sherrod et Domsch > jours ’ 7 ! 32,42
1970) !

TABLEAU 1,

Aspect quantitatif de 1'élimination des acides aminés

Pardes plantules cultivées en conditions stériles.
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Nous constatons que nos résultats sont du méme ordre de gran
deur que ceux de RICHTER et coll,, relatifs a la luzerne, SHERROD et
DOMSCTI obtiennent des concentrations nettement supérieures, mais leur ma
tériel, des graines de pois, n'est pas comparable au ndtre : ces graines volu
mineuses libeérent au moment de la germination des quantités tres importante

d'acides aminés provenant des réserves cotylédonaires,

Si nous considérons maintenant les différents acides aminés
€liminés par le Colza, nous remarquons l'importance de 1'acide glutamique,
I'acide aspartique, la glutamine, la sé€rine, l'alanine et le glycocolle, Ils re-
présentent plus de la moitié de la teneur en acides aminés des excrétats,
CARRE (1959), VANCURA et HOVADIK (1963) ont aussi étudié, apres sépara-
tion chromatographique sur papier, les acides aminés présents dans les excre
tats de quelques Cruciféeres : CARRE, pour le chou, le chou-fleur, le chou de
Bruxelles et le chou-navet, caractérise l'acide aspartique et la sérine surtout,
puis l'asparagine, 1l'acide glutamique, la glutamine,l'alanine et la leucine,
VANCURA et HOVADIK, pour le chou-rave, notent prindpalement la présence
de l'alanine, l'acide aspartique, la leucine, l'acide glutamique, la glutamine,
la phényl alanine et la méthionine, Nous constatons ainsi que pour le Colza,
nos résultats sont tres voisins de ceux qui se rapportent aux plantes de la mé-

me famille .

Par contre, le spectredes acides aminés éliminés par les autre
plantes est parfois assez différent. Nous n'insisterons cependant pas sur cet as
pect du probleme, mais dans le tableau II nous avons rassemblé les résultats
obtenus pour 4 plantes, apres séparation chromatographique sur colonne des
exsudats, De nombreux autres résultats ont été publiés mais ils ne sont sou-
vent que qualitatifs ou semi-quantitatifs. En plus des références signalées
dans notre premitre publication (Bull, Soc. Bot.) notons ainsi les travaux de
VANCURA (1964) SINGH (1967) ROVIRA et Mc DOUGALL (1967) AYERS et
THORNTON (1968) sur le blé et d'autres céréales ; ceux de MILLER et
SCHMIDT (1965) sur le haricot, de VANCURA et GARCIA (1969) sur le millet,
et de LEELAVATHY (1970) sur le riz, Les résultats consignés dans le tableau

Il prouvent, d'une part, que le milieu de culture peut intervenir dans la compo-
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PLANTULES CQL.ZA POIS I.LUZERNE POIS
(Blondeau 1968){(Boulter, Jeremy etf(Richter, Wilms (Sherrod et
Wilding 1966) et Scheffer 1968)| Domsch 1970)
période de vé- . . . .
e s 0 - 6 jours 0 - 14 jours 3 - 10 jours 5 - 12 jours
gétation
type de culture sable hydropo- sable sable hydroponique
nique -
[
!
§ alanine tr, - | - - 0,44
o alanine 7,50 3,07 4,16 9,14 10,86
arginine 2,20 4,80 | , 79 0, 64 3,10
asparagine 1,61 - : - - ~
ac. aspartique 14 22,01 | 16,18 6,63 7,98
¥ NH, butyrique 2,10 tr ' otr, - g, 66
citrulline 0,69 - ' - - -
cystine tr, 1,10 : - - -
ac. glutamique 16,70 24,13 1 14,30 2,83 4,88
glycocolle 8, 30 3,22 V3,50 10,73 3,10
histidine 6,50 2,75 | 2,56 - 1,77
homoserine - 14,94 | 30,87 - 22,83
isoleucine 2,39 1,02 | 0,94 1,57 2,66
leucine 3,90 1,65 11,53 2,83 3,77
lysine 1,70 2,28 2,69 8,21 3,10
methionine 0,60 - | - 0, 64 0,22
ornithine 0,92 3,54 | 4,20 11, 35 0, 22
phényl alanine 0,82 1,34 | 1,47 4,11 2,22
proline 4,70 tr, ] tr, - 2,22
serine 11,40 5,35 | 5,07 16,08 12,19
threonine 4,10 5,58 | 4,85 4,73 4,21
tryptophane 1,19 - - - tr,
tyrosine 1,03 1,49 | 18 2,53 1,11
valine 4,90 1,73 : , 71 2,83 4,44
non identifié 2,75 - - 15,14 -
]
|
TABLEAU 1II.

ASPECT QUANTITATIF DES ACIDES AMINES
PRESENTS DANS LES EXCRETATS DE QUELQUES PLANTULES
(LES RESULTATS SONT EXPRIMES EN %),
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sition en acides aminés des exsudats (BOULTER et coll, : élimination impor-
tante d'homoserine quand les germinations sont effectuées sur sable), et d'au-
tre part, que certains acides aminés peuvent &tre dominants dans les excrétior
de certaines plantes (homoserine pour le pois) et absents chez d'autres (homo-
serine pour le Colza et la Luzerne), Pour le pois, siles teneurs en certains
acides aminés ne correspondent pas en comparant les résultats de BOULTER
et coll,, et de SHERROD et coll,, il faut peut &tre faire intervenir les variétés
qui ne sont pas identiques : les premiers utilisent la variété ""Alaska', les se-

conds, la variété "Wunder von Kelvedon'',

Enfin, soulignons qu'en ce qui concerne la cystine, absente dans
les exsudats de Colza, BOULTER et coll, (1966) ont démontré que celle-ci est

toujours absente quand les germinations sont effectuées sur sable,

¢ - acides organiques : nous avons identifié de fagon constante
un seul acide organique dans le milieu de culture des plantules de Colza : l'a-
cide malique. CARRE (1959), & partir des excrétats des cruciferes précédem-
ment citées, n'en caractérise aucun ; VANCURA et HOVADIK (1963) pour une
autre crucifere : le chou-rave, tout en notant la présence des acides malique,
lactique et glycolique, soulignent en outre l'élimination importante de l'acide
oxalique. SLANKIS et coll, (1964), VANCURA (1964),ROVIRA et Mc DOUGALL
(1967) ont particulierement étudié ces acides organiques excrétés par de jeune
plantules, mais ne donnent aucune valeur quantitative. Sur ce plan, nous ne

pouvons donc pas comparer nos résultats,

d - vitamines hydrosolubles : pour les 8 vitamines du groupe B
"recherchées, seule la riboflavine n'a pu &tre décelée dans les excrétats du
Colza. Le fait est assez surprenant car les plantes, et mé&me les graines (BOX
et BRAEKKAN, 1967) en contiennent des teneurs assez appréciables, Aussi,
nous pensons que cette vitamine particulierement photosensible se dénature lor:
de la récupération des éluats radicellaires. Récemment NICHIK (1970) a signa

1é la présence des acides pantothenique et nicotinique, de biotine et de pyrido-

xine dans les exsudats du Colza, confirmant ainsi les résultats de nos analysez
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Etant donné l'absence presque totale de données quantitatives
completes concernant 1'élimination de ces vitamines B par les racines, ncus
résumerons dans le tableau IIl les résultats obtenus jusqu'a maintenant dans
ce domaine. Ce tableau met en évidence l'importance de certaines vitamines
plus souvent citées : les acides pantothénique et nicotinique, la thiamine et la
biotine, Pour la biotine et les acides pantothénique et nicotinique, les valeurs:
que nous avons estimées sont du méme ordre de grandeur que celles de ROVI

RA et HARRIS (1961), pour des graines et une période de germination similai

Rovira et Sulochana [Chalvignac{Goatley et {Gvamichavyg Nichik

Harris 1961 1962 1965 lcoll, 1966 1966 1970

matériel tomate et )4 . . riz-blé lin-mals pois

. ; cotonnier lin .

végétal -gumineuses orge seigle colza
ac, pantoth, + . + + + +
ac, nicotinique + . + . + +
ac. folique . . + . . .
thiamine tr. + + + + .
biotine + + + + + +
pyridoxine 0 + 0 + . +
riboflavine tr, + + . .

TABLEAU III.

Présence de vitamines hydrosolubles
dans les excrétions de quelques plantes,

Nous nereviendronspas ici sur les problemes que pose l'identification

de l'acide folique et de la vitamine B, _, mentionnés dans la précédente note

12
publiée aux Annales de 1l'Institut Pasteur, les 3e et 4e parties de ce travail

étant entierement consacrées a leur étude,.
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Origine des substances excrétées :

Nous n'avons pas analysé les composés organiques présents dans
les racines de Colza, mais il est probable que toutes les substances identifia-
bles dans les exsudats proviennent des tissus des plantules, C'est d'ailleurs
l'avis de RIVIERE (1960) et de CHALVIGNAC (1965). Cette dernigre, pour le
lin, retrouve ainsi dans un extrait alcoolique de plantules, tous les acides amin¢
acides organiques et vitamines hydrosolubles présents dans les exsudats. D'au
tres chercheurs : TESAR et KUTACEK (1955), BOULTER et coll. (1966), HOF
BAUER et MINAR (1968) ont 1imité leurs analyses en ne considérant que les
acides aminés, mais leurs conclusions sont identiques, BOULTER et coll,,
pour le pois, précisent cependant que sur le plan qualitatif, le taux de certain:
amino-acides est différent dans les racines ; TESAR et KUTACEK remarquent
aussi que l'acide ¥ amino-butyrique et la proline ne sont pas retrouvés dans les
exsudats de blé, En ce qui concerne le Colza, signalons que VAN ETTEN et
coll, (1963) notent dans les graines de cruciféres une concentration particulie-
rement élevée d'acide glutamique et aspartique. Or, comme nous l'avons pré-
cédemment souligné, ce sont surtout ces acides aminés que l'on retrouve dans

les excrétions,

Site d'exsudation des substances organiques :

PEARSON et PARKINSON (1961), SCHROTH et SNYDER (1961) dé-
montrent, apres imprégnation sur papier filtre des exsudats de racines et révé
lation des substances positives & la ninhydrine, que les zonesd'exnrétion cor-
respondent aux régions jeunes présentant une activité protéolytique élevée,

De méme SLLANKIS et coll, (1964), par autoradiographie des sécrétions raci-
naires de plantules de pin apreés exposition de la partie foliaire en présence de
14C OZ, constatent que.la distribution de la radioactivité se manifeste surtout
au niveau des jeunes racines et & l'apex des racines plus dgées.

Cependant Mc DOUGALL (1968), en utilisant une technique basée
aussi sur 1'utilisation du 14(3 02’ observe une exsudation des composés mar-
qués au 14C, non pas aux extrémités, mais d'une fagon uniforme autour des

racines de blé,



62

Récemment, cette contradiction apparente dans les résultats vient
de trouver une explication pour le blé (Mc DOUGALL et ROVIRA 1970) : deux
types de composés n?arqués au 14C interviendraient : les uns, non diffusibles,
étant exsudés par les apex, alors que les autres,diffusibles, s'élimineraient

sur toute la longueur des racines,

2 - Evolution de la teneur en acides aminés et vitamines des excrétats

en présence d'une microflore :

Dans la rhizosphere du Colza, nous avons trouvé une diminution tres
rapide de la teneur en acides aminés des excrétats quand les cultures sont
effectuées en présence d'une microflore apportée par incorporation au milieu
de culture d'une suspension-dilution de terre, Pour certains acides aminés en
particulier : l'acide glutamique, 1'acide aspartique, la leucine, la proline et

la valine, nous avons d'ailleurs souligné l'importance de ce phénomene,

Cependant 1la bibliographie nous donne trés peu de renseignements
dans ce domaine, Certains auteurs ont abordé ce probleme, mais dans un con-
texte tout a fait différent du ndtre : c'est le cas de KUNC et MACURA, (1965)

- qui étudient la minéralisation d'une mixture d'acides aminés introduite dans
une terre, afin de permettre 1'établissement d'une rhizosphere artificielle, et
‘de GUIRGUIS et coli. (1969) qui, par une méthode manométrique, comparent
la vitesse d'oxydation de quelques acides aminés incorporés dans une terre rhi-

zosphérique ou non rhizosphérique,

D'autres auteurs : PAUL et SCHMIDT (1961), VAGNEROVA et VANCU-
RA (1962) démontrent un phénom?ene inverse : les premiers trouvent en effet
que la concentration en acides aminés libres d'un sol rhizosphérique est plus
élevée que dans un sol témoin ; les seconds prouvent que des souches bactérien
nes d'origine rhizosphérique produisent des acides aminés dans un milieu de
culture de base synthétique., Leurs conditions expérimentales étant trzs diffé-
rentes des ndtres, en particulier pour VAGNEROVA et VANCURA, il est tres

difficile d'interpréter ces données,
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Nos résultats confirment néanmoins ceux de ROVIRA (1959). Celui-ci,
en comparant par chromatographie sur papier les acides aminés excrétés par
le systeme radiculaire de la tomate en conditions stériles et en présence d'm
microflore, note que le taux de ceux~ci dirminue lorsque les conditions de cul-~
ture ne sont pas stériles, Ce phénomene est particulierement net pour l'acide
glutamique, l'e/alanine et la leucine, alors que pour la glutamine, il n'existe

jpratiquement aucune variation,

Dans la seconde partie de ce mémoire, lorsque nous considérerons 1l'a:
tivité microbienne dans la rhizosphere du Colza, nous reviendrons sur cette

utilisation des acides aminés pour les bactéries rhizosphériques,

“In situ', contrairement aux acides aminés, les analyses vitaminiques
montrent que les vitamines hydrosolubles sont rarement utilisées par la micre
flore rhizosphérique du Colza, Au contraire, on peut mettre en évidence leur

synthese par voie microbienne dans le substrat de culture des plantules,

A 1l'appui de ces résultats, signalons que plusieurs chercheurs russes
ont mis en évidence la synthése de vitamines du groupe B par différentes bac-
téries d'origine rhizosphérique, C'est le cas de SMALIJ (1963 et 1964), KISE-
LEVA (1967), PETRENK®O (1968), KISELEVA précise l'importance de la syn-
these d'acide nicotinique et de thiamine par des bactéries rhizosphériques du
cotonnier, PETRENKOQO, celle de la thiamine, l'acide pantothénique, la pyrido-

xine, et la biotine par des bactéries rhizosphériques du mals,

BALICKA et coll, (1965) notent aussi la synthese de certaines vitamine:
dans le milieu de culture de bactéries considérées comme rhizosphériques :

Bacillus oligonitrophilus, B, mesentericus, B, subtilis, mais comme nous le

verrons dans le chapitre suivant, nous ne pensons pas que ces bactéries du
genre Bacillus puissent &tre considérées comme des germes typiquement rhiza
phériques. Par contre, les résultats de HUSSAIN et VANCURA (1970) concer-
nant la production, dans le milieu de culture, de biotine, d'acide nicotinique et

pantothénique par des Psecudomonas et en particulier Ps, fluorescens isolés

de la rhizosphere du mals présentent un certain intérét,
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Les teneurs en thiamine et en biotine de terres rhizosphériques ou non,
analysées par ROULET et SCHOPFER (1950) prouvent de mé&me qu'une synthe-

se de ces vitamines est irmputable aux germes rhizosphériques,

Enfin, les recherches de LOCHHEAD (1957) relatives a la synthese de
vitamines B par des bactéries isolées d'une terre témoin et d'une terre rhizos.
phérique (culture d'avoine) conduisent, par un moyen différent, aux mémes ré.
sultats que les notres puisque 81,7 % des souches rhizosphériques sont capa-
bles de synthétiser une ou plusieurs vitamines, alors qﬁ'i partir de la terre té

moin, il n'en compte que 50,5 % seulement,

Conclusion :

Autour des graines de Colza en germination et pendant le dévelop-
pement du systéme radiculaire, les germes telluriques sont donc en présence
d'un apport appréciable de sucres simples, d'acides aminés et de vitamines
hydrosolubles, Certaines bactéries, stimulées par ces facteurs de croissance,
donnent ainsi naissance a la microflore rhizos/phérique, Cette flore utilise les
acides aminés exsudés par les racines, mais reste plutdt indifférente vis-a-vis
des vitamines, Nous pouvons ainsi supposer que la microflore rhizosphérique
du Colza, dans nos conditions expérimentales, sera caractérisée par la pré-

sence de germes a pouvoir de synthese assez élevé,
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Dans ce chapitre, complémentaire du précédent, nous allons étudier
l'aspect purement microbioclogique de la rhizosphtre des plantules de Colza,
11 est probable en effet que toutes les substances organiques libérées par le
systeme radiculaire du Colza, vont affecter plus ou moins sélectiverment le d
veloppement de certains groupements bactériens de la microflore tellurique
environnante, Deux points peuvent 8tre envisagés dans ce phénomene : d'une
part l'activité biologique et physiologique de la microflore rhizosphérique, a
tivité qui sera fonction des potentialités enzymatiques de ces bactéries et du
type de métabolites mis 2 la disposition de la flore microbienne par les plarnt
d'autre part le spectre bactérien proprement dit de la flore rhizosphérique,
c'est a dire les différents germes, taxo‘rlorniquernent définis, qui seront stim
1és, Nous allons successivement étudier, pour le Colza, les deux aspects de
ce probleme,

A - TJACTIVITE BIOLOGIOQUE DI T.A MICROFLORE REIZOSPHERIQUE DU COLZ:

-~

Les premieres recherches effectudes dans ce domaine étaient hasées sur
l'emploi du bleu de méthylene, dont la vitesse de réduction permettait de tra-
duire l'activité métabolique de la microflore rhizosphérique, Depuis, des
techniques plus précises, mises au point par 1'école de POCHON et relatives
aux analyses des "'groupements fonctionnels', ou par celle de LOCHHEAD
orientées plutdt vers 1'étude des groupements nutritionnels, ont permis d'ap-
profondir la connaissance de cette activité microbienne et d'en déduire son
rdle, Pour le Colza, nous avons surtout employé ces techaiques,

Par les termes ""groupements fonctionnels' ou "groupements physiologi-
ques'' on sous-entends les ensembles de germes doués d'une fonction physio-
logique bien définie, constituant un chainon du cycle de 1'azote ou du carbone
Leur différenciation est basée sur le choix de certains milieux de culture sé-
lectifs, la caractérisation finale étant obtenue par l'analyse chimique des ré-
sultats,

Les groupements nutritionnels sont définis uniquement par le pouvoir de
synthese des bactéries, Celui-ci est tres variable puisque certains germes
peuvent tre cultivés sur des milieux strictement minéraux alors que d'autre
exigent en plus de nombreux facteurs de croissance, des substances dont la
structure n'est pas encore connue, qui sont présentes dans l'extrait de terrve,

Entre ces deux extrdmes existe bien slr foule une gamme que nous avons ar-

i
bitrairement divisée en 4 groupes en fonction des données déjia acquises dans
ce domaine par d'autres chewcheurs,
Les résultats de nos rechevrches relatives aux caractéristiques physioclo-

giques et nutritionnelles de la microflore rhizosphérique du Colza ont &té

publid¢es (Bull, Soc, Bot, Nord ¥r., 1966,




ACTIVITE BIOLOGIQUE DE LA MICROFLORE
AUTOUR DU SYSTEME RADICULAIRE DU COLZA
(BRASSICA MAPUS) PEMDANT LES PREMIERS STADES

DE SA CROISSANCE

Par R. Brospeau (%)

Nous avons déja montrs que des substances ovganigques, notarmnment
sucres et acldes aminds, étaient éliminés par le colza pendant sa germi-
nation et ses premiers stades de croissance (BLONDEAU 1063). Dans cette
seconde élape, nous nous sommes proposés d'étudier les r{‘permﬁsirms
de celle accumulation d’éléments énergétiques sur 'équilibre de la micro-
flore tetlurique. Pour cela, nous avons encore uhh:e la eulture en fube
avee subsivatb avtificiel, procédé commuoda et plus rigoureux que ia culture
en pots. Les résuliats obtenus dans ces condilions portent sur _lzu,,nwte
biologigque globale (numération de la microfiore totale) et sur les groupe-
ments badern,nb phystologiques, morphologiques et nubtritionnels.

Les lravaux velatifs & ces modificalions infervenant dans la micro-
flore présente autour des grabies au moment de leur germination sont
récents. Notons les recherches de TivonNy (1840), Warnracy et Ko
(1954, Locnnzan et ROvATT (1905), Kine el WarLace (1936), Rovira (1956),
KatzyeLson et Rovarr (1957), Macura (1958), RouatT (1959) of WAGNEROVA,
Carsga et Macurna (1860), qui onl ulilisé des carvopses de blé, d’avoine
o d'orge. Soulignons aussi les lravaux de Ponrion ef ses collaborateurs
(1660}, sur le mais ; de Worpexpore (19682) sur le ray-grass et le pois
eufin ceux de CranvieNac {1965) sur le lin.

TECHNIQUE DE CULTURE

Les tubes de cultuve utilisds (4 x 15 em) contiennent de la laine de
verre, supportant 20 ¢ de sable de Fontainebleau lavé aux acides. Aprés
bouchage au coton et stérilisalion, ces fubes recoivent 2 ml de solution
nutritive stérite de Kxop diluée de moitié, ainsi qu'une micvoflore totale,
veprésentée par 1 ml d'une suspension de ferve & 1 %o.

(*) Séance du 12 janvier 1906.
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Les graines de colza (variété Valois) sont stérilises par passage dans
un bain d’hypochlorite de caleium pendant 20 minutes, suivi de 5 lavages
successifs dans de 1'eau dislillée stérile.

Ces graines sont ensemencées a raison de 50 ou 100 par tube, selon
2
I’¢tude envisagée.

Apres Tensemencement, 3 g de sable, préalablement stévilisé dans
de petits tubes, sont versdés sur chaque semis, de facon A favoriser la
colonisation ultérieure de la surface des graines par la microflove.

Enfin, les tubes sont recouverts d'un papier d'étain el placés &
I'obscurité pendant 24 heures dans une étuve & 26° C. Ils sont ensuile
soumis & une température varianl de 20 a 22° (C, el recoivent alors

12 heures de lumicre el 12 heures d'obscurité par jour.
TECHENIQUES DANALYSE

I. — Numération de la micrcflore totale

Elle est effectude suivant la technique classique d’ensemencement
de suspensions-dilutions sur gélose-exivait de ferve (POCHO\; 195%). Ces
suspensicns-dilutions sont réalisées & partiv de tubes contenant les semis
ainsi qu'd pavtir de tubes témoins. Une guantifé conuuve de chacune
d’enlre elles est étalée sur des plagues gélosées & DUextrait de tevve. Aprds
incubalion, & Uétuve & 28° C, on procede au comptage des colonies ef a
Pinterprétation des résultats.

Celie appréciation de la microflore totale, témoin de Tactivitéd biolo-
gigque globale présenle dans les fubes de culiure, est effectuée apres 0, 1,
2.3, 4 b, 7T et 9 jours de germination.

Chaque tube de culture ensemencé contient 50 graines de colza.

bactériens physiologiques.

11, — Etude des groupoiments

d'entre eolles sert & ensemencer les milicux séleciifs pour Pélude de
Pammonification, la protéolyse, la dénitvification (cyele de Tazote), el
Famylolyse {cyvele du carbone).

Tei encove, on effectue des zéries de ditutions de {0 & 167, el chacune
1
1

a) Groupe des ammonifiants.

REFa)

La lechnigue utilisée est celle de Barise of Pootioy (1953) modifiée par
CHALVIGNAC H“CZ; L’ d&pmaﬂne introdutlte dans le nnheu de culture
caraclérise la fonction ammoniianie.

Groupe des protéolytiques.

ionné de gélaling, suivant Lasupis el

Lo suilieu salin uhiiisd est addi
CHALVIGNAC (1956).

Groupe des dénitiificatenrs.

II a até étndié suivant 1o méthode de Banane (1952) qui préconise un
miticu de enlture simple d base de nitrate de polassinm,
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d) Groupe des amylolytiques.

La technique a éié mise au point par AucizR et MOREAU (1960). Le
milieu édlectif pour ces germes contient, en particulier, du nitrate de
potassium et de 'amidon soluble.

Pour chaque groupement baclérien, l'analyse a lieu apres 3, b cf
9 jours de germination.

Les tubes de culture ensemencés contienncnt loujours 50 graines
de colza.

III. -~ Etude des groupenients morphologiques et nutritionnels.

1°) Isolement des bactéries.

Les isolements bactériens sont effectudés & partir de dilutions adéquates
élalées sur plaques gélosées & 'extrait de lerre. Apres incubation, seules
les plaques présentant 20 & 30 colonies sont utilisées. Les souches ainsi
obtenues (50 ou 100) sont vepiquées sur le milieu de conservation semi-
solide de LocrHEaD (1952).

Ces isolements sont établis apves 5 jours de germination, & partir
de tubes conlenant 100 graines de cnlza.

2°) Etude des groupements morplologiques.

Seules, la morphologie st la coloration de Gram ont été relenues.
Cette coloration de Gram a été effectuée suivant la lechnique de LASSEUR,
Dupaix eb Macurror (1031), préconisée par BUTTIAUN, BEERENS ¢t TAcQur

, it 1
(1963).

3°) Etude des groupements nutritionnels.

Le pouvoir de synthése des souches bactériennes isolées est testé par
ensemencement de celles-¢i sur quatve milieux nuteitionnels différents,
choisis parmi les sepl de Locuuesp eb Crrask (1943).

— Milieu B : Milieu de base strictement minéral et glucosé (X:HPOs,
KNO;, MgS0y, CaCly, Nall, Chle, glucose).

— Milieu A : Il est identique au milieu B, mais contient en plus
des acides aminés (casamino-acid vitamine free Difco).

— Milieu AG : 11 est idenbique au milieun A, mais contient en plus
des facteurs de croissance (thiamine, biotine, pantothénate de
caleium, acide folique, acide nicotinique, riboflavine, pyridoxine,
acide p. aminobeuzoique, choline, inositol).

~~~~~ Milieuw Y'S : 1l est & base d’extrait de levure (yeast extract Difco) et
d’extrait de terre.

Pour chacune des souches isolées, denux ensemencements successifs
sonk effectués pour le méme milien, afin déliminer les auto-apports de
facteurs de croissance présents dans Uinoculum.

Draprés la prolilévation obtenue sur cetle gamme de milieux, les
souches sont classées dans 'un des qualve groupements proposés,
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RESULTATS

I. — Microflore totale.

La terre utilisée pour ’ensemencement de la microflore a été prélevée
dans un champ de grande culture (aprés vécolte de pomme de terrve).
1 ml d’'une suspension au 1 %o de cette terre contient 26.000 germes, qui
sont ainsi introduits dans chaque tube de culture.

Les résultals obtenus sont rassemblés dans le tableau I. Dans les tubes
ensemencés de colza, la stimulation de la flore bactérienne est déja tros
netle 2 jours aprés le semis, ol l'on trouve pres de 800 fois plus de
germes que dans les tubes témoins.

Remarquons toutefois que dans ces tubes témoins, une multiplication
bactérienne est aussi décelable vers le cinquiéme jour de culture. Elle
est due & la présence inévitable de substances organiques dans la sus-
pension de terre ensemencée. Les résultats les plus significatifs, tout au
moins dans Poptique de ce fravail, sont done obtenus durant les quatre
premiers jours de germination.

i T N R 7T R tsres
Jours aprés | $tade de eroissance | (. NI 9% EGE B i
' le semis des racines) Tube témoin Tube cnsemencé
0 — 0,0026 0,0026 |
1 sortic de la radicule 0,0025 0,0066 "
2 10 mm 0,046 36,5
3 18 mm 0,059 82
4 27 mm 0,092 86
5 35 mm 114 1275
7 41 mm 48,5 205
9 46 mm 73 685

TABLEAU 1

Numération de la microflore totale

II. — Groupemeints bactérizns physiologiques.

Lies résultats sont résumés dans le tablean TI. Le premier chiffre
indiqué daps chacun des groupements considérés correspond au nombre
de germes ensemencés par ml de milieu de culture.

Il ressort de ces vésultats une irés forte stimulation de In microflore
ammonifiante ; de la microflore protéolytique, qui par ailleurs est en
connexion tres éiroile avee la précédente ; ainsi que de la microflore déni-
trifiante. L’effet maximum, obtenu par comparaison aux tubes témoins,

70



— 31 —

se situe apres 2 jours de germination pour 'ammonificalion et la protéo-
lyse, et aprés 5 jours pour la dénitrification. En ce qui concerne la
microflore amylolytique, une stimulation n’est décelable qu’an deuxiéme
jour de germination.

‘ITHS a;)res Ammonificat. Protéolyse  |Dénitrification | Amylolyse |
e semis ;
0 jour 2500 1900 700 800 |
T 0,045 .10° 0,030 .10° 0,01 .10 0,05 .10° {

2 jours i
E 9,5 .10¢ 0,5 .10° 0,26 .10° 25 .10¢ l

i

2,5 108 0,9 .10° 0,05 .10 13 .10° %

5 jours |
E 25 .10¢ 50 .10¢ 16 .10° 25 108 !

i

. T 25 .10° 18 .10° 26 108 130 100 |
jours ;

E 950 .10° 500 .10° 500 .10¢ 350 .10° |

= tube témoin; E = tube enscmencd.

TABLEAU II

Influence du stade de croissance du colza
sur certains groupenients bactériens physiologiques
(Nombre de germes par ml de wmilieu de culture)

Remarquons aussi que souvent, les résultats de ces numérations de
microflores fonctionnelles semblent trés élevés par rapport au dénom-
brement de la miecroflore totale (Tableau 1). Cette correspondance
imparfaite des chiffres est cependant explicable par les techniques de
numérations utilisées, qui sont différentes.

Notons enfin que des essais de numération de germes fixateurs d’azote
atmosphérique en aérobiose, de germes nitreux et de germes nitriques
n'ont donné auvcun résultat, tout au moins & partir de la dilution de terre
ensemencée. {1 %o).

Les résultats enserrés dans le tableau IT témoignent done d’une aug-
mentation du nombre de bhactéries présentes. Pav conlre, il faulb aussi
souligner que leur activilé est forlement stimulée. Pour ilustrer ce
phénomeéne, nous avons choist les courbes relalives au dosage de
lactivité protéolytique, qui sont particulierement éloquentes 4 5 et 9 jours
de germination (graphigue i),
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GrapurQue I : Activité protéolytique aprés 2, 5 et 9 jours de germination.

111, — Groupements bactériens morphologiques.

Les résultals obtenus (Tableau 1) portent sur des séries de 100
1solements effectuds a partiv

-— de la microfiore totale introduite dans les tubes au lemps 0



1%

— de la microflore présente dans les tubes témoins aprés 5 jours
de culture. Le développement de cette flore a été fonction de la
composition du milieu de Kyop, des substances contenues dans
la suspension de terre, et des conditions physiques de culture
{température en parliculier).

— de la microflore présente dans les tubes ensemencés de colza
apres 5 jours de germination. Les paramélres du développement
de cette flore sont les mémes que dans les tubes témoins, avec en
plus la présence des excrétals radicellaires.

Morphologie Réaction de Gram i
i
Coccis et cel-
ocels et ce Batonnets Positive Négative
lules coccoides (%) (%) (%)
(%) ’ '
t 8 91 86 14
T 49 51 98 2
. E 2 98 57 43
f L _ .

= microflore introduite.
T = microflore des tubes témoins.
E = microflore des tubes ensemencés.

o+

TABLEAU III

Incidence de la germination de la graine du colza
sur la morphologie et la réaction de Grain de la micvoflore tellurigue

Ces résultats indiquent une tres nette stiniulation des batonnels gram
négatif.

IV. — Groupements bactériens nutritionnels.

Pour essayer de préciser le plus possible le type nutritionnel stimuls,
nous avons utilisé 2 microfloves d'ovigine différente. T.a microflore «
provient d’'une tevre fertile cde grande culture (c’est elle qui a donné les
résultats précédents). La microflore & provient d’une ierre de prairie.

Dans chacun des cas. 3 séries dlisolemenls de souches bactériennes
sont encore considérées. Cependant les séries se rapportant & la micre-
flore & ne portent que sure 50 isclements.



Groupements nutritionnels
Microflores
introduites B A AG YS
(96) (96) (%) (%)
t 74 9 12
microflore a T 59 40 1 0
B 23 68 9
t 48 8 26 18
microflore b T 86 14 ‘l
E 58 40 2
TABLEAU IV

Incidence de la germination de la graine du colza
sur les types nutritionnels de la microflore tellurique

Les vésultats (Tableau IV) prouvent une stimulation trés nette des
bactéries cultivant sur azole aminé (groupe A) en absence de facteurs de
crvoissance eb d'extrail de terre.

PISCUSSION ET CONCLUSION

Les séorétions radicellaires du colza provodquent donce de profondes
modifications dans l'équilibre biologique de la microflore tellurigue.

L’activité globale de cette microflore, déja trés appavente apreés seule-
ment 2 jours de germination, se irouve caractérisée par une proliférvation
des hatonnets 4 gram négalif. Celte particularité, signalée par de nombreux
expérimentatenrs, se retrouve d’ailleurs dans la vhizosphere des plantes
adultes.

A propos des groupements hactériens envisagés en fonection de leur
activité physiologique, ammonification, protéolyse et dénitrification sonb
stimulées. Yauvgmentation du nombre des ammonifiants el protéolytiques
a déja 6té signaldée par Rouvatr, deés les premiers jours de gevmination
du blé, Par contre, PocHON el coll., étudiant le mais, note un compor-
tement différent de ces groupements suivant que les carvopses sont
désinfectés ou pas, KING et WALLACE, 4 propos de l'avoine, trouvent méme
une inhibition assez forte des proléolytigues. Tn ce qui concerne la
dénitrification, de nombreux auteurs (Rouarr, PocHOoN et coll.,
WOLBENDORP, CHALVIGNAC) sont cependant ’accord pour admeltre une
stimulation importante deés les premiers stades de croissance de la plantule.

Enfin, les écaris obtenus dans les résultats concernant les amylo-
lytiques ne sonl pas suffisammment significalifs pouar en conclure une
aclivité lide a la germinalion.
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De 1'étude nutritionnelle de la microflore, il résulte une dominance
indiscutable des germes exigeant de Vazole aminé. La prolifévalion de
ces germes est & mettre en paralléle avec I’8limination d’acides aminés par
le colza, nolamment acide glutamique, alanine, arginine, glutamine el
jroline, présents aux tous premiers stades de germination.

Les mémes conclusions sont émises par LocHurap et Rovart, Rouarr,
et TarpizuX el coll.. Macura, quant 4 lui, ne trouve cette stimulation des
Pactéries de fype nulritionnel A que lorsque la graine, non s érilisée,
est la senle source de micro organismes.

En ¢e cul coneerne le colza, notre but s2ra done maintenant d'étudier
le métabolisme de celte mievoflore préférentiellement stimulée, de facon
& rechercher les éventuelles séerétions bénidfiques pour la plante.
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COMPARAISON AVEC LA RHIZOSPHERE DES AUTRES PLANTES,

Nous limiterons cette discussion au probleme des groupements physiolo-
giques et nutritionnels, En effet, les groupements morphologiques, tels que
ncus les avons étudiés, ne sont pas significatifs et pourtant, cette technique
employée est tres classique pour ce genre de travail, Cette anomalie est due
2 la morphologie tres particuliere de la flore dominante des terres du Nord de
la France que nous avons toujours utilisées comime inoculum, Lorsque nous
avons effectué ces expériences, nous n'avions aucune référence sur la taxono-
mie des germes colonisant ces terres et ce n'est qu'au moment d'aborder cet
aspect, dont les résultats constituent le chapitre suivant, que nous nous som-
mes rendus compte de la difficulté que présentaient les examens morphologi-
ques et les colorations de Gram. Comme nous le verrons plus loin, le groupe-
ment bactérien le plus abondant dans nos microflores totales se rapporte au

genre Arthrobacter, c'est a dire a des germes dont la morphologie varie en

fonction de 1'dge, du milieu de culture, et ceci d'une facon plus ou moins rapi:
de suivant les souches, Leur Gram aussi est inconstant : le ler jour d'incuba-
tion, il est souvent négatif puis, progressivement, il devient poszitii, Ici enco-
re, suivant les souches, la positivité peut apparaftre des le ler jour, mais pa
H] ’ k k : i
fois, elle n'est effective que vers le 5&me ou beme jour, En présence de tels
germes, nous ne pouvons donc tirer aucune conclusion des examens microsco-

igues, effectués souvent entre 24 et 36 heures dlincubation,
?

Groupements physiologiques :

En ce qui concerne ces groupements, nous avons constaté , vour la
rhizosphere du Colza, une stimulation de 1'activité ammeoenifiante, protéolyti-
que et dénitrifiante, et aussi, mais a un moindre degré, colfe de 'amvlolyse,
Dans la bibliographie, aucune recherche de ce genre relative au Colza ne per-
met de comparer ces résultats, mails un travail de STRZELCZYK (19561) por-
tant sur 1'ammonification et la dénitrification dans la rhizosphere d'une cruci-
fere : le radis, et de deux autres plantes : le blé et 1'cignon, confirme activi
té intense de ces groupements physiologiques, Celle~ci, aprés 21 et 70 jours d
culture du radis, est toujeurs tres supérieure a celle de la terre témoin, et

souvent méme & celle des rhizospheres du blé et de 1'oignon,
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Il est aussi intéressant de comparer ces résultats obtenus 3 partir du
Colza, avec ceux qui nous ont été donnés par l'endive (BLONDEAU 1965) car
les microflores telluriques employées au départ sont de mé&me nature, Or, po
1l'endive, nous avions une intense activité amylolytique, une ammonification as
sez importante, mais une protéolyse identique & celle des témoins, Quoique le
techniques de culture soient différentes, l'endive é&tant cultivée en milieu hydr
ponique, nous sommes quand méme tentés d'admettre, dans une certaine mest

1 ~ LR . e > ~ . &~ | I 3
re, qu'une spécificité vis a vis de la plante peut intervenir,

Dans la publication précédente, nous avions déja noté que ROUATT

(1959) et CHALVIGNAC (1965) avaient remarqué une forte activité ammonifiant
et dénitrifiante dans la rhizosphere, Les travaux de ROUATT portaient sur le
blé, ceux de CHALVIGNAC, sur le lin. D'autres, dont KATZNELSON et Coll,
(1956 et 1957) &tudiant la rhizosphdre du blé, de l'avoine, de l'orge et du riz,
et BALIKA (1958) étudiant le seigle et la vesce, abcutissent aux mémes résul-
tats. Il semble donc que l'ammonification et la dénitrification constituent des
groupements prépondérants, et que ce phénomene soit général pour les rthizos.
pheres, L'intense activité dénitrificatrice peut s'expliquer par la consommatic
élevée d'oxygene par les racines et la microflore, créant des conditions d'ana
robiose, et par la présence, a proximité des racines, des donneurs d'hydroge:
Cette activité est probablement responsable de certaines pertes d'azote,

L'activité amylolytique ne semble pas, quant & elle, caractéristique de
rhizospheres, Nous avons déja signalé que pour l'endive, la stimulation était
tres supérieure a celle que présentait le Colza, 8i ROUATT (1959) pour le blé,
trouva de nombreux germes amylolytiques, POCHON et Coll. (1960) pour le
mals, CHALVIGNAC {(1965) pour le lin, démontrent soit un effet nul, soit une

inhibition de ces germes, Ces résultats confirment donc notre opinion,

Nous avions aussi, pour le Colza, noté l'absence de germes nitrifiants
Ce phénomene semble général puisque parmi tous les auteurs cités ci-dessus
qui ont testé cette activité, aucun ne souligne une stimulation quelconque, 5i,
dans certains cas, on a pu attribuer cette absence d'activité 3 une inhibition

provogquée par des substances toxiques dinises par les racines (THERON 1951)
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ou présentes dans le sol (SOULIDES et CLARK 1958), dans la majorité des cac
il faut plutdt trouver l'explication dans la faible teneur de la rhizosphere en ic
NH4+ (MACURA 1966). En effet, la nitrification dépend de la libération de l'ic
NH‘;‘, mais si la vitesse de minéralisation ne dépasse pas 1'emploi hétérotro-

phe de 1'azote par la plante, ou si elle ne dépasse par la vitesse de l'iramobili

sation microbienne, cette nitrification se trouve ainsi limitée,

L'absence de germes fixateurs d'azote, et plus particulidrement les
Azotobacter, est aussi une généralité dans la rhizosphere, Dans nos expérien-
ces, nous pouvions expliquer ce résultat par la dilution de terre employée qui
était assez élevée, mais les travaux de KATZNELSON et Toll, (1956), DASTE
(1958), KATZNELSON et STRZELCZYK (1961) CHALVIGNAC (1965), confir-
ment 'absence de stimulation de ces germes dans la rhizosphere, D'apres RI-
VIERE (1959) le stade de développement de la plante et les conditions écologi-

ues interviendraient cependant dans . rtement de ces Azotobacter, mod
s interviendraicnt cependant dans le comportement d s Azotobacter, mod

fiant leur proportion autour dn systéme radiculaire des plantes,
r

Enfin, signalons qu'il existe d'autres travaux intéressants sur l'activi-
& 4

té métabolique des bactéries rhizosphériques (ZAGALLO et KATZNELSON

1957), mais nous ne pouvons comparer les résultats obtenus car les méthodes

employées sont trés différentes des notres,

I.es deux microflores telluriques différentes introduites dans les mi-
lieux de culture du Colza nous ont donné un résultat identique : la stirnulation
des bactéries exigeantes en acides aminés (groupe A), et la disparition des bac
téries A tres faible pouvoir de synthése (groupe YS), STRZELCYK (1961), poux
le radis, obtient un résultat semblable puisque dans la rhizosphtre, apres 21
et 70 jours, il trouve 39 et 46 % de germes du groupe A, alors que dans la ter
re témoin, il n'en reldve respectivement que 26 et 23 %. Par contre, pour cet
te plante, 30 % des bactéries rhizosphériques appartiennent au groupe YS apre
21 jours ou 70 jours, Cette richesse relative est probablement due 3 leur den-
af

sité tres €levée daus la terre témoin (56 % apres 21 jours et 50 % apres 70

jours).
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Cette dominance des bactéries exigeantes en azote aminé au détriment
des germes A pouvoir de syntheése tres faible a été souvent signalée : pour la
betterave par LOCHHEAD et THEXTON (1947), pour des plantes trts diverses
par LOCHIIEAD et ROUATT (1955), pour le blé par COOK et LOCHHEAD (1959
pour le mals par TARDIEUX et Coll, (1960 et 1961), pour le coton par SULO-
CHANA (1962), BALICKA (1958) ainsi que VERONA et Coll, (1966) signalent le
méme phénomeéne, mais pour une légumineuse : la vesce, et dans ce cas, nous
n'avons peut &tre plus 1'équilibre classique dans la rhizosphere car 1'activité
des Rhizobium peut s'ajouter a celle des germes rhizosphériques, KATZNEL-
SON et Coll, (1956) et ROUATT (1959),pour des céréales, mettent aussi en évi-
dence la m&me modification dans la flore rhizosphérique, mais par contre, ils
retrouvent encore de nombreux germes tres exigeants, Ici aussi, il nous sem-
ble que ces résultats soient dis 3 leur abondance dans la microflore tellurique
initiale (78 % des bactéries présentes dans la terre utilisée par KATZNELSON
et Coll. sont du groupe YS et 83 % pour la terre utilisée par ROUATT.)

Nous ne pouvons cependant pas généraliser ce résultat car certains travax
signalent la stimulation des bactéries 2 pouvoir de synthese tres élevé (groupeB,
dans la rhizosphtre. C'est le cas de CHALVIGNAC pour le lin (1965) et de VA~
SANTHARAJAN et BHAT pour la mire (1967). Pour le lin, notons pourtant que

cette stimulation s'effectue quand méme au dépend des germes tres exigeants,

N

Enfin, citons deux cas tres particuliers : pour l'orge et l'avoine, WAL-
LACE et KING (1954) notent ainsi une abondance de germes exigeants en extrait
de levure ; et pour le bouleau, des les premitres semaines de sa croissance,
IVARSON et KATZNEILSON (1960) ne signalent pas de différences appréciables

entre les flores tellurique et rhizosphérique, Ces résultats, a notre avis, ne

sont pas interprétables,

Fn conclusion, dans la rhizosphere du Colza, nous retrouvons l'activité
Slevée des germes aminonifiants et dénitrifiants, l'absence de nitrification, et
un pourcentage élevé des bactéries exigeantes en acides arninés, qui caractéri-
sent la microflore rhizosphérique en général, Par contre, llactivité protéolyti-
que semble &tre plus spécifiquement liée au Colza lui-méme, Ces vésultats
sont en relation étroite avec les analyses biochimiques dont nous avons reundu

compte dans le chapitre précédent
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B - LE SPECTRE PACTERIEN DE LA MICROFILORE RHIZOSPHERIQUE DU COLZA

Le but de cette recherche est de préciser la nature des germes telluriques
sélectionnés par les sécrétions radicellaires du Colza des les premiers stades
de sa croissance, La principale difficulté de ce type d'analyse réside dans le
choix d'une méthode de classification des germes. Dans le sol, les bactéries

les plus communes sont en généralles Bacillus, les Pseudomonas, Flavobacte-

rium, Achromobacter, et les bactéries corynéformes, C'est BRISBANE et RC

VIRA (1961) qui semblent avoir été les premiers A étudier les méthodes pou-
vant permettre en quelque sorte un relevé des germes présents dans la rhizos
phere. Ils ont testé trois méthodes : la classification basée sur les associatior
de caracteres, l'identification par l'utilisation de la clef de SKERMAN basée
sur le BERGEY'S MANUAL, et la classification suivant les index d'affinités,
Les résultats obtenus éonfirrnent la difficulté de ce probleme, aucune méthode
ne convenant parfaitement,

En ce qui nous concerne, étant donné l'importance prépondérante des ger-

mes du genre Arthrobacter dans les microflores utilisées, nous avons adopté

une méthode simple basée, au départ, sur des examens microscopiques des
souches isolées, apres plusieurs temps d'incubation, De ces analyses, nous
avons toujours éliminé les actinomycétales et les champignons. Il nous semble

d'ailleurs que pour ces microorganismes, il n'y ait pas d'effet rhizosphere po.

7

sitif chez le Colza. Certains travaux effectués a partir d'autres plantes prou-
vent le contraire, mais nous pensons que dans ce cas, il ne s'agit jamalis de
- N .
rhizosphere jeune,

Dans ce chapitre, nous allons tout d'abord étudier les caractéristiques des

Arthrobacter, groupement bactérien dominant dans la rhizosphere du Colza,

puis, a partir d'analyses effectuées a l'aide d'autres plantules, nous pourrons

déterminer l'importance relative de leur présence dans la rhizosphtre,

w

[ - Caractéristiques des bactéries du genve Arthrobacter présentes dan

la rhizosphere du Colza,

Les résultats ont été publiés dans les Annales de l'Institut Pasteur de

LILLE, (1970, 21).
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LES ARTHROBACTER DE LA MICROFLORE
RHIZOSPHERIQUE DES PLANTULES DE COLZA

Bronxpeau R.

(Laboratoire de Cryptogamie - Faculté des Sciences de Lille)

De nombreux travauy ont souligné les différences existant entre le nombre de bactévies
se développant audour du systéme radiculaive des plantes, constituant la vhizosphéve
et le nombre de gevines se trouvant dans le miliew ambiant.

Pour la plantule de colza, cetle évolution quantilative a déja été étudide, ainsi que
les groupements bactéviens physiologiques el nuvitionnels présents.

Déswvant approfondir cette étuude, dans un but aussi bien écologique qui’expérimental,
conduisant & la sélection et a Uutilisation de souches puves pour la suite de ce travail,
nous avons analysé la flove bactérienne dominante de la rhizosphére des plantules de
colza.

L’examen microscopique des souches bactériennes isolées de semis de
graines de colza donne souvent des résultats différents suivant que les frottis
sont effectués & partiv de cultures incubées pendant vingt-quatre heures, ou
pendant plusieurs jours. A partir des cultures jeunes : la majorité des souches
sont des bilonnets a4 gram négatif, alors que les cultures Agées présentent
souvent des formes sphériques semblables 3 des cocei.

Un premier examen plus approfondi, portant sur 50 souches, a confirmé
que la plupart des germes isolés de la rhizosphere du colza avaient toutes
les caractéristiques principales du genve Arthrobacter, classé dans la famille
des Corynébactéries.

Afin de prouver que ces Arthrobacter, considérés généralement comme
des germes autochtones du sol, pouvaient aussi constituer une flore « rhizo-
sphérique », nous avons mis en incubation une terre inculte, 2 22 °C, en
y incorporant, soit de VYeau stérile, soit des éluats de cultures stériles de
colza.

Aprés trois jours d’incubation, 50 souches bactériennes, isolées a partir
de chacune des terres expérimentées sont examinées apres coloration de
gram.

82
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TasLEAU

Répartition des groupements movphologiques dans une lerve inculte incubée en présence
d’ean stévile (T) ou d’exudals vacinaives de plantules de colza (R)

df::;‘:j; s fil)rt{zro- Bacillus Bitonnets Bﬁt”onnets Autres

isolées acter gram-+ gram— germes
Terre T .oovvvvnnnn.. 50 21 7 7 13 2
Terre R ...ovvvvvvten 50 30 1 8 10 1

Les résultats obtenus (Tableau I) prouvent que les exudats radicellaires
stimulent les Arthrobacter, au dépend, d’ailleurs, des bactéries sporulées.

Dans cette note, nous présentons le résultat de I’étude systématique de
121 souches d’Arthirobacter isoldes a partivr de 4 séries de cultures de graines
de colza.

En complément de ce travail, nous avons étudié la possibilité de synthese
de vitamine Bj; par ces bactéries, et la production d’acide 3 indolyl acétique ;
substances qui présentent un grand intérét dans le cadre des interactions
nutritionnelles au niveau de la rhizosphére des plantules.

MATERIEL ET METHODES

Culture des graines en présence des microflores telluriques.

La culture du colza (variété Crésus) est effectuée dans des tubes suivant
une technique mise au point précédemment (3). La solution de Knop diluée
de moitié constitue le milien nutritif.

4 séries de cultures ont été expérimentées.

Dans chaque cas, la microflore tellurique est incorporée apres deux jours
au milieu de germination des graines, en introduisant dans les tubes de
calture 1 ml d’une solution a 1 p. 1000 d’une terre donnée.

Pour les séries 1 et 2, cette terre provient d’un champ non cultivé. Elle
a été conservée suivant une méthode deja déerite (3) et contenait 33.10° gex-
mes par gramme.

La 1™ série de culiure correspond a des semis effectués avec des graines
préalablement stérilisées a 'hypochlorite de caletum, alors que pour la seconde,
le colza est ensemencé sans Iraitement préalable.

Les séries 3 et 4 par conire out été toutes deux enscmencées avec des
graines stériles, et la microflore incorporée provient d'une terre culiivée.
(Culture précédente : betterave - 64.10% bactéries par gramine.

Cependant la série 3 a été placée & 18 °C, comme les deux premicres,
alors que pour la série 4, la température est réglée a 22 °C.
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Enfin, quelle que soit la série envisagée, 40 graines sont ensemencées
par tube, et ceux-ci sont soumis & un éclairement de douze heures par jour.

Isolement des souches et sélection des Arthrobacter.

Pour chacune des séries considérées, cing jours aprés l'incorporation
des microflores telluriques, les substrats de germination de plusieurs tubes
sont agités avec de 1’eau stérile de facon a obtenir une suspension au 1/10.

Les dilutions suivantes sont alors préparées et un ensemencement des
dilutions adéquates est effectué sur milieu gélosé de Bunt et Rovira. Apres
incubation a 28 °C, 50 scuches sout isolées a partir de chaque série et sont
numeérotées de C; a Cs pour la premiere série; Cy 2 Cip pour la seconde,
etc.

La sélection des Arthrobacter s’effectue par 'examen d’un frottis préparé
apres un a cing jours de culture, et coloré par la méthode de gram. Pour les
souches dont la détermination reste douteuse aprés cet examen morphologique,
Pétude de quelques caracteres biochimiques propres aux Arihrobacter permet
éventuellement de les conserver.

RESULTATS

I. — ErupE SYSTEMATIQUE DES SOUCHES ISOLEES.

1° Coloration de gram.

Ces bactéries, toujours trés « pléomorphes », apparaissent, dans les stades
jeunes, comme des batonnets souvent assez courts, a gram négatif. Par contre,
les cultures Agées ne présentent généralement plus que des cellules coccoides
sensiblement toutes de méme taille : les cystites, & gram positif. La distinection
entre ces deux stades est trés nette, et c'est d’ailleurs presque toujours cette
caractéristique ui nous a permis de sélectionner les ArthArobacter. L’utilisation
des milieux décrits par MULDER et ANTHEUNISSE (17) a été rarement néces-
saire pour vérifier 1’aspect morphologique de mos souches.

2° Exigences nutritionnelles.

Le pouvoir de synthése des bactéries est un caractére trés important en
Microbiologie du sol. Il a ¢été défini par ensemencement sur une gamme de
4 milieux de culture retenus parmi les 7 préconisés par LoCHHEAD et
Cuase (14) :

- Milieu B : milieu minéral glucosé (1 p. 1000);

- Milieu A : milieu B + 4 p. 1000 de « Casamino-acid vitamine free »

(Difco) ;
- Milieu Y : miliean B 4 1 p. 1000 d’extrait de levure (Difco) ;
- Milieu YS : milieu Y 4 extrait de terre.
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Toutes les souches étudiées se sont développées sur les milieux B ou A.
92 utilisent ’azote minéral, 29 exigent 'azote aminé. Notons cependant que
la présence d’acides aminés stimule toujours la croissance des souches capables
d’utiliser 1’azote minéral.

3° Mobilité.

Toutes les souches sont immobiles ou trés peu mobiles, aprés ensemen-
cement par piqlire sur gélose nutritive molle.

4° Type respiratoire.

Toutes se comportent comme des aérobies strictes en utilisant la technique
des « géloses profondes ».

5° Température optimum de croissance.

La croissance est toujours nulle 2 37 °C, et peu active a 32 °C. L’opti-
mum se situe entre 24 et 28 °C.

6° Utilisation des citrates.

Toutes les souches utilisent les citrates comme seule source de carbone
aprés deux ensemencements sur milieu de Simmons.

7° Action sur le glucose.

Sur milieu de Hugh et Leifson, la plupart des Arthrobacter isolés pré-
sentent une légére oxydation.

8° Production d’indole.

Aucune souche ne produit d’indole en milieu peptonsé.
P pep

9° Réduction des nitrates en nitrites.

Sur milieu gélosé contenant du KNO;, 54 souches sur les 121 réduisent
ces nitrates en nitrites.

10° Production de SH.,.

Aucune souche n’a donné de résultat positif par inoculation dans le
milieu de Christensen modifié.

11° Recherche d’une catalase.

Tous les Arthrobacter isolés sont catalase positif en employant comme
réactif H,0,.
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12° Recherche d’une amylase.

Tous sont aussi amylase positif, sur milieu gélosé a2 base d’amidon de
riz. Cependant, 'activité amylolytique présente des degrés tres variables suivant
les souches.

13° Recherche d’une uréase.

Le milien de Christensen n’est pas utilisable pour ces germes. La recher-
che directe d’'une uréase, par inoculation massive dans le milieu de Ferguson
et Hook, suivie d’une incubation a 37 °C a toujours donné un résultat négatif.

14° Recherche d’une gélatinase.

Ce test permet trés nettement de distinguer 94 souches gélatinase positif.

15° Résistance aux aniibiotiques.

L’action des antibiotiques ayant été utilisée par MEuniER et Simon (15)
pour lidentification de certains Arthrobacter, nous avons aussi analysé le
comportement de nos souches. Les résultats obtenus ne permettent cependant
pas de les différencier : la presque totalité des souches étant résistantes a
I’érythromycine, la pénicilline et la novobiocine, et sensibles & la streptomyecine,
la néomycine, la kanamycine, 'auréomycine et la tétracycline.

En conclusion, les Arthrobacter isolés de la rhizosphére du colza, par
certaines de leurs caractéristiques (Mobilité, type respiratoire, action sur le
glucose, non production d’indole et d’uréase) correspondent bien a la définition
du genre donné dans le « BErRcEY’s Manvar » (5).

Par contre, dans I’état actuel de nos connaissances sur les Arthrobacter,
il est impossible de leur donner des noms d’espece. Ainsi, nous préférons,
pour I'instant, grouper nos souches en utilisant trois critéres qui semblent les
plus valables et qui, de plus, sont classiques en systématique bactérienne :
la source dazote utilisable (N minéral ou N aminé), la présence d'une géla-
tinase, et la possibilité de réduire les nitrates en nitrites.

Ces résultats sont consignés dans le tableau II.

II. — SYNTHESE DE VITAMINE By.

Les souches sont ensemencées dans un milieu minéral (IGHPO,, 1 g3
KNO,, 0,5 g3 MgSO,. 7 H,0, 0,2 g; CaCl, 0,1 g; NaCl, 0,1 g; FeCl,
6 H;0, 0,01 g; CoCL. 6 H,0, 0,008 g; pour 1 litre) additionné de 1 g par
litre de glucose et 4 g par litre de « Casamino Acid Vitamine free » (Difco).

Aprés incubation a 28 °C pendant quarante-huit heures, les cultures sont
centrifugées et les surnageants sont stérilisés. '

La recherche de la présence de cyanocobalamine dans ces milieux de
culture est effectuée par la méthode biologique, en utilisant comme « souche
test » Ochromonas malhamensis AT CC 11.532, suivant la technique de
Forp (9).
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TABLEAU 11

Cavactévistiques des Avthrobacter isolés de la vhizosphére du colza

Nombre Nombre - D e
Fapé- de ) . T ) T
riences  souches | Arthro- . ('T L G+ - G— : G+
isolées bacter - = T T T T
N4- N— N+ N-— N4+ N— N4 Ne-
1 50 26 12 5 6 0 3 0 0 0
2 50 23 14 4 2 0 2 0 1 0
3 50 40 3 17 4 6 0 6 3 1
4 50 32 4 11 0 4 0 13 0 0
ToraL 200 121 33 37 12 10 5 19 4 1
Nm = besoin en azote minéral,
Na = besoin en azote aminé.
G4 = présence d’nne gélatinase.
G— = absence d'une gélatinase.
N+ = réduction des nitrates en nitrites,
N— = pas de réduction des nitrates en nitrites.

Sur les 121 surnageants ainsi analysés, 99 contenaient pius de 10 npg
de cvanccobalamine par millilitre, et 32 de ceux-ci, plus de 100 wpg par
millilitre.

Cette synthése vitaminique par des germes rhizosphériques présentant
un grand intérét, soit pour la nutrition des plantes, soit pour la flore bacté-
rienre du sol a faible pouveir de synthese ; nous avons étudié la cinétique
de la production de vitamine By, par une souche d’Arthrobacter {C 24), en
fonetion de la durée d’incubation.

Celte souche est incubde a 28 °C en culture agitée, dans le milieu
précédent contenant des sels, du glucose et des acides aminés.

Apres 10, 29, 30, 50, 78, 118 et 166 heures d’incubation, la densité
optique des cultures est mesurée et le dosage vitaminique est cffectué avee
Ochromonas malliumensis.

Les résultats, présentés dans le graphique 1, indiquent que la présence
de cyanocobalamine dans le milieu de culture mest décelable qu’apres trente
heures d’incubation, c’est-a-dire au moment ou la densité baciérienne est
tres élevée. Ensuite, la concentration augmente rapidement, pour atteindre
3.22 mng par millitre apres cent-seize heures. Cetie vitamive By ne serait
donc pas libérée dans le milien de culture pendant la phase de croissance
active de la bactérie, mais plutét an moment de la lyse des cellules.

III. — ProducTion D'ACIDE 3 INDOLYL ACETIQUE.

Cette synthese d’acide 3 indolyl acéilque (ATA) a 816 recherchée dans

des milieux de culture contenant cemme précurseur : le trypiophaue.
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L’inoculation des souches s’effectue dans le milien de BErTHELOT et
AnMoUREUX (1), conlenant 0,5 g par litre de tryptophane ajouté séparément,
apres stérilisation sur filtre, et, en plus, 0,25 g par litre de « Casamino
Acid » destiné, en particulier, 2 stimuler Ia prolifération des souches exigeantes

Les cultures sont incubées a 28 °C pendant quarante heures, puis sont

en N, aminé,
centrifugdes, et la présence d’A L A est cavactérisée direciement, a partir du
surnageant de centrilugation, par le réactif de Salkowski, modifié par

Pirer (19).
log. DO, B2
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=3

D. 0. de la culture.
Yitamine Bue.

analysées, et toutes ont

Les 121 souches d’Arthrobacter ont ainsi été

donné un résultat positif.
Comme précédemment, pour la cyanocobalamine, nous avons pensé qu'il
serait aussi intéressant d’éludier la cinétique de la production d’ATA en
fonction de la durée d’incubation. Pour ceite expérience, nous avons choisi
a souche C 89, qui avait donné une coloration intense avee le réactif de

1

i

Satkowski lors de la premiere analyse, Elle est inoculée dans des erlens
contenant 100 ml du milicu préeddemment déerit, et Fincubation g'effectue i

28 °C avec agitation.

Aprés 10, 20, 30, 50, 70, 100 et 150 heures d'incubation, la densité
optique est mesurée, les cultures sout ceutrifugées et les surnageants sont
: a 4 °C jusqu’au

stérilisés par filtration. Ils sont conservés a lobscuarité, a

moment de Panalyse.
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Les sept surnageants sont alors acidifiés a pH 2.8 (avec HCl N) et
’A T A est extrait par de I’éther dépourvu de peroxydes, pendant trois opérations
successives. Les extraits éthérés sont ensuite lavés, concentrés a see, et enfin
repris par 5 ml d’éthancl. {Toutes ces opérations s’effectuent a Pabri de la
lumiere.)

Une analyse chromatographique, & 25 °C et a Tobscuriié sur papier
Whatman n°® 1 avee I'éluant [sopropanol — NII; — eau (8/1/1 ¥/v) permet
de controler le R de la substance extraite, apres révélation par le réactif de

Salkowski. Ce Rf = 0,43 correspond a celui de I’A T A témoin.

L’analyse quantitative s'opére apres électrophorése sur papier. Llextrait
alcoolique contenant A 1 A est déposé du coté de la cathode, et 1'électro-
phorese s'effectue a 110 V pendant neuf heures, a ['obscurité. (Solution
utilisée : tampon de Sorensen pH 7). AT A migrant du c¢6té de Panode,
son emplacement est repéré sur les électrophorédgrammes grice 2 un témoin.
Cette zone est alors découpée, éluée par de I'eau, el le dosage définitif s’effectue
a partir de cet éluat, toujours par le réactif de Salkowski. L.a réaction colorée
est enregistrée au spectrophotometre (A = 3530 mu), et la conecentration
définitive est calculée par rapport & une courbe de référence préparée i
partir d'une solution d’A T A synthétique.

log.DO, AlA
k pg/mi

+30

150
age de lacuiture en h.

GRAPHIQUE 2

Production d’acide 3-indolylacétique par la souche Cs, en fonction de Ddge de la
culture.

«--« D.O. de la culture.
— ATA.

Les vésultats (graphique 2) montrent que la conversion du tryptophane
en AL A se produit quand le taux de croissance de la culture bactéricnne
est élevé. Lorvsque la culture est ea phase de déclin, la concentration en
ATA se maintenant & une valeur d peu prds constante, aucune dégradation
ne s’opere.
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Enfin, la quantité¢ AT A produit : 21,5 g par millilitre apres cinguante
heures d'incubation est trés importante. En effet, Katzverson et Sirors (13),

pour A. globiformis par exemple, ne trouvent que 120 ng par litre I’AT A

apres quarante-huit heures d'incubation dans un milieu contenant du trypto-
phane, et 10 1 g pav litre lorsqu'il est absent. Par contre, HENNEQUIN et
Bracuere (12), utilisant un Arthrobacter sp., trouvent, apres sept jours de

culture dans un milicu sans tryptophane, 250 1, o pav litre d’A T A.
ypiop ) Lgp

Soulignons toutelois que ces auteurs utilisent le test coléoptile et méso-
cotyle d’avoine pour leur dosage.

DISCUSSION ET CONCLUSION

La présence des Arthrobacter dans la rhizosphere du colza permet d’expli-
quer importante activité protéolytique et amylolytique, notée lors de I’étude
des groupements physiologiques (2). Leur pouvoir de synthese élevé peut ausst
¢tre mis en parvallele avee Pabsenee de l'utilisation des vitamines, éliminédes
par le systeme radiculaire des plantules (4).

Les caractéristiques des souches que nous avons isolées sout d'ailleurs
assez voisines de celles de Murprr et al. (18) provenant de différents sols
hollandais et nigériens, et de celles de Gounor, (10), de limons souterrains.
Remarquons toutefois que les Arithrobacter des sols hollandais et nigériens
sont exigeants en vitamines, le plus souvent en biotine, alors que ceux des
limons souterrains syathétisent de nombreuses vitamines hydrosolubles, mais
rarement la cyanocobalamine.

Nous ne pouvons cependant counsidérer ces Arthrobacter comme des
germes caractéristiques de la rhizosphere des plantes. Certains auteurs ont déja
signalé leur présence ou lewr intérét autour du systeme radiculaire des
plantes : SprrBER ct Rovira (23) trouvent ainsi que 63 p. 100 des bactéries
de la rhizosphere du trefle et 78 p. 100 de celle du ray grass peuvent étre
identifiées comme Arthrobacter ou Nocardia ; MitcurrLe et Hurwits (16)
ont pu aussi en isoler de la rhizosphére de tomate ou du riz.

Mais la majorité des chercheurs considerent platét la famille des
Pseudomonadacées comme flore caractéristique de la rhizospheére @ Rivikre (20)
Rovarr et Karzzupson (21), Caasrviensc (6), Uryasnova (26), SkyRING
et Quanrine (23).

Certains méme, comme Cuan et Karznorson {7 et 8) et SieBurTH
(22) en expérimentant, & partir de souches pures, des cultures mixtes, prouvent
Pexistance dun principe inhibiteur, émis par les Pseudomonas, qui ralentit
la croissance des Arthrobacter et peut mdme provoquer leur agglulination.

Par contre, Vinhibition des germes sporulés, que nous avons noté chez
le colza, a 6té aussi remarqué par la plupart des auteurs précédemment cités,
ainsi que par Gyrremsrre (11), Syaviy (24) et Vasantranarax et Buar
(27). Que la {lore dominante de {a rhizosphere soit veprésentée pay des Pseudo-
monas ou des Corynébactéries, Ueffet serait done, du poiat de vue écologique,
identique @ cest-i-dire une diminution relative des Sporulées ou une inhibition
proprement dile. '

Afin de concilier nos résultats velatifs a la flore rhizosphérique, avec les
travaux effectuds antérieurement et aboutissant & un résultat différent, nous
pouvons émettre deux hypothéses @ soit que la microflore rhizosphérique est
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spéeifique de la plante ou des différents stades de développement de cette
plante, soit que la composition initiale de la microflove tellurique détermine
en partie le spectre bactérien de la flore rhizosphérique.

Nous essayous actuellement de vépondre a ce probleme en cultivant
différentes graines en présence d'une méme flore tellurique.

RESUME

La microllore rhizosphérique des plantules de colza est caractérisée par
un enrichissement en Arthrobacter, au détriment des germes sporulés. Le
pouvoir de synthese de ces Corynébactéries est généralement élevé. En parti-
culier, leurs filtrats de culture contienncot de la vitamine By et, avee le
tryptophane comme précurseur, ils produisent des tencurs élevées en acide
3-indolyl-acétique.

SUMMARY

The rhizospherie microflora of ecclza seedlings is characterized by an
increase of Arthrobacter, correlated with a relative decrease of sporeiling germs.
Those corynchacteria have a genevally great synthesis power. Jspecially, the
filtra of the culiure contain vitamin By, and. with tryptophan as a precursor,
they produce great amount of 3 indolyl acetic acid.
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11 - Etude comparée du spectre bactérien de la rhizosphere du Colza et
5P

de quelques autres plantules,

Cette étude qui est destinée & répondre a la question formulée dans la
conclusion de la publication précédente, a été effectuée avec la collaboration de
S. SOUMARE (1970). Il s'agit en effet de déterminer si les caractéristiques de
la microflore rhizosphérique du Colza, qui semblent assez particulieres étant

donné la densité élevée des Arthrobacter, sont la conséquence d'une action par

ticuliere et spécifique du Colza, ou si elles sont dues au spectre bactérien pro-
pre de la microflore tellurique initiale, Par la mé&me occasion, nous suivrons
avec intérét le comportement des germes sporulés dans la rhizosphere puisque
chez le Colza, nous avons déja noté que leur nombre diminuait dans des propor
tions tres nettes., Nous avons donc analysé la microflore rhizosphérique de pla:
tules, tres différentes les unes des autres, dont 1'une, le Colza, nous sert en
quelque sorte de témoin. Nous avons aussi changé les modalités expérimentale.
dans ce travail, afin de nous placer dans des conditions écologiques plus stric-
tes. En effet, les expériences que nous présentons ici sont pratiquées en deux
temps : dans un premier temps, les graines sont placées en germination sté-
rile, et apres développement suffisant des plantules, les excrétions racinaires

llex__

sont recueillies et concentrées, Dans un deuxieme temps, une terre dite

périmentale', choisie en fonction de 1'étude envisagée, est imbibée par ces

excrétats et mise en incubation pendant un certain temps. Finalement, les mo-
H

difications apportées au spectre microbien de la microflore tellurique initiale

sont analysées en étudiant plus particulierement 1'évolution des Arthrobacter

et des germes sporulés aérobies dont la caractérisation est assez facile, ainsi

que celle des Pseudomonas,

Enfin, en fonction des résuitats obtenus, nous avons aussi étudié le
comportement en culture pure ou mixte, de quelques souches sélectionnées parv
mi ces trois groupements bactériens et inoculées a des solutions d'excrétats

racinaires de Colza ou d'extrait de terre,
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1 - Matériel et Méthodes :

a) Choix de la terre "expérimentale’ :

Afin d'étudier dans de bonnes conditions expérimentales le
probleme antérieurement posé, nous avons essayé de choisir, comme source
de microflore tellurique, une terre contenant des proportions voisines d'Ar-

throbacter, de germes sporulés et de Pseudomonas, Apres avoir analysé plu-

sieurs terres de nature et d'origine différentes, l'une d'entre elles a finale-
ment été retenue., Elle provient d'un champ inculte depuis plusieurs années et

contient, par gramme, 2,6, 106 bactéries dont 36 p.100 d'Arthrobacter, 30 p.

100 de germes sporulés et 16 p.100 de Pscudomonas, Avant analyse, cette ter-

re a été séchée dans une étuve a ventilation, puis passée sur des tamis, de fa-

gon a ne conserver que les fines particules donnant une masse horaogene,

b) Culture des plantules et prepdra‘rlon des excrétions :

Quatre types de graines appartenant & des familles tres dif-
g PP

férentes ont été choisies : une crucifere : le Colza (Brassica napus oleifera),

une linée : le lin (linum usitatissiraum), une papilionacée : le trefle {(Trifolium

arvense) et une graminée : le blé (Triticum sativurn),.

Ces graines, apres stérilisation de leur surface par une so-
lution d'hypochlorite de calcium, suivie de plusieurs lavages avec de l'eau sté-
rile, sont ensemencées simultanément dans deux séries de tubes de culture,
correspondant a des modalités expérimentales différentes :

- d'une part dans des tubes spéciaux décrits antérieurement
(page 12) et contenant en particulier du sable de Fontainebleau ;

- d'autre part dans des tubes plus classiques, en culture hydro-
ponique, les graines ¢tant disposées & la surface du liguide nutritif, sur du co-
ton hydrophile,

Dans lesg deux cas, la solution minérale de KNOP diluée au
demi, sert de milieu nutritif et les germinations s'effectuent en conditions sté-
ries dans une piece vrégulée & 18°C avec un éclairerment de 12 heures par jour.

Apres 10 jours de germination, les excrétions racinaires
des plantules sont récupérées, soit par élution du substrat de culture s'il s'a-

git des tubes contenant le sazble, soit par simple prélevement du milieu de cul-
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ture, s'il s'agit des cultures hydroponiques.,
Ensuite, les solutions récupérées sont concentrées sous

vide jusqgu'd un volume tel que 1 ml corresponde aux excrétats de 10 plantules,

O

puis stérilisées par filtration,

c) Incubation de la terre "expérimentale'' :

Afin de permettre une aération suffisante, cette incubation
en présence des différents excrtats racinaires s'effectue dans des tubes sté-
riles présentant, 2 environ 1 c¢m de leur base, un disque en verre fritté, La
terre "expérimentale' choisie est répartie dans ces tubes a raison de 10 g par
tube et des fractions de 2,5 ml des exsudats stériles des 8 lots de plantules
sont finalement inc‘orporées a cette terre., Des témeins sont auesi réalisés
parallelement avec 2,5 ml d'eau stérile., Lies tubes, recouverts de papier d'é-

N s

tain, sont incubés a 18°C jusqu'a analyse,

d) Analyse du spectre bactérien :

Apres 5 jours d'incubation, des suspensions dilutions sont
préparées a partir du contenu des différentes séries de tubes expérimentés et
les dilutions adéquates sont étalées, suivant la méthode habituellie, sur le mi-
lieu gélosé de BUNT et ROVIRA,

Six a huit jours apres incubation 2 28°C, 50 souches bacté-

. A e S PP S . o
riennes sont isolées a partir de chaque gérie expérimentée et repiquées sur

géloses enrichies de BUNT et ROVIRA,

L'identification des Arthrobacter, germes sporulés et

Pseudomonas s'effectue ensuite en considérant certains criteres déterminants

l'examen de frottis colorés par h méthode de Gram apres un et cing jours de
cystites dans les cultures dgées. Des examens cemplémentaires tels que le
type resgpiratoire, l'action sur le glucose et la mobilité, justifient, dans cer-
tains cas, les résulitats douteux,

ILes germes sporulés aérobies sont presque tou-jours carac
térisés uniquement par l'cbservation des frottis préparés apres un et cing

jours d'incubation, la présence des endospores étant souvent facile 2 déceler,
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Quant aux Pseudomonas, la coloration de Gram, la recherche de la cytochro-

me oxydase, la mobilité, l'action sur le giucose et parfois la pigmentation, pe
mettent leur détermination,

2 - Résultats expérimentaux

Le tableau I donne le résultat des numérations de la microflore
bactérienne présente dans la terre "expérimentale' apres traitement avec les
excrétats racinaires, Ces nurmérations sont tocujours obtenues par. ensemens

cement de suspensions-dilutions de la terre sur le milieu gélosé de BUNT et

ROVIRA,
Origine des excréti
Fipine des excrotions Type de culture Nombre de bactéries
racinaires

Eau......oovvvnineonn, - 54.106

Colzl{ sur sable 59.10"
hydroponique , 13,5.10
Linc.ooeiiiinennn e, sur sable 13,2.1]0d

{ hydroponique 24,19
Trdfle......oooues .o | sur sable 4,1.10
1| hydropenique 14,5.10

12 _ A 8
Bleo............o ... 4] sur sable 16,10 3
1 hydroponique 8,4.10

Flore bactérienne totale dans la terre incubde en présence d'eau (témoin)
ou en présence d'excrétions racinaires. (Les chiffres se rapportent
au nombre de germes par gramme de terre expérimentée).

tableau II donne les proportions vespectives des Arthrohac-

r
o

ter, Pscudomonas et des germes sporulés colonisant la terre expérimentcée,

Ce tableau indique aussi le nombre de bitonnets a Gram négatif, mais différent

des Pseudomonas, le nombre de batonnets & Gram positif, mais ne présentant

pas de spore, et enfin le nombre de bactéries non classées gui sont surtout
des cocci, des coccobacilles, des formes polymorphes ou des germes a Gram

indéterming,



Origi Total
rigine des -
réte " tur i Ps, S b(- b{(+) Div,
des excrétats Type de culture souches Ar s p (-) {(+)
racinaires utilisdes
Eau - 50 15 5 14 4 5 7
Colza sur sable 50 37 3 2 2 2 4
{ hydroponique 50 39 2 3 1 0 5
Lin sur sable 50 30 4 3 4 1 8
{ hydroponique 50 3 3 3 3 2 6
Trefle sur sable 50 38 6 0 1 1 4
)\ hydroponique 50 36 7 0 5 0 2
Blé { sur sable 50 43 3 0 0 1 3
hydroponique 50 39 3 0 2 1 5

TABLEAU IL.

Répartition des groupements bactériens dans la terre incubée en présence

d'cau (témoin) ou en présence des excrétats racinaires.
Ar = Arthrobacter b(-) = batonnets & Gram négatif
Ps = Pseudomonas b(+) = batonnets &
Sp = Bactéries sporulées

Gram positif

Ces résultats prouvent tout d'abord que 1' "effet rhizosphire' se

produit normalement dans ces conditions expérimentales particulidre (tableaul)

D'autre part, en considérant 1'évolution du spectre bactérien de
la microflore tellurique initiale en fonction des exsudats racinaires (tableau i[),
il est possible d'en tirer les conclusions suivantes :

a) Quelle que soit l'origine de ces exsudats (culture sur sable ou
culture hydroponique), les résultats obtenus sont pratiquement identiques, Un to
tal de 50 isolements est donc suffisant pour obtenir une répartition significative
des groupements bactériens ;

b) Quelle que soit la nature de ces exsudats (Colza, Lin, Trefle,

B1é) la mé&me &volution du spectre microbien est retrouvée, c'est i dire une sti-

mulation des Arthrobacter et une inhibition des germes sporulés. En ce qui con-

cerne les Pseudoronas, les résultats obtenus sont difficilement interprétables
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car leur proportion, qui a diminué dans la terre témoin, est assez faible, Au~

cune stimulation n'est cependant observée dans les terres ''traitées’

3 - Analyse des résultats :

Indépendamment de la nature des excrétats racinaires, nous

pouvons ainsi considérer les Arthrobacter comme germes d'origine rhizosphé-

N

rique. En vue de trouver une explication 2 ce phénomene, nous avens essayé
d'en approfondir 1'étude par l'incubation de quelques souches purce, précédem-

ment isolées et choisies parmi les Arthrobacter, les Pseudomonas et les Ba-

cillus, dans des extraits de terre ou des exsudats racinaires, Les extraits de

terre ont été obtenus par autoclavage 2 110° C pendant 20 mn, d'un mélange 2

parties égales de terre et d'eau distillée, Les exsudats ont été recueillis 2

Pe

partir de cultures stériles de graines de Colza, Chacune de ces solutions, sté-
rilisée par filtration et ensemencée avec des inoculats prélevés en phase ex-

~

ponenticlle de croissance obtenues a partir de chaque souche, révele un com-

portement identique des Arthrobacter et des Pseudomonas, a l'opposé des ger-
mes sporulés, En effet, le taux de croissance des bactéries appartenant aux .

deux premiers genres est plus élevé lorsqu'elles sont incubées dans une solu-
11

tion d'exsudats racinaires que dans un extrait de terre, Par contre, pour lcs

Bacillus, leur taux de croissance est toujours plus élevé dans l'extrait de tevre

Ces résultats nous conduisent donc a considérer les Arthrobacts

et Pseudomonas comme germes rhizosphériques ; les Bacillus comme germes

typiquement telluriques, Ils permettent aussi de donner une interprétation aux

résultats obtenus précédemment (Tableau II) : les Arthrobacter, 2 croissance

plus rapide, se multipliant rapidement dans les sites rhizosphériques, aux dé-

pens des germes sporulés,

Cependant, la faible proportion de Fscudomonas, dans la ricro.
L 3

flore rhizosphérique, obtenue 3 partir de notre terrve "expérimentale', ne trou.
ve pas encore son explication, Nous avons ainsi effectué, dans les mémes con-
ditions que précédemment, non plus des cultures pures de souches, mals des

cultures mixtes : Arthrobacter-Pseudomonas, Arthrobacter-RBacillus, Pseudo-
3 3

monas-Bacillus, Ties souches employées ont été sélectionnées de fagon a4 pou-

voir les numérer sélectivement a partir d'un mélange,soit en utilisant corame
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critere de reconnaissance la résistance 3 un antibiotique, soit la faculté d'u-

tiliser un sucre donné,

Ces numérations sélectives effectuées apres 24 h et 48 h d'in-
cubation dans un extrait de terre ou un exsudat de Colza, nous ont permis de

constater un comportement analogue des Arthrobacter et des Pseudomonas

vis-a-vis d'un Bacillus, c'est a dire une prédominance des Bacillus en cultu-

re mixte effectuée en présence d'un extrait de terre et une prédominance des

Arthrobacter ou Pseudomonas en culture mixte effectude dans un exsudat.

Par contre, dans une culture mixte d'un Arthrobacter avec un

seudomonas ue une soit le milie incv ion ucun germe semble
P d nas, 1¢ soit 1 lieu d' 1bat , a r ne s bl

prédominant sur l'autre. En particulier le phénomene observé par CHAN et
KATZNELSON (1961 et 1963) puis par SIEBURTH (1967) concernant l'aggluti-

nation des Arthrobacter par des Pseudomonas, n'a pu &tre vérifié avec nos

souches. Il semblerait donc que dans le cadre de notre expérimentation, l'ab-

sence de stimulation des germes du genre Pseudomonas dans la rhizosphere

soit due surtout 3 la proportion élevée de la microflore tellurique de dépaxt

en Arthrobacter,

Avant de conclure définitivement cette étude, nous avons encore

[©N

effectué une expérience supplémentaire, qui est en quelque sorte une expé-
rience de contrdle. En effet, les résultats consignés dans le tableau I et II
pouvaient &tre interprétés d'une facon différente : le témoin, dans ces expérien
7 4 4 1 . pare .}

ces, est une terre incubée en présence d'eau ; or; lorsque cette mé&me terre

. - e 1 L4 . . . -~ .
est incubée en présence d'excrétats racinaires, on apporte en méme temps
qu'eux les sels minéraux de la solution nutritive de KNOP qui n'ont pas été u-
tilisés par la plante, et qui sont peut &tre en quantité appréciable puisque les

éluats de culture sont concentrés avant l'incorporation a la terre 'expérimen-

tale', Aussi, on pouvait se demander si les Arthrobacter n'avaient pas été
stimulés par la présence de ces sels plutdt que par les excrétats racinaires

des plantules,

Afin d'éliminer cette éventualité, nous ne pouvions pas préveir
une expérience comportant des cultures de plantules toujours effectuées en pré-
sence de solution nutritive car dans ce cas, il n'est pas possible de calculer la

concentration des sels & incorporer dans 1'eau afin d'obtenir le vrail témoin,
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Une autre solution consistait & laisser croftre les plantes suffi-
samment longtemps de facon a ce que la totalité des sels de la solution nutri-
tive soit utilisée, Elle présente cependant un inconvénient car dans ces condi-
tions, on obtient une dessication du substrat de germination suivie de modifi-
cations physiologiques au niveau des racines, perturbant les modalités de 1'ex-

crétion,

Aussi, nous avons choisi la solution suivante, qui counsiste & con-
server comme témoin l'eau stérile, mais en effectuant des cultures de plantu-
les en milieu hydroponique non nutritif, c'est a dire uniquement avec de 1'eau,
Dans ces conditions, on arrive bien sur tres rapidement & un arrét du dévelep-
pement des plantules sitdt les réserves de la graine utilisées, et avec le maté-
riel végétal utilisé : le Colza, apres 7 jours de culture, le milieu est récupé-

-

ré et 'expérience se poursuit comme précédemment,

La terre "expérimentale' provenait d'un champ inculte et con-
. 6 N
tenait 30, 5.10 bactéries par gramme. Parmi les 30 bdtonnets 2 Gram néga-

tif isolés de cette terre, 10 étaient des Pseudomonas pigmentés et 6 des Flavo-

ce d'eau ou d'excrétfats, nous n'avons cependant plus fait de différenciation en-

tre les Pscudomonas et les autres germes a Gram négatif, Les résultats ob-

tenus sont indiqués dans le tableau 1T,

: Nombre de
» d'expérie Ar S 5 bl i
Type d'expérience couches isoldos Ar  Sp b(-) b{+) Divers

"Terre expérimentale 100 43 13 30 6 8

"Terre expérimentale" 100 30 29 18 14 9
+ eau,

"Terre expérimentale! 100 60 9 9 8 14

+ excrétats de Colza.

Répartition des groupements bactériens dans une 'terre expérimentale'
ans e terre il e en pré 'eal ou g
et dans cette méme terre incubde en présence d'eau ou en présence d'excrdtats

de Colza provenant d'une culture en milieu aqueux non nutritif,
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Ces résultats prouvent que la stimulation des Arthrobacter

est bien en relation avec la présence des substances excrétées par le systeme
radiculaire des plantules. Pour les germes sporulés, nous retrouvons aussi
la diminution relative de leur population., Les germes rhizosphériques que
nous isolons étant proportionnellement plus exigeants en acides aminés que les
germes telluriques correspondants, nous avons donc maintenant deux argu-
ments qui prouvent que nos conditions expérimentales conviennent pour ce type

d'analyse ,

En conclusion de ce paragraphe relatif 3 1'étude du spectre bac
<2

térien de la rhizosphtre de quelques plantules d'espece différente, nous pou-

vons confirmer que la stimulation des bactéries du genre Arthrobacter ne dé-

pend pas de la nature de l'exsudat racinaire, et qu'elle peut &tre généralisée

A toutes les rhizospheres. Nous pensons néanmoins que le spectre microbien
1

de la microflore rhizosphérique est en relation étroite avec celui de la micro-

flore tellurique initiale,
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IIT - Discussion générale et conclusion,

La densité élevée en Arthrobacter des microflores rhizosphériques que

nous avons étudiées est donc un résultat qui, a priori, est assez surprenant
puisque ces germes ne sont pas typiquement rhizosphériques. Nous ne pouvon
cependant pas mettre en cause nos conditions expérimentales puisque, non seu
lement nous y avons déja introduit une variante en incubant une terre en pré-
sence d'exsudats récoltés apres croissance des plantules, mais des travaux s
poursuivant actuellement prouvent aussi que dans des terres cultivées, 1la den
sité de ces corynébactéries est plus élevée que dans les terres incultes ou

- I .
sans végétation,

Nous avons signalé, page 90, que certains chercheurs avaient déja noté
leur pourcentage élevé dans des rhizospheres, PETERSON et Coll, (1965 et
1967) notent, A leur propos, un phénomene curieux : en effet, dans la rhizos-
phere d'un blé, ils trouvent que ceux-ci sont nombreux, uniquement quand les
plantes se développent en présence d'une flore fongique pathogene., Dans le ca:
d'un lin cultivé dans une terre non infectée cette fois, ils isolent de mé&me plus

d'Arthrobacter dans la zdne rhizosphérique d'une variété€ résistante 2 Fusa -

. . . s N . sz . N .
rium oxysporum que dans la rhizosphére d'une variété sensible, ou dominent

encore les Pseudomonas et Flavobacterium, Nous reviendrons par la suite sus

ce probléme intéressant de la spécificité varidétale de la microflore rhizosphé-
rigue,
™ ol . - : bt . 1. LA B
Nous avons aussi signalé plus haut un certain nombre de références conces

nant la présence de Pseudornonas ou de Pseudomonadacées dans les rhizosphe

res, A celles-ci, il faut ajouter trois travaux trés récents : celui de LEVAL

et REMACLE (1969) qui notent des proportions excessives de Pseudomonas

dans des terves rhizosphériques de peuplier, celui de RIVIERE et Coll, (1970)

qui isclent 69,5 % de bitonnets & Gram négatif dans la rhizosphtre du mals et

enfin celui de SANDS et ROVIRA (1971) qui, pour une terre rhizosphérique de
.

blé, trouvent plus de Pscudormonas que dans la terre témoin, les proportions

restant cependant faibles par rapport au nombre total de bactéries,
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Au point de vue taxonornique, l'espece la plus frégquemment citée est Ps,

fluorescens : SOROKINA (1963) pour le mais, SOBIESZCZANSKI (1965) pour 1

riz et la vesce, ULJASHOVA (1966) pour la tomate, SANDS et ROVIRA (1971)

pour le blé ; et comme genre bactérien proche des Pseudomonas, ce sont les

Flavobacterium qui sont fréquents : CHALVIGNAC (1965) , PETERSON et

ROUATT (1967), RIVIERE et Coll. (1970).

Phénomene curieux : nos résultats font apparaftre une diminution tres net

te des Bacillus dans la microflore rhizosphérique riche en Arthrobacter ; exa

tement comme dans le cas ol les Pseudomonas sont dorinants, RIVIERE et

Coll, (1970) par exemple ne retrouvent que 8,2 % de Bacillus dans la rhizos-
pheére du mals alors que la terre témoin en contient 58,8 %. Méme dans des
sols tres particuliers comme dans les zones désertiques, ELVAN et DIAB

(1970) notent le mé&me phénomene dans la rhizosphere de Artemisia monos-

perma,

Par contre, nos résultats,en particulier les cultures mixtes en pcésence
d'extrait de terre ou d'exsudats racinaires, n'ont pas permis de vérifier 1'an-

tagonisme Pseudomonas-Arthrobacter, mis en évidence par CHAN et KATZ -

NELSON (1941 et 1963) et par SIEBURTH (1967). Récenment SALONIUS et

Coll. (1970) ont étudié la croissance mutuelle d'A, globiformis et Ps, fluo-

ns dans une terre stérilisée par irradiation garmma. Dans ces conditions

ils constatent, & 25°C et & 60 % de saturation en eau de la terrc, une crolssan
ce équivalente des deux bactéries,et identique a celle des cultures pures réa-

lisées parallelement, Par contre, a 10°C et a saturation, les Pseudomounas

sont dominants, alors qu'a 40 % de saturation, ce sont au contraire les Arthr¢

bacter qui prédorninent,

Cette expérience confirme donc nos résultats, et infirme par conséguent
2 Ey g8

aussi la théorie généralement admise, suivant laquelle les Pseudomonas_sont

[0}
H

plus nombreux dans la rhizosphere a cause de leur taux de croissance plus
levé et de leur temps de latence plus faible,

&

Ces considérations nous amenent a établir un parallélisme, sur le plan

tcologique, entre les Avihrobacter et les Pseudomonas d'origine rhizosphéria

En effet, nous avons déja constaté que, dans les deux cas, leur présence s'é-

1

tablit au dépens des germes sporulés et qu'en culture pure, les uns comme
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les autres ont des taux de creissance sensiblement équivalents, dans des con-

ditions expérimentales proches des conditions naturelles,

De plus,quand ils sont d'origine rhizosphérique, ils n'ont pas d'exigences
nutritionnelles tres strictes, en particulier au point de vue vitaminique. Par
contre, un pourcentage assez élevé de sou.ches requiert la présence d'acides
aminés et, de toutes facons, les souches prototrophes sont généralement tres

fortement stimulées en leur présence,

Leurs capacités métaboliques sont aussi trés proches dans certaines con-
ditions, et une expérience de KASZUBIAK (1965) illustre bien cette comparai-
son. En effet, ce chercheur, dont le but était de connaitre, dans la rhizosphere
du lupin, les microorganismes capables d'utiliser un alcalolde -la spartéine-
comme seule source d'azote et de carbone, met en évidence la présence de

deux genres bactériens : les Pseudomonas et les_Arthrobacter,

Enfin, les possibilités de syntheses, en particulier de vitamines et de subs

tances de croissance végétales, sont identiques : nous avons démontré précé-

demment que les Arthrobacter rhizosphériques produisaient des vitamines,
dont la vitamine BlZ’ et de l'acide (5 indolylacétique, D'autre part, on a aussi
prouvé qu'ils étaient capables de synthétiser des substances de type gibbérelli-
nique (KATZNELSON ct SIROIS 1962). Or un travail récent de HUSSAIN et VAN
CURA (1970) met simultanément en évidence la production, par des Pseudormo-
nas rhizosphériques, de vitamines du groupe B (surtout la biotine et 1'acide par

tothénique), l'acide {3 indolylacétique, et de substances gillérelliniques. De

nombreux facteurs sont donc communs aux Arthrobacter et aux Pseudomonas,

™ N b 1 - S G 1- et 3 - TN NN o t" | S
Pour terminer, précisons quelques caractéristiques propres aux Arthrobac

ter rhizosphériques, qul les distinguent des_Arthrobacter d'origine différente,

Pour cette analyse, signalons d'ailleurs que les revues bibliographiques tres
completes de MULDER et Coll, (1963), MULDER (1964) et VELDKAMP (1970),

nous ont été tres utiles,

A partir des 121 souches d'Arthrobacter isolées & partir du Colza, notre

AY

étude systématique (Ann, Inst, Pasteur 1970 : publication précédente) permet

-

finalement de proposer une classification basée sur l'utilisation de 3 critéres :
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les besoins nutritionnels, la présence d'une gélatinase et la possibilité de ré-
duire les nitrates. Il est maintenant intéressant de comparer ces résultats ave
ceux de SKYRING et QUADIING (1970) qui, & partir de 77 souches de germes
corynéformes, ont appliqué une méthode numérique de classification basée

sur l'utilisation de 98 tests dont les résultats sont analysés sur ordinateur.
Cette étude leur a perrriis de sélectionner 5 criteres de différenciation dont 2 :
les besions nutritionnels et la réduction des nitrates, correspondent a nos }Sro--
pres résultats, l.es 3 autres sont : 1'utilisation des composés carbonés, la pro
duction de catalase et la sensibilité aux antibiotiques, Nous pensons d'ailleurs
que ces deux derniers criteres ont été sélectionnés non pas pour différencier

les Arthrobacter eux-m&mes mais les Arthrobacter par rapport aux especes

corynéformes proches, faisant partie de leur collection,

A propos des caractéristiques générales de nos souches, nous les avons

déja rapprochées des Arthrobacter isolés de limons souterrains par GOUNOT

{1967), Par contre, nous avons remarqué que les Arthrobacter isclés des sols

hollandais et nigériens par MULDER et Coll. (1966} avaient la particularité
d'étre exigeants en vitamines. Ce besocin en facteurs de croissance a été con-
firmé pour d'autres souches, d'origine tellurique : KEDDIE et Coll, (1966,
MULLAKLANBKAL et BHAT (1966),ces derniers en ont d'ailleurs fait ensuite
(1967) une étude taxonomique sur ordinateur. En plus de cette particularité
sur le plan nutritionnel, qui distingue nos souches, on peut aussi noter Vabsen.
ce de synthese d'uréase alors que certains la mettent en évidence (par exemple
MULLAKHANBKAI et Coll, 1966, GOCUNOT 1967), et l'absence de mobilité,
contrairement aux germes isolés par SPERBER et ROVIRA (1953). SKYRYNG
et QUADLING (1969) précisent méme que les souches mobiles posstdent un

flagelle subpolaire,

En conclusion, nous soulignons le r8le important que peuvent jouer ces co-
rynébactéries rhizosphériques dans la croissance des plantes et dans 1'évolu-
tion des flores microbiennes. Nous pensons que leur étude doit &tre approfon-

die car ces germes se distinguent netternent des Arthrobacter typiguement

telluriques,
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3¢ PARTIE

ETUDE PARTICULIERE

DE LA PRESENCE ET DU ROLE DE LA VITAMINE DB,

DANS LA EBEHIZOSPHERE DU COLZA
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En comparant la concentration en vitamine BlZ des €luats de culture
de Colza effectuées en conditions stériles ou en présence de microflores tel-
luriques (page 51), nous avons remarqué une teneur toujours plus élevée lors-
que les plantules se développent en présence de bactéries. Cependant, apres
avoir démontré que cette production vitaminique €tait bien un phénomene pro-
prement rhizosphérique, nous avons insisté sur la relativité des résultats

obtenus. En effet, la souche test choisie pour ce dosage : Lactobacillus
p g

leichmannii, qui est treés couramment utilisée pour la détermination de la vi-

tamine B ne présente pas une spécificité stricte vis a vis de la cyanocoba-

12’
lamine ou méme des cobamides en général, Aussi, nous avons particuliere-

ment mis en doute la présence de ce facteur de croissance dans les éluats
de cultures stériles de Colza puisque, jusqu'a présent, on a jamais pu mettre

en évidence sa synthese par les tissus végétaux,

Nous avons donc repris en détail 1'étude de cet aspect particuliere-~

ment intéressant de la présence de vitamine B__ dans la rhizosphere, en

12
adoptant des techniques beaucoup plus précises dont certaines ont été mises

au point spécialement en fonction des conditions d'analyse.

L. leichmannii, nous le savons, présente comme inconvénient majeur
sa possibilité de répondre & des substances non vitaminiques : la thymidine
et autres désoxyribosides. Une autre bactérie habituellement employée aussi :
Escherichia coli 113/3 présente le méme inconvénient car elle répond a la
methionine, Il nous restait donc, comme souches test disponibles, des al-
gues : Euglena gracilis et Ochromonas malhamensis, tres rarement utilisées
a cause de leur difficulté d'entretien et de leur inhibition tres rapide par les
extraits a doser., Parmi celles-ci, O. malhamensis présente le plus grand

re Pl - - - ~ B . -~ e
degré de spécificité, Non seulement elle ne peut proliférer en présence de
composés différents des cobamides, mais parmi les dérivés de ces cobamides
sa spécificité est tres grande. Afin de préciser cette spécificité, rappelons

la formule de la vitamine BIZ {(cyanocobalamine).

Schématiquement, c'est un noyaun tétrapyrrolique dont les atomes d'a-
zote sont unis par des liaisons de coordination & un atome central de cobalt,
De plus, 2 valences de ce cobalt sont satisfaites par des liaisons avec un ion
cyanure et avec un nucléotide dont la base est le dimethyl-benzimidazcle, Cet-
te cyanocobalamine est donc plus précisément la ¢t -(5, 6-dimethyl benzimi-



108

dazolyl)-cyano-~cobamide, Quand l'ion cyanure est remplacé, dans la molé-

cule, par un autre ion, on obtient d'autres cobalamine (ex :

I'hydroxycobala-

mine ou vitamine By, b, la nitrosocobalamine ou vitamine Byzc), Quand, dans

le nucléotide, la base est différente, on obtient d'autres cobamides (facteurs

A, B, etc...).

N1T,-CO-CH,-CH

e
_CO-CH~CH,

Wi

\CH, /

e, emp-co-vm,
. G
]

3

CH"CHZ—CHZ—CO~NH2

CYANOCOBALAMINE,

Le tableau suivant, qui met en évidence 1l'intéré&t d'O, malhamensis

our l'obtention de dosages tres spécifigues, a été établi A partir de résul-
b g : !

tats tirés des travaux de FORD (1953), que nous avons complétés en ajou-

tant des précisions d'ordre biochimique plus récentes.

Substances Base du nucléotide ., L, leich- ... 10, malha-
. .. . E. coli .. E. gracilis o
vitaminiques dans la molécule mannii memnsis
Cyanocobalamine 5, 6 -dimethyl - 100 100 100 100
benzirnidazole
Facteur A 2 methyl adenine 100 64 137 3.4
Facteur B Absence 100 £0,3 4,2 0
Facteur C ? 100 14 100 0
Pseudovitamine B, | Adenine 100 400 800 1,2

TABLEAU T,

mesurée 2 l'aide de plusieurs souches test
{L.es résultats sont exprimés par rapport & l'activitd {
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[43]

Clest donc Q, malhamensis, de préférence &2 E, gracili

que nous a-

vons choisi pour nos analyses, Cette algue n'est cependant pas stimulée, d'une
facon absolue, uniquement par les cobalamnines : les analogues de la vitami-
ne B._, dont la base du nucléotide est le benzimidazole, le 5 methyl benzimida

12
zole ou le 5 hydroxybeanzimidazole {vitamine By, III ou facteur 1) permettraient

aussi sa croissance (ARONOVITCH et GROSSOWICZ 1968), ainsi que la for-
me coehzymatique isolée par BARKER et Coll, (1960), dont la base du nucléo-

tide est constitué par un groupement adénine (WEISSBACH et Coll., 1960).

La conservation de cette algue a été effectuée en milieu liquide dans
les ballons de 100 rnl contenant 10 mi d'un milieuw de culture (Bacto-—Blz
Ochromonas medium Difco) supplémenté en vitarmine By 3 vaison de 0,2 mp.g/
ml, Ces cultures sont placées dans une étuve régulée a 28°C sous la lumiere
d'une lampe a incandescence de 60 W, distante de 30 cm, et les repiquages
sont effectués tous les 5 jours, Pour les dosages proprement dits, l'inoculura
est prélevé a partir de ces cultures, quand elles sont agées de 4 ou 5 jours,
Si ces dosages dernandent une grande précision, ils sont effectués dans des
ballons de 100 ml contenant le milieu de base, et apres incorporation des ex-
traits et inoculation, ils sont placése en agitation continue (cycie rotatif & rai-
son de 100 tours/mn), & 28°C ct a l'obscurité, c'est 2 dire en conditions non
phoftosynthétiquespour 1'algue, s dosages semi-quantitatifs par contre sont
réalisés dans des tubes de 25 x 200 min, incubés dans les mémes conditions
(pour la recherche des spots apris chromatographie sur papier par exemple),
La lecture des résultats se fait toujours par néphélométrie apres 4 jours
d'incubation,

Enfin, lorsqu'une extraction de la vitamine est nécessaire avant 'ana-
lyse, on incorpore toujours des trac le cyanure 2 la solution, pour conver-
tir I'hydroxycobalamine vencucﬂcn’l ent présente en cyanocobalamine, forme
plus stable. Ce cyanure permet aussi l'obtention de résultats plus reproduc-
tibles.

A l'aide de ce dosage biologique, nous avons, dans un premier temps,
mis en évidence d'une fagon rvigoureuse, la présence de vitamine B17 dans la
rhizosphere du Colza. Ensuite, dans un second temps, nous avons recherché
le rdle que pouvait jouer ce facteur de croissance d'origine bactérienne, ce
qui nous a conduit & étudier sa présence dans les ‘;iséus végétaux cultivés dans
des conditions stériles ou pas,

A MIST BN 10V DTH\(,F OF 1A PR OD‘)CT ON DE VITTAMINE 812 PAR LA

FPHERIOUE DS PTAN '."U 208 DY COLZA,

MICROFLORYE RHIZ t‘f_)i

Ce travail a été publié aux Comptes l{cndus (1970, 270).
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MICROBIOLOGIE DU SOL. — Mise en évidence e la production de vitamine By,
par la microflore rhizosphérique des plantules de Colza (Brassica napus oleifera).
Note (*) de M. Roland Blondeau, présentée par M. Roger Heim.

Le substrat de germination des plantules de Colza cultivées en présence d’une microflore tellu-
rique s’enrichit en cyanocobalamine. Ceile-ci proviendrait essenticllement d'une synthése propre aux
bactéries rhizosphériques.

corsque des graines de Colza (variété Crésus) sont ensemencées présence

Lorsque des ¢ s de Colza (variété Crésus) sont ensemencées en p

une micro ellurique, le milieu de germination s’enrichit en diverses vitamines

d’une flore tellurique, | licu de germination s’enrichit en diverses vitami
hydrosolubles (*). La nature de celles-ci est souvent fonction des conditions expé-
rimentales, en particulicr de Vorigine de la microflore apportée. Cependant, la
concentration en vitapine B,,, considérée en tant que facteur de croissance pour
Lactobaciilus leichmannii, est tavjours plus élevée dans les semis effectugs en présence
d’une flore microbienne (7). Les résultats que nous rapportons ici concernent Pétude
de ce facteur de croissance, tant au point de viue de sa nature chimique que de
son origine.

La technique de culture des graincs, le mode de préparation des microflores
telluriques et le systéme d’élution des semis ont déja été exposés (*). Précisons que,
dans les expériences suivantes, les incorporations de microflore ne sont plus effec-
tuées avant Pintroduction des graines dans les tubes de culture, mais 3 jours aprés,
lorsque les plantules ont déjd éliminé des substances organiques dans le substrat

de germination. Tous les dosages vitaminiques sout réalisés & partiv d’¢luats de.

culture stérilisés par filtration sur membranes « Millipore » (0,45 u), dont chagque
millilitre correspond 4 la germination de 5 graines de Colza.

J. DOSAGE DE LA VITAMINE 13,, PRESENTE DPANS LES ELUATS DE GERMINATIONS
EFFECTUEES EN CONDITIONS STERILES OU EN PRESENCE DE MICROFLORE TELLURIQUE. -~
Ce dosage a ¢té entrepris a Paide des techniques microblologiques. Les résultats
sont dounés aprés lecture néphélométrique. Les souches utilisées sont, d’une part,
Lactobacillus leichmannii ATCC 7830, L. leichmannii ATCC 4797, et, d’autre part,
Ochromonas malhaemensis ATCC 11532 selon la méthode de Ford ().

Les résultats sont consignés dans le tableau I Les semis MT sont réalisés
en présence d’une microflore, les semis stériles (ST), considérés comme témoins,
ont recu le mé&me apport de suspension dilution de terre, mais aprés autoclavage
de celie-ci. Un dosage préliminaire a moniré que Uapport de vitamine, provoqué
par Uintroduction de cefte suspension de terre, pouvait &ire considéré conune
négligeable.

Ces résultats précisent les dosages précédemment effectués avec L. lefckisnannii
ATCC 7830 (*), mais Putilisation &0, malhamensis, qui ne répond qu’d 1a cyano-
cobalamine, ou & Phydroxyeobalamine (), a 'exclusion de tout autre analogue
des cobalamides ou de facteur non vitaminique [(*), (7), (®)], en confirmant la
préscince de cyanocobualamine dans les semis MT donne cependant des valeurs

10
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Tanreavu [

Concontration en vitamine By des éivats de culture de plantides

de Colza (en mug/plantul?)

Age des L. leichmannii L. leickmaniii O. malhamensis
plantules ATCC 7830 ATCC 4797 ATCC 11532
S iours [ STooonns 0,001 8 0,001 8 < 0,001 5
U ML 0,602 3 0,002 1 < 0,001 5
S fours { ST ... 0,003 2 0,003 5 < 0,0015
R IV T 0,010 3 0,0108 0,008 2
" our { ST ........ 0,005 4 0,005 8 < 00015

OUS M 0,013 4 0,013 7 0,0107
14 four { ST oonn... 0,005 6 0,005 8 < 0,000 5
R IR 0,013 0 0,013 2 0,011 0

trés différentes, dans le cas des semis stériles. Sowdignons pourtant que la limite de

&
7

sensibilité de cette souche, dans nos conditions expérimentales, ne permet pas de
détecter une concentration de cyanccobalamine inférieure & 1,5 upg par plantule,
un facteur inlubiteur interférant dans les cultures de cette algue lorsqu’elles
contiennent un volume trop important d’¢luat, '

II. CARACTERISATION DE CETTE VITAMINE. — Afin de vérifier 'absence de
formes conjuguées de vitamine B,, dans les échantillons collectés, nous avons
d’abord effectué des hydrolyses enzymatiques avec la papaine (RBL) ou la taka-
diastase {T et M), Malgré la difficulté de Pappréciation des résultats obtenus, due
a Papport, par les préparations cuzymatiques, de substances stimulantes pour
L. leichmannii, il ne semble pas que de telles formes vitaminigues, moins actives
dans les dosages biologiques, soient présentes dans les ¢luats,

Dans nos conditions expérimentales, les techniques classiques de purification
de ls vitamine B,, par adsorption (charbon Norit) dennant un rendement relati-
vement faible, nous avons finalement utilis¢ la fitration sur gel : les éluats corres-
pondant aux germinations de S$C0 plantules sont déposés, aprés concentration,
sur colonne de « Sephadex G 25 » (2,5 >¢ 50 em) éluée par de Pean distillée contenant
du KCN (I ml/l d’une solution a 5 %) & un rythime de 30 ml/h. Les fractions collec-
tées (5 ml) contenant la vitamine B, ,, tepérables par dosage d’une partie aliquote
avec L. leichmannii, sont ensuite lyephilisées.

Des chromatographies sur papier sont enfin p cpame% A partir de ces lyophilisats

1 prenant comme témoin la cyanocobalamine (NBC). Sur papier « Whatman
n® 1 », a 'obscurité et a 27 °C, apres révélation avee L. leichmanaii, nous avons pu
ainst vérifier que le facteur vitaminigue mis en évidence dans les cultures réalisées
en présence de microflore tellurique avait des R, correspondant & la cyanocoba-
lamine : 0,31 avec le systéme Putanol sec./eau (271 v/v) 4- traces de KCN; 0,74
avee le systeme Isopropancifcau (7/3 v/v) -+ traces de KCMN. PPar contre, & partic
des éluats de cultures stériles, aucune trace de vitamine ne p@nt &tre localisée sur
les chromatogrammes, probablement 4 cause de la trop faible concentration initiale,
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I SYyNTHESE DE VITAMINE B, PAR DES CULTURES DE SOUCHES BACTRRIENNES
D'ORIGINE TELLURIQUE ET RHIZOSPHERIOUE. — La présence de cetie cyanocobalamine
étant {onction de Péteblissement de la microflore rhizosphérique dans les cultures
des plantules, nous avons comparé la capacité de production de cette vitamine par
les flores tellurique et rhizosphérique ; cette derniere est obtenue aprés 6 jours
de culture des plantules en présence de la flore tellurique. Aprés étalement de
ces flores sur milieu gélosé de Bunt et Rovira (%), les souches bactériennes isolées
sont incubées pendant 48 h, & 28 °C, dans un mulieu liquide dépourvu de vita-
mine By, (1Y), Celle-ci est décelée avec L. leichmannii dans les surnageants, aprs
centrifugation des cultures. Les résultats (tanleau 11) montrent que non seulement
le nombre de germes producteurs de vitamine B, est plus important dans 1a flore
rhizosphérique, mais aussi que leur capacité de synthése est plus élevée.

Tasreau [

Production de vitamine Bz par une flore tellurique ef la flore rhizosphérique correspondante
en présence de culture de Colza

Souches productrices de vitamine By,

Nombre de o o i e
souches Biz > 0,01 my/ml B2 > 0,1 m“(/ml
isoldes *)
Flore tellurique ....... 100 31 3
Flore rhizosphérique. .. 1C0 63 17

(*) Les concentrations inféricures ne sont pas significatives.

1V. PRODUCTION DE VITAMINE B, PAR DES BACTERIES RHIZOSPHERIQUES IMNO-
CULEES A DES CULTURES STERILES DE CoLza. — Afin de démontrer que ces souches
bactériennes, d’origine rhizosphérique, étaient effectivement capables de synthétiser
de la cyanocobalamine en présence des scules substances organiques iibérées par
le systeme radiculaire des plantules, nous les avons inoculées & des cultures stériles de
Colza. Apres incubation, 4 28 °C en milicu agité, les souches choisies sont prélevées
en phase exponenticlle de croissance, centrifugées, lavées, et diluées de fagon a ce
que 1 m! corresponde 4 environ 10° germes.

L’inoculation des bactéries est toujours effectuée dans des cultures de Colza
dgées de 3 jours et chaque tube d’essai regoit 0,5 ml de suspension bactérienne.

Tarrzau HI

Tencur en cyanocobalamine des éluats de culttive de plentiles de Colza,
effectuce en preésence de bactér

les dorigine rhizosphidiique (en wy[planiuie)

Age des plantules

T A Y K e e BB

Souches inoculdes 6 jours 9 jours 12 jours
C24 ..o i, 5,019 2 0,021 8

0180 0,0167

v



(4)

Les tubes témoins regoivent le méme inoculum, mais aprés autoclavage. Dans
le tableau 11, sculs sont présentés les résultats du dosage de la cyanocobalamine,
effectué avec O. malhamensis, 4 partir de cultures réalisées en présence de 2 bactéries
d’origine rhizosphérique, C,, et C,,, du genre Arthrobacter. Les cultures stériles
témoins donnent toujours des résultats non significatifs.

ConcrLuston. — Lors dn développement des plantules de Colza en présence
d’une microflore tellurique, le systeme radiculaire ¢limine des substances organiques
permettant Pétablissement d’une flore dite « rhizosphérique », responsable de la
production de cyanocobalamine qui s’accumule dans le substrat. Ce phénoméne

cut aussi 8tre obtenu aprés inoculation de souches pures & des cultures de Colza,
Le probléme que pose le devenir de cette vitamine est & Pétude. Deux hypothéses
sont & envisager : ou cette substance agit directement sur la plante, ou elle intervient
dans la prolitération de germes telluriques exigeant en ce facteur de croissance,

(*) Séance dua 17 avril 1970,

(1) R. Bronpeau, Comptes rendus, 266, Série T, 1968, p. 2017.
(2) R. BLoNDEAU, Ana. Inst. Pasteur, Lille, 20, 1969, p. 255,

(3 R. Bronpsau, Bull. Soc. Bot. Nord Fr,, 21, 1968, p. 99.

(" J. E. Forp, Brit. J. Nutr., 7, 1933, p. 299,

(&) T. Kato et S. Suwmizu, J. Vitaminol. Jap., 9, 1963, p. 32,

{6) H. N, Cong et R, VALENCIA, Bull. Soc. Chim. Biol, Fr., 46, 1964, p. 751.
() W. H. C. Suaw et C. J. BesseL, The Analyst, 85, 1960, p. 389.
(8) H. R. SrecGs, Methods biochem. Anal. USA, 14, 1966, p. 53,
(9) 3. S.Bunt et A, D. Rovira, J. Soif Se., 6, 1955, p. 119,

(19 A. G. LocHreap ¢t IF. E. Cuasg, Soil. Sc., 55, 1943, p. 185,

(Laboratoive de Cryptoganie, Faculté des Scicnces,
B. P. n® 36, 59-Lille, Nord.)

16. — Imp. JOUVE, 12, ruc de Tournon, Paris (69
Tmprimé en France
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Les résultats des analyses que nous venons de présenter nous amenent

donc & nous poser une question : la vitamine B'LZ’ synthétisée par la micro~

flere rhizosphérigque peut-elle jouer un rdle, soit dans la croissance des plan-
tes, soit dans la multiplication des germes telluriques particuliers. Etant
donné l'importance que pourrait jouer ce facteur de creissance, sur le plan
biochimique, dans le métabolisme des tissus végétaux qui, en principe, sont
incapables de le synthétiser, nous avons voulu approfondir cet aspect du pro-

bleme en recherchant si cette B12 était bien emmagasinée dans les tissus vé-

gétaux,

Avant d'aborder cette étude, des travaux effectués par PFAU et Coll,

(1962) avaient démontré que la B radioactive marquée au cobalt 60 pou-

12
vait 8tre absorbée par les racines des végétaux et &tre transportée jusqu'aux

feuilles, Le but de leurs recherches était cependant différent du notre, et ies
plantes se développaient en conditions non stériles, Nous avons donc perscn-
nellement essayé de mettre en évidence, avec des plantules de Colza, l'absory
tion de B par le systeme radiculaire, en y ajoutant, si possible, des dennée;

12
quantitatives,

Cette expérience a été menée en utilisant la vitamine By, radiocactive
marquée au 58Cobalt (C,E.A.), conditionnée en ampoules lyophilisées et pré-
sentant une activité spécifique de 1p Ci/;lg de Byp. Les caltures de Colza ont
été effectuées, soit dans des tubes simples contenant du sable de Fontaine-
bleau comme substrat de germination, soit dans des tubes comuportant des er~
graines en imilieu hydroponique, Pour chaque

expérience, on utilise 30 tubes simples ensemencés stérilement 3 raison de

gots internes pour supporter les g

25 graines par tube, ou 75 tubes en culture hydroponique, contenant 10 graines
1 8

par tube. Suivant le cas, l'incorporation de la By, se fait soit apres 3 jours de
germination, c'est a dire lorsque les plantules comportent une partie aérienne
suffisamment développée pour qu'il n'y ait aucun contact avec la Bj, radioac-
tive incorporée dans le milieu de culture, soit apres 10 jours de germination,
Dans chaque cas, on laisse crofire les plantules en préscnce de By pendant
10 jours avant de procéder a la récolte des parties fol‘laires TDour les cultures
sur sable, on incorpore 1l ml d'une solution contenant 0,05 pg de B, par tube
(environ 0, 05 ng Ci), et pour les cultures hyd;oponlquc. 1 ml d'une solution
contenant 0, 02 pg (environ 0,02 pg Ci). Aivnsi, quelque soit e type de culture,

chaque plantule dispose en quelque sorte de 0,002 ug de .812,

La récolte de la partie foliaire des plantules s'effectue avec précaution
de facon 2 éviter leur contarnination avec la Bjp du milieu de culture, Elles
sont pescées, lavées a l'eau distillée puis luoyee a laide d'un "Ultra Turrax"
et l'extraction de la vitamine se poursuit pav 2 autoclavages successifs (0, 5atm
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pendant 15 mn), Apres chacun d'eux, l'extrait est filtré et les filtrats obtenus
sont rassemblés, délipidés, congelés, puis filtrés & nouveau et concentrés
de fagon & &tre incorporés dans le scintillateur de KENNEDY. La mesure de
la radioactivité se fait 3 l'aide d'un compteur a scintillation de type INTER -
TECHNIQUE (ABAC SI. 40). Les résultats, rassemblés dans le tableau sui-
vant, sont exprimés en mpug de By, 58Co présent dans les extraits, La con-
version de la radioactivité des tissus en mpug de vitamine B,, a été effectude
par comparaison & un échantillon radioactif conservé pendant la m&me durée
et corrigé en fonction des conditions de scintillation,

[ge,

53

, ) Période d'incorporation de la B, .7 C
Type de culture Mode de calcul 3 - 15 jours 10 - 20 j5urs
sur sable { - pour 100 p].é.n‘tules‘ \ 0,498 0,760

- pour 1 g(poids frais) 0,128 0,154

en milieu - pour 100 plantules 1,150 3, 361

liquide, jL - pour 1 g(poids frais) 0,183 0,375

TABLEAU 1.

Incorporation de vitamine B, 58¢o par des plantules de Colza
cultivées sur sable ou en milieu hydroponique,
(Les résultats sont exprimés en mpg de By, 58Co présente dans les tissus).

De ces résultats, il ressort les conclusions suivantes :

a - La vitamine By, présente dans le substrat de germination des plan-
tules est bien absorbde par leur systéme radiculaire, ILies concentrations trou.
vées dans les tissus sont faibles, mais d'autres expériences que nous avons
effectuées par la suite confirment la reproductibilité des résultats,

b - Quand les plantules sont plus dgées, l'incorporation de vitamine est
plus importante, suirtout en milieu hydroponique.

¢ - L'incorporation est auegsi plus €levée dans le cas des cultures se dé
veloppant sur milieu liquide que sur sable. En considérant les teneurs vitamin
ques ramenées par g. de poids frais, cette différence est cependant moins neft

Si la vitamine By, peut &tre absorbée par le systeme radiculaire des
plantes, nous devrions ainsi en trouver dans les tissus des végétaux cultivés
dans des conditions non stériles puisque les microflores rhizosphériques en

synthétisent,

B - LA TENEUR EN VITAMINE BIZ DES VEGETAUX SUPERIEURS,

Le résultat de ces analyses a été publié (Comptes Rendus 1971, 272).
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BIOLOGIE VEGETALE. — La vitamine B,, des végétaux supérieurs. Note (¥)
de M. Reland Blondeau, présentée par M. Roger Heimn.

Par dosage microbiologique avec Qcliromonas malhariensis, on peut mettre en évidence la pré-
sence de cyanocobalamine dans les tissus végétaux sains. Lorigine et le role de cette vitamine sont
discutés.

Lorsque des plantules de colza sont cultivées sous certaines conditions, en
présence d’une microflore d’origine tellurique (%), le substrat de culture s’enrichit en
vitamine B,. Nous avons prouvé d’ailleurs (*) que cette cyanocobalamine est un
produit de synthése bactérienne, et en particulier de germes du genre Arthrobacier,
fréquents dans la rhizosphere du colza. De plus, en incorporant de la cyanocoba-
lamine radioactive au milieu de culture de germinations, nous savons qu’il est
possible de la détecter dans la partie aérienne des plantules (). Comme il est généra-
lement admis que la cellule végétale est incapable de synthétiser ce facteur de crois-
sance, nous nous sormmes proposés d’en rechercher sa présence dans des tissus ou
organcs provenant de végétaux cultivés dans des conditions non stériles.

MATERIEL. — Les organes végétaux utilisés pour les dosages sont des graines :
colza et pois ; des tiges : orge et pomme de terre ; ou des racines : carotte, Tous sont
prélevés A partir de cultures effectuées en champs. Nous avons aussi eflectué des
extractions & partir des parties aériennes de plantules de colza cultivées en milicu
hydroponique stérile, ou inoculé par un Arthrobacter d’origine rhizosphérique
(souche C,4). Dans les deux cas, la solution nutritive est du Knop dilué au demi,
contenant en plus des traces de CoCl,.

Pour mettre au point nos méthodes de dosages et afin de contrdler leur spéeificité,
deux autres échantillons furent utilisés. Le premier, que neus considérons comme
« témoin positif », devait contenir de la cyanocobalamine : nous avons choisi des
racines de tréfle pourvues de nodosités. Leurs extraits sont en effet relativement riches
en By,, synthétisée par les rhizobium [(*), (°)]. Le second, notre « témoin négatif »,
devait étre totalement déficient en cyanocobalamine : nous avons choisi des cultures
in vitro stériles, d’une souche chlorophyllienne de carotte (*7). Les extractions
& partir de ce tissu ont toujours été cflectuées aprés un minimum de trois repiquages
de la souche sur un milicu nutritif dépourvu de cobalt et solidifié (Bacto-Agar
Purified, Difco).

METHODES. -—— La cyanocobalamine est dosée & partir des extraits végétaux
avec Ochromonas malhamensis ATTC 11532, qui présente une spécificité plus stricte
que Lactobacillus leichmannii [(°), (7), (1)]. L'utilisation de cette souche présente
cependant un inconvénient, car sa croissance est trés rapidement inhibée en présence
des extraits d’origine végétale. Une technique de purification des extraits a dit ainst
étre mise au point.
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Extraction de la vitamnine, — Elle s%efTectus, aprés broyage des tissus a Paide ¢’un «ultra turrax» en
présence d’eau bidistillée contenant 10 my/litre de KCN, par autoclavage a 110 °C pendant 15 mn. Aprés
filtration, la solution obtenue est concentrée si néeessaire, puis conservée au congélateur, Mous avons éliming
toute extraction enzymatique par la papaine ou la takadiasmsc, ce]Ics-c; donnant des « Lancs » beaucoup
trop élevés dans les dosages.

Purification des extraits. -—— Dezux techniques différentes s’effectuant a Pabri de la lamiére ont été mises
au point grice a lutilisation de cyanocobalamine radioactive 53Co (CEA) :

re z‘cc/z,'/zl','uz T on dépose Péchaatillon sur vne résine « Dowex 30 W X 2 » (Fluka) teaitée suiva t une
méthode ddéja déderite (9), ot Squilibrée dans un tampon formiate d'aimmonium 0,01 M 4 pll 3,0. Lélution
de ceite résine par ce méme tampon formiate donne une solution efMuente contenant a cy: no'”mal amine,
Cette selution, aprés concentiation sous vide, est ensuite chromatographide sur CM « Sephadex C 23 »,
¢lué par un tampon phosphate M/45 & pH 6,25, contenant des traces de KCN.

La fgure montre que cetfe méthode permet ta séparation de la cyanocobalamine 58Co incorporée 2
Pextrait végétal avant chromatographie, des substances inhibant la ceoissance 4’0, malhamensis, La courbe
d’inbiibition seinble d'ailleurs correspondre & la tencur en sucres des fractions collactées, révélables par
Panthrone.

Les fractions contenant Ia B, sont véeupérées, concentrées & un volume tel que 1T ml corresponde a1 g
d’extrait végélal frais, stérilizées par filtration (Millipore 0,45 w), ct conservées & Pobscurité, au congé-
lateur.

2¢8 technique : clle comporte uniquement atilisation d’une résine Amberlite IRC-50 (Prolabo), employée
sous forme HY* (obtenue avec HCL 2 N suivt d'un lavage a Peau bidistillée). Aprés p s, la
cyanccobalamine, retenuc sur Ia résine, est éluée avee une solution N de NHsOH. Lé¢luat, concentré & sec,
est repris par un volume d'eau bidistillés - KCN tel que 1 ml corresponde & 1 g d’extrait, puls stérilice sur
filtre, et conservé comme précédemment.,
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Chromatographie sur CM « Scphadex C 25 » d'un exirait végltal préalablement traité sur « Dowex
50 W X 2» (15 g de carottes) et d'une solution de cyanocobalamine 33Co.

Colonne : 2,5 X 40 cm ; éluant : tampon phosphate M/43 pH 6,25 4 KCN ; fractions ; § ml ; rythme d’élu-
tion : 55 mi/h,

Truait plein : Cyanocobalaming ; radinactivité déterminde en scintillation & partir de 1 ml de chaque fraction
avee le scintilfatcur de Kennedy (11, '

Trait discontinn : Extrait vigétal 1 D. O, obtenue & 620 my aprés réaction de 1 ml de chaque fracticn avec
Panthrone.

Barres verticales © Extrait végdtal ¢ inhibition d'Ochromonas provoguée par chaque fraction (4 mb). Les
résultats sont exprimés par la différence entre la croissance du témoin sans ¢luat (= 109) ¢t Ia croissance
obtenue en présence des éluats collectés, La lecture se fait en néphéloméiric ; le milieu de culiure
(Bacto B2 Ochromenas medium Difeo) contient 0,1 rapg de vitamine Bia/ml,

et
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Enfin, lincorporation de quantités connues de cyanocobalamine 33Co ou de vitamine By, cristallisée,
a des extraits végétaux pumxcs suivant 1a 17 méthode nous a donné un rendement de Pordre de 704 75 94,
alors qu'il est de 95 4 100 94 en cmployant 1a seconde méthode,

Dosage proprement dit, — 11 est effectud suivant la méthode de Ford (19), La gamme étalon du dosage
est préparée avec de la cyanocobalamine pure (INBC). La gamme expérimentale comporte des volumes
compris entre 0,25 et 2 mil des extraits 3 doser. La lecture des résultats se fait par néphélométrie.

RESULTATS. -—— Les tencurs en vitamine B, des différents extraits analysés
sont rassemblées dans le tableau. En vtilisant 1a technigue de purification mpliquant
un passage des solutions sur CM « Sephadex », les concentrations finalement obte-
nues sont plus faibles, mais ces résultats ne sout que relatifs puisqu’il faut les corriger
en fonction du rendement relativerment peu élevé caractérisant cette méthode.
D’autre part, la Dowex utilisée retenant certaines cobalamines (%), cette méthode
de purification cst plus spécifique vis-a-vis de la cyanocobalamine que la seconde,
ce qui peut aussi expliquer ces différences. Par contre, nous constatons que les plantes
provenant de cultures non stériles couvtiennent toujours plus de vitamine By, que
celles qui ont ¢été cultivées stérilement. Ainsi, la tige feuillée de colza denne une
concentration 4 a 5 fois plus élevée lorsque la germination a licu en présence d’une
bactérie.

TABLEAU

Répartition de la vitamine By, dans quelques organes végétaux provenant de cultures stériles ou non stériles
(en imuglg de poids frais), selon deux techniques de purification

172 technique 2¢ technique

Rocinesdetréfle ... oot 5,100 6,300
Souche chlorophyllienne de carotte. .. .. < 0,020 < 0,020
Grainesde pois ... .ovvo i, 0,030 0,046
Grainesdecolza.ooovv i oo, (] o

Plantules stérilesde colza ............ 0,022 0,035
Plantules decolza - Cag v ov v nn. 0,110 Q0,128
Tiges fenillées dorge ... ..ol 0,076 10,091
Tiges feuillées de pommes de terre .. .. 0,114 0,138
Racines de carottes......oovviinennns 0,065 0,080

(1) Le dosage n’est pas possible car un inhibiteur persiste aprés purification.

Discussion. -— Ces teneurs en Bz des tissus sains provenant de cultures non stériles, mu? QOX}’t“(_i)
Pordre de 0,1 mpg/g de poids frais, sont relativement faibles par rapport aux ésultats déja signalés# Nous
pensons que souvent cette différence est due au choix de la souche test utilisée pour lc dosage @ avec
L. leichmannii, Ja précision des résultats est en effet assez aléatoive étant donné interférence des désoxyribo-
sides, difficile & éliminer ou & soustraive,

Quant A la présence apparente de cyanocobalamine dans le colza cultivé stérilement, elle ne p*ut Btre
interprétée comme un apport de la graine puisque les graines, méme de légumineuses telles que le pois,
ne contiennent pas de concentrations excessives de By (tableau) et celle-ci, an cours de 1a germination,
ne peut quc se diluer daas les tissus de la plantule. Deux possibilités restent donc & envisager 1 O. mathamensis
‘répond & dautres composés que les cobalamines, ou alors, les végétaux sont capables de synthitiser de trds
faibles quantités de¢ cobalamines, comme le pensent certains chicrcheurs (16), La présence d'un artéfact doit
&tre &imind puisque par chromatographizs de lyophilisats d’extraits purifiés de colza, développées avee le
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systéme butanol sec.feau (2/1 v/v) + KCN et e systéme isopropanol/cau (7/1 v/v) + KCN, sur papier

Whatman no 1 a Pobscurité, on obtient aprés révélation avec O. malhamensis, une tache dont le R; corres-

pond & la cyanocobalamine traitée dans les mémes conditions.

CoNCLUSION. — Nous avons démontré que la vitamine B, ,, synthétisée par la
microflore rhizosphérique des plantes, ou plus généralement par la microfiore tellu-
rique, se retrouve partiellement, dans les tissus végétaux. Cependant, leur teneur
en est relativement faible, ¢t a notre connaissance, aucune expérience ne permet
a cc jour d’affirmer son réle dans le métabolisme normal des plantes. Aussi, nous
pensons que cette cyanocobalamine d’origine bactérienne intervient, soit a D'état
libre, dans le sol, soit dans les tissus des végétaux morts, comme facteur de croissance
nécessaire & la prolifération de germes & pouvoir de synthése faible. La présence
de ces germes est indispensable, en particulier lors de la dégradation de certains
constituants cellulaires.

(*) Séance du 3 mai 1971.

(1) R. Bronpeau, Comptes rendus, 270, Série D, 1970, p. 2040.

(® R. Bronpeau, Aan. Inst. Pasteur, Lille, 21, 1970, p. 295.

(3) A. Prau, G. KaLListrATOS et B, Ossowsky, Afompraxis, 8, 1962, p. 392,

(% J. DupA, Z. PepziwiLK et K. ZOpRrROW, Acta imicrobiol. Polonica, 6, 1957, p. 233,

(5) M. Kuewer et H. J. Evans, Nature, 194, 1962, p. 108.

() W. H. C.Suaw ct C. J. Besstr, The analyst, 85, 1960, p. 389.

(7y Han Nouven Cong et R. VaLexcia, Bull. Soc. Chim. Biol., 46, 1964, p. 751,

(8) H.R.SxeGGs, Methods Biochem. Anal., 14, 1966, p. 53.

(®) R.Scanpurra, G. Barsoxi et V. Poutrt, Acta Vitaminol, et enzymol., 23, 1969, p, 92.

(10) J. E. Foro, Brit. J. Nutr., 7, 1953, p. 299.

(1) 1, ¥, Kenwepy, Experientia, 25, 1969, p. 1120.

(12) E. M. Bickorr, A. L, Livingstox et N, S. SwgLL, Arch. Biochem., 28, 1950, p. 242.

(13) H. T. PeeLer, H, Yacowirz, C. W. Carwuson, R. F. MiLLer, L. C. Norris et G. F, Heuser, Jour.
Nuirition, 43, 1951, p. 49.

(149 K. Rouarcy, M, BANerIEE et S, Baner3eg, J. Nufrition, 56,1953, p. 403.

(15) L. F. Gray et L. D, Danier, J. of Nutrition, 67, 1959, p. 623.

(18) L. Fries, Physiol. Plant., 15, 1962, p. 566.

(17 M. Dubois du Laboratoirs de Physiologie végstale nous a fourni cette souche.

Université des Sciences et Techniques,
Laboratoire de Cryptogamie et Centre de Recherches sur la Cellule,
B. P. n® 36, 59-Villencuve d’Ascq, Nord.

22. — Imp. JOUVE, 12, rue de Tournon, Paris (6%
Imprimé cn France

119



120

C - DISCUSSION SUR ILA PRESENCE DE LA VITAMINE B12 DANS LES
TISSUS VEGETAUX,

Nous venons de démontrer que les tissus végétaux sains contiennent de la
vitamine BlZ' Nous avons interprété ce résultat, mais contrairement & notre
attente, les plantules cultivées stérilement ont permis aussi, quoique tres mo

dérément, la croissance d'O. malhamensis, Nous allons donc reprendre les

données de ce probleme en étudiant successivement le cas des plantes prove-
nant de cultures non stériles, puis le cas des plantes cultivées stérilement

pour lesquelles nous avons effectué des expériences complémentaires,

P

1° Cas des tissus végétaux provenant de cultures non stériles,

Nos résultats concernant la teneur en B12 de ces tissus sont inférieu

a ceux que nous donne la littérature, Nous pensons qu'il est pourtant tres faci-
le d'expliquer ces différences car les travaux relatifs 4 ces recherches n'é-
tant pas tres récents, les auteurs n'ont pas toujours utilisé des méthodes de
dosage suffisamment strictes., D'autre part, ces recherches sont aussi tres

souvent effectuées a partir de légumineuses, et dans ce cas, la B 5 peut pro-

1
venir d'une syntheése propre aux Rhizobium, mé&me lorsque les plantes se dé-

veloppent en absence de ces bactéries car les graines peuvent elles-mé&messto

ker cette vitamine.

Ainsi BICKOFT et coll, (1950) trouvent des concentrations tres &levées

50 a 62 rnp.g/g de poids frais pour la luzerne, avec L, leichmanii, mais signa-

lent déja que 85 % au moins de cette teneur vitaminique est due 3 la présence
de désoxyribosides. ROHATGI et coll. (1955), pour diverses légumineuses, nc

tent 4 & 6 mpg/g, mais utilisent aussi L, leichmanii sans effectuer de correc-

tions, Enfin PORTER (1957), avec O, malhamensis, trouve 2, 3 mpg/g pour

la farine d'arachide, et précise en outre qu'en plus de la cyanocobalamine, les

facteurs A et B sont présents (et détectés avec E, Coli).

Nous pensons donc que nous ne pouvons comparer ces résultats aux
ndtres, étant donné la famille végétale choisie par ces auteurs. De méme ceux

de PEELER et coll, (1951) se rapportant en particulier au blé et & 1l'avoine ne
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sont pas tres significatifs car le dosage est effectué avec L, leichmanii apres

extraction enzymatique a la papalne et a la takadiastase, et nous savons que c
type d'extraction provoque des erreurs dans les dosages. Par contre les ré-
sultats de GRAY et DANIEL (1959) provenant d'analyses effectudes avec O,

malhamensis a partir de feuilles de navet nous intéressent plus particuliere-

ment : ils notent une concentration de 7 m}lg/g de vitamine B ce qui est

12’
donc tres supérieur 3 celle que nous avons obtenu en moyenne 3 partir de notr
matériel, Cependant, ces auteurs utilisent les feuilles de navet car certaines
observations les avaient conduits 3 choisir ce matériel, supposé riche en BIZ'
Il est en effet possible que les feuilles en contiennent plus car si nous repreno:
e . -~ - . 1 -~
nos propres résultats, nous nous rendons compte que le matériel qui s'est ré-
vélé &tre le plus riche est aussi celui qui présentait une surface foliaire bien
développée : la tige feuillée de pomme de terre, Ainsi, une étude de la tencur
en vitamine B, des plantes en fonction de leur différents organes nous donne-

12
rait peut &tre des résultats intéressants.

2° Cas des tissus végétaux provenant de cultures stériles,

Nous avons déja souligné 1'anomalie posée par le résultat obtenu avec
les plantules de Colza (page 118) puisque ces tissus donnent une réponse posi-

tive avec O, malhamensis, Il est peu probable que la substance de croissance

intervenant ait pour origine la graine puisque des extractions effectuées 3 par-
tir de tres jeunes plantules, ou a partir de plantules dgées donnent des concen-
trations voisines (exprimées par g. de poids frais), ce qui ne serait pas le cas
si une substance, présente dans la graine, diffusait dans les tissus au cours

de la germination, A partir de la souche chlorophyllienne de carotte, nous avo

aussi constaté une réponse avec O, malhamensis mais celle-ci restait assez

faible avec les volumes d'extraits utilisés, et ne pouvaht contrdler la propor-
tionalité des résultats, nous n'avons pu leur donner une valeur significative,

Ceux-ci nous semblaient d'ailleurs d'autant plus aberrants que le milieu de cul
ture ne contenait pas de cobalt, (Notons cependant que ce milieu était solidifié

avec de la gélose).
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Etant donné certains résultats positifs, obtenus en particulier par

FRIES (1962) & partir de plantules de pois ou de blé cultivées stérilement et
dont les extraits sont dosés avec E, Coii 113/3;et certaines remarques émi-
ses par VALENCIA (1965) & propos de la présence éventuelle d'analogues de
cobalamines chez les végétaux; nous nous sommes intéressés a ce probleme
posé par la synthese possible de cobalamines par les végétaux. Dans une pre-
miere optique expérimentale, nous avons essayé d'aborder le probleme en
incorporant du cobalt radicactif au milieu de culture de plantules de Colza cul-
tivées stérilement,; dans une seconde, nous avons modifié les conditions de
culture et d'analyse des tissus stériles de carottes vertes afin d'obtenir des

résultats plus significatifs,

a) Expérimentation basée sur 1'utilisation de 58(30(312 :

Le but de ce travail était d'incorporer du cobalt marqué au milieu
de culture de graines de Colza, et d'effectuer apres germination de celles-ci ,
une extraction de vitamine B, suivie d'un comptage en scintillation de la ra-

12
dicactivité, Si les tissus sont capables de synthétiser cette vitamine, on de-

vrait obtenir une radioactivité apres purification sélective des extraits,

Nous avons choisi comme marqueur le cobalt 58 livré par le C.E.A.
sous forme de chlorure en solution dans HC1 (activité spécifique voisine de
2 Ci/mg). Ce radio élément est incorporé A la solution nutritive de KN OP 2
raison de ]/UCi/ml et les graines sont ensemencées en culture hydroponique
dans des tubes & ergots ou dans les erlens a cultures (page 20). Apres 20 jours
les plantules sont broyées et la vitamine Bj, est extraite suivant la technique
précédemment décrite (page 117)., Apres passage sur résine DOWEX 50W x 2,
'extrait est analysé sur colonne de CM Séphadex C 25,et une partie aliquote
de chaque fraction collectée est incorporée au scintillateur de KENNEDY, puis
comptée au compteur a scintillation. Avec cette colonne, nous savons que le
CoCl, est élué dans la fraction 15 (maximum de radioactivité obtenu avec un
échantillon de 58(’)0(312 déposé sur la colonne) ; la vitamine B12 dans la frac-
tion 20,

Le graphique I donne le résultat relatif & cette analyse. Nous cons-
tat-ons la présence d'une radioactivité importante dans les fractions 14, 15 et

16, correspondant au CoCl puis une radioactivité décroissante, mais encore

2’
assez élevée, jusqu'a la fraction 21, et de plus en plus faible jusqu'a la frac-

tion 28, Ces résultats sont difficilement exploitables étant donné l'absence d'un

pic de radioactivité correspondant 3 la B ,» nettement séparé du premier,

1
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GRAPHIQUE I

CHROMATOGRAPHIE SUR CM SEPHADEX C 25,

en haut : 3 partir des références : 5SCOC12 ou 8Co By, mélangées 3 un
extrait végétal traité sur Dowex 50 W x 2 et chromatographiées,

en bas : a partir d'un extrait de plantules de Colza ayant germées stérile-
ment en présence de 58CoCl,, Cet extrait a aussi été préalablement traité
sur Dowex 50 W x 2,

Colonne : 2,5 x 40 cm ; éluant : tampon phosphate M/45 pH 6, 25,
fractions : 5 ml, ; rythme d'élution : 55 ml/h,

Nous ‘pensons que cette radioactivité dans les fractions postérieures 3 la frac--
tion 17 est due a l'incorporation du 58Co dans des molécules n'ayant peut &tre
aucune similitude avec les cobalamines, qui interférent dans notre fractionne-
ment en donnant des résulta{;s illisibles. Ces composés incorporant le cobalt
sont peut &tre des enzymes telles que la malate dé. hydrogénase, la pyruvate
décarboxylase, l'oxaloacétate décarboxylase, ou des peptidases {carboxypep-
tidases et glycylglycine dipeptidase) intervenant dans le métabolisme des tis-
sus végétaux. HOFNER (1969) signale aussi que le cobalt peut former des com-

plexes avec des substances positives a la ninhydrine ou avec des sucres.
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Nous avons expérimenté d'autres types de purification telle que 1'u-
tilisation de I'Amberlite IRC 50 pour essayer d'éliminer la totalité du 58C0C12
avant passage sur CM Séphadex. Nous n'avons cependant jamais pu obtenir une
absence totale de radioactivité dans 1'éluat ammoniacal de cette résine sur la-
quelle avait été initialement passé un mélange composé d'un extrait végétal ad-
ditionné d'une solution de 58Co CIZ. De méme 1'utilisation en ultrafiltration de:
membranes filtrantes de type Pellicon PSAC ( Millipore) n'a donné aucun ré-
sultat intéressant. Enfin, les séparations chromatographiques ou électropho-
rétiques sur papier ont toujours été masquées par la présence de ce CoClZ. Il
semble d'ailleurs que BABOTH (1965) ait eu les mémes ennuis, en particulier

pour des séparations chromatographiques d'extraits de plantules de pois api"es

incorporation de 60Co Clz .

Cette difficulté technique nous a fait provisoirement abandonner cet
objectif de recherche et nous avons alors essayé d'aborder le probleme d'une
facon différente, sans effectuer de marquage, en utilisant un matériel se pre-
tant facilement 3 une expérimentation précise : une culture tissulaire de carot-

te verte.

b) Expérimentation basée sur 1l'utilisation d'une culture tissulaire :

- m il e e e e e o e e e me M e e S T e e e v e e hm em e e om me e e tm e e e e R e mm e e e e Me e e e

La souche de carotte verte utilisée provient du Laboratoire de Phy-
siologie végétale ou elle était cultivée "in vitro'' sur milieu de Heller complet
additionné de glucose A raison de 30 g/1, d'acide f§ indolyl acétique & raison de
0,1 mg/1, et solidifié avec de l'agar agar. Afin d'éliminer la présence exogene
éventuelle de vitamine B12 dans ce tissu ( celle-ci pouvant provenir des pro-
duits utilisés pour la préparation du milieu ou de la gélose ), nous avons mis
au point une technique trés simple permettant la culture de cette souche sur
milieu liquide, dont la composition peut &tre ainsi parfaitement connue,

Cette technique consiste 3 utiliser les tubes de culture a ergots pré-
cédemment décrits (page 20), en placant sur les ergots une rondelle de papier
Whatman n° 3 munie d'une languette pouvant plonger dans le liquide nutritif,

Ces tubes, parfaitement propres, contiennent environ 20 ml du milieu de cul-
ture précédent, mais préparé avec de l'eau bidistillée, des sels tres purs et
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du glucose NBC. Ils sont munis de bouchons en coton hydrophile et apres in-
corporation des cultures, recouverts de papier d'étain et incubés a 18°C avec
12 heures de lumiere par jour.

Nous avons ainsi procédé & deux repiquages successifs a partir de L
souche origine cultivée sur milieu gélosé, avec une période de 4 a 5 semaines
séparant chaque repiquage, et en ensemencant toujours des fragments peu vo-
lumineux, Le 3eéme repiquage était destiné 3 donner les tissus a partir desque!
les extractions de By, étaient prévues. Il a été effectué dans 2 séries de tubes
préparés a partir du mé&me milieu, mais dont l'une contenait en plus du cobalt
(0,1 mg/1 sous forme de CoClz 6HZO).

Apres 40 jours d'incubation, les cultures tissulaires provenant de
chacune de ces séries sont prélevées, pesées, et l'extraction s'opere suivant
les modalités opératoires précédemment décrites, Les extraits obtenus sont
ensuite passés sur résine Amberlite IRC 50 utilisée sous forme H (obtenu par
passage d'HC1 2N suivi d'un lavage & l'eau bidistillée frafche) et éluée par une
solution N, d'ammoniaque (NH4 OH '"Suprapur'' Merck dans eau bidistillée).
Apres concentration 2 un volume tel que 1 ml d'extrait corresponde 2 1 g, de
tissu frais et stérilisation sur {iltre Millipore, un dosage est effectué avec O,
malhamensis,

Par rapport & la courbe d'étalonnage obtenue avec une solution éta-
lon de vitamine B12 NBC, les cultures tissulaires de carottes issues des tubes
dépourvus de cobalt donnent une réponse équivalente a 0,015 mpg de Blz/g.
de tissu, et les cultures provenant des tubes contenant du cobalt donnent, dans
les mé&mes conditions 0,014 mpg/g de tissu, (Précisons que le CoCl,, utilisé

3 la concentration de 0,1 mg/l de milieu de culture, n'a provoqué aucune va-

riation du poids frais des cultures de carottes par rapport au milieu normal),

Ces résultats sont assez surprenantscar si les tissus de carottes
vertes sont capables de synthétiser la cyanocobalamine, leur teneur devrait
étre fonction, dans certaines limites, de la présence de cobalt dans le milieu
ambiant, Pourtant, ces résultats sont parfaitement significatifs car nous avons
pu vérifier rigoureusement la proportionnalité des concentrations vitarniniques
trouvées en fonction des volumes d'extraits employés (qui s'échelonnent entre

0,1 ml et 4 ml, chaque essai étant effectué en double exemplaire).

Afin de préciser la nature du facteur vitaminique présent dans les
tissus de carottes dépourvus de cobalt, et qui permet la croissance d'O, ra-
lhamensis, nous avons essayé d'en étudier son comportement chromatographi-

-

que sur colonne de SP Séphadex et sur papier.
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Le choix du SP Séphadex C 25 (Na+) dont la technique d'utilisation
pour l'étude des cobalamines a été récemment décrite par TORTOLANI et
coll. (1970), nous a semblé convenir le mieux au prbbléme posé par la na-
ture et 1l'origine de ce facteur de croissance : Ce Séphadex permet facilement
de séparer la cyanocobalamine de ses coenzymes (dans la molécule desquels
un groupement adénine est relié a 1'atome de cobalt, & la plaﬁe de l'ion CN7),

et d'autres cobalamines telles que la méthyl et 1'hydroxycobalamine,

Hz0 (40ml)  CH3COONa-CH3COOH (70ml)

~
> >

Ochromonas B
CNB CH.B DBCC OHB 12
%neph_ llz l3 12 l/ l 12 c.p.m.
. 4 500
75
1 400
50 } 4 300
4 200
25 L
4 100
O /’.‘—-o-—-d
0 5 10 15 20 fractions

GRAPHIQUE II

Chromatographie sur SP Séphadex C 25 du facteur vitaminique présent
dans les cultures stériles de carottes et permettant la croissance d'Q, ma-

lhamensis ATCC 11, 532.

- Colonne : 0,9 x 20 cm - volume des fractions : 5 ml ~ €luant : eau bi-
distillée (40 ml) puis tampon acétate de sodium 0,05 M pH 5,0 (70 ml) -
rythme d'élution : 20 ml/h.

- en haut du graphique : ordre d'élution obtenu par TORTOLANI et coll,
(1970) & partir des produits de référence suivant : cyanocobalamine (CNB. ),
hydroxycobalamine (OHBIZ)’ méthyl cobalamine (CHgy BIZ) et diméthylbenzi-
midazolyl cobamide coenzyme(DB CC),

- en trait plein : croissance d'Q, malhamensis exprimée en % néphélo-

métrique apres chromatographie de l'extrait végétal,

- en trait discontinu : radioactivité obtenue dans chaque fraction apres
dépdt d'un échantillon de cyanocobalamine 58Co sur la colonne.
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Le résultat de cette analyse est représenté sur le gfaphique 2,
Apres récupération des 22 fractions provenant de 1'élution de l'extrait végétal
initialement traité par l'Amberlite IRC 50, par 40 ml d'eau bidistillée et 70 m
d'un tampon acétate ; celles-ci regoivent le milieu de culture nécessaire au
développement d'Q, malhamensis, mais déficient en B12 ( Bacto B_ _ Ochromc

12
nas medium Difco), et apres inoculation de la souche et incubation, la crois-

sance de l'algue dans chacune des fractions est mesurée par néphélométrie,
On constate alors que le facteur vitaminique présent dans 1'extrait végétal cor
respond exactement 3 l'ordre d'élution de la cyanocobalamine, confirmé par

le passage sur la colonne, d'une solution de vitamine B, _ radioactive,

12

De méme, la chromatographie sur papier Whatman n° 1, effectuée 2
partir de l'extrait de carottes en employant 2 systemes solvants : Isopropanol,
eau (7/1 v/v) et Butanol sec./eau (2/1 v/v) donne, pour le facteur présent dan
les carottes vertes, le m&me Rf. que la cyanocobalamine 58(30 chromatogra-
phiée dans les mé&mes conditions en présence d'extrait végétal (Rf, 0,21 pour

le ler systeéme solvant,et 0, 30 pour le second).

¢) Conclusion :

Les tissus végétaux cultivés stérilement synthétiseraient donc un fa

teur de croissance favorisant le développement d'Q, malhamensis, Ce facteur

présente des caractéristiques chromatographiques identiques a celles de la
cyanocobalamine mais nous n'avons pu, par incofporation de cobalt radioactif
au milieu de culture de plantules cultivées stérilement, ou par élimination de
tout apport de sels de cobalt au milieu de culture de tissus de carottes, mettre
en évidence la synthese de cobalamines par les tissus végétaux, Pour cette de:
niere expérience, nous pouvons d'ailleurs émettre 2 hypotheses en fonction de:
résultats obtenus : soit que les sels employés pour la fabrication des milieux
(la plupart de la série RP de Prolabo) contiennent suffisamment de cobalt &
1'état de traces pour permettre aux tissus de synthétiser des cobalamines ;

soit que la souche test employée : O, malhamensis, peut répondre a d'autres
q P P p

facteurs que les cobalamines dont les caractéristiques chromatographiques
seraient tres proches. Cette réponse pourrait d'ailleurs &tre tres inférieure

proportionnellement a celle qui est obtenue avec la cyanocobalamine, ce qui ex
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pliquerait la trés faible concentration trouvée (de 1'ordre de 0,01 & 0,02 mpg),

Cependant, si les tissus végétaux sont capables de synthétiser la

vitamine Bl celle-ci n'aurait aucune activité métabolique puisque nous n'a-

2’
vons jamais trouvé de méthyl cobalamine ni de forme coenzymatique de vita-

mine Bl 3 partir des extraits de carottes (chromatographie sur SP Sephadex)

2
Par contre, la synthese éventuelle de cobamide par les végétaux
constitue un probleme tres intéressant dans le cadre de 1'évolution, En effet,
nous savons depuis longtemps que les bactéries et les algues peuvent synthé-
tiser la vitamine B12° Il en serait de méme chez les champignons (VALENCIA
1965 par exemple) mais pour les végétaux supérieurs on a jamais pu démontre
cette potentialité, et leur croissance n'exige jamais sa présence. Chez les a-
nimaux, les tissus ne peuvent la synthétiser, mais celle-ci est cependant né-

cessaire pour un développement normal de l'organisme. Les végétaux, dans
cette échelle, se situent donc & une charnidre. On pourrait ainsi concevoir qu
le géndme de la cellule végétalene contienne pas les potentialités permettant

la synthese des cobalamines, mais peut &étre une partie seulement de ces po-

tentialités, permettant la synthese de cobamides ou de substances proches,

Signalons d'ailleurs un cas particulier dans le regne végétal ui
p S 2

met en évidence une exigence vis a vis de la vitamine B12 : c'est le cas de tis.

sus tumoraux de Picea glauca qui, d'apreés REINERT et WHITE (1956) ne se

développent "in vitro' que si le milieu de culture-contient 1,5 pg/l de cyano-
cobalamine, Ce phénomene, d'apreés nous, peut &tre interprété de diverses
fagons : si on admet que dans la cellule non tumorale, un géne est responsable
de la synthese de substances proches des cobalamines intervenant dans un mé.
tabolisme encore inconnu, on peut alers expliquer l'exigence présente par une
altération de ce gene. Mais on peut aussi admettre que dans ce tissu tumoral

une altération du gendme a provoqué l'absence d'un processus biochimique par

ticulier, par exemple la synthtse d'un acide aminé, et que la B compense
p q

12
cette déficience en rétablissant la voie métabolique normale. Dans ce cas, la

vitamine jouerait le mé&me rdle que dans les tissus d'origine animale,
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CONCLUSION GENERALE,

Dans les conditions naturelles, nous pensons que la vitamine B12 syn-
thétisée par la microflore rhizosphérique peut jouer un réle 2 deux niveaux dif
férents, 1'un se situant 3 l'extérieur de la plante, dans le sol, l'autre dans les

tissus de la plante, au moins au moment de leur décomposition,

Dans le sol, il est évident que les nombreux germes exigeant cette
vitamine pour leur croissance, pourront bénéficier de l'apport d@ a la présenc
de la microflore rhizosphérique. Ainsi, au cours de 1'année, il existe probabl
ment un cycle pour ces germes exigeants, leur densité maximum se situant a-
pres développement de la végétation (automne-hiver), leur densité minimum a
moment de la germination et de la croissance active des plantules (printemps).
Leur rdle est parfois connu : ils interviennent par exemple a certaines étapes
de la dégradation des molécules complexes se trouvant dans le sol,ou dans 1'ht

mification, Dans le métabolisme de ces germes, la B _ n'intervient générale-

12
ment pas a 1'état libre, mais sous une forme coenzymatique synthétisée par ur
B12 coenzyme synthétase, capable de catalyser 4 types de réactions chimiques
(STADTMAN 1971) : dans le clivage d'une liaison C - C suivi d'un réarangeme:
du squelette carboné (ex : éthanolamine mutase) ; dans 1'élimination de HZO ou

NH3 d'une molécule (ex : éthanolamine déaminase) ; dans la migration d'un
groupe aminé (ex : ornithine mutase) ; dans la réduction d'une molécule (ex :

réduction du ribonucléotide en désoxyribonucléotide),

Dans le métabolisme de la plante elle-mé&me, sila vitamine B12 d'ori-~
gine exogene peut intervenir, elle agira probablement suivant le mé&me mode
d'action que chez les animaux, dans les tissus desquels on a pu récemment
mettre en évidence son rdle dans la synthese du SN - méthyl - tétrahydrofolate
qui permet le transfert d'un groupement méthyl3 1'homocystéine pour former
la méthionine (MANGUM et coll, 1969, KERWAR et coll, 1971) et dans 1'iso-
mérisation du méthyl malonyl CoA en succinyl CoA (MUDD et coll. 1969,

ROSENBERG et coll, 1969). Mais cette B, _ exogtne peut avoir un autre rdle

i2
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tres vraisemblable dans les tissus végétaux, au moment de leur décomposi-
tion : en effet, l'attaque des macromolécules constituant en particulier le
squelette des cellules telles que les pectocelluloses ou les substances de ré-
serves cellulaires n'est souvent possible que grace a l'intervention de gerines
telluriques particuliers, tres exigeants en vitamines en général, en B12 plus
particulierement, Ainsi, grice 2 la présence de cette vitamine dans les tissus
la multiplication de ces germes et leur dissémination est probablement accé-
lérée, et la décomposition des tissus végétatix plus rapide. Notons d'ailleurs
que des résultats obtenus par ROUATT et LOCHHEAD (1955) viennent & 1'appui
de cette hypothese puisqu'ils démontrent que lorsque les plantes se décompo-
sent dans le sol, on peut mettre en évidence une densité beaucoup plus élevée

de bactéries exigeantes en BIZ'
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Dans la lere partie de ce mémoire, lors de 1'étude de 1'évolution des vi-
tamines hydrosolubles présentes dans le substrat de gerrnination des plantules

de Colza, nous avons noté, comme pour la vitamine B une augmentation ap-

12’
parente de la quantité d'acide folique dans la rhizospheére, par rapport aux se-
mis stériles, Cependant, ainsi que nous l'avons précisé dans la publication re-
lative & la spécificité de la biosynthese des facteurs vitaminiques dans la rhi-

zosphere (Ann, Inst, Pasteur, page 49), les résultats obtenus ne nous pevmet-
tent pas d'affirmer qu'il v a effectivement synthese d'acide folique ou de ses dé
rivés par les bactéries rhizosphériques. Nous coastatons simplement dans les
semis une augmentation de la concentration d'un composé folique permettant la

croissance de Streptococcus faecalis ATTC 8,043, souche test employée pour

les dosages. Ne connaissant pas la nature du ou des composés foliques excré-
tés par le Colza, il nous a semblé utile de reprendre ce probleme et dien ap-

profondir son étude,

En recherchant paralltlement les pOt(,IltlulltF‘b de synthese de composés
foliques par des souches bactériennes isolées de la rhizosphere du Colza, ou
par des souches isolées a partir de la microflore tellurique de départ, nous
n'avons pas constaté de différences tres significatives, Ce résultat nous incite
denc 4 penser qu'il n'y a pas effectivement synthese de folates d'origine bac-

térien dans la rhizoasphere du Colza, 11 semblerait plutdt que dans nos dosages,

Str, faecalis ne soit pas stirnu.lé par la méme forme vitaminigque suivant que

ceux-ci sont réalisés a partir des éluats de cultures stériles de Colza, ou a

partir des éluats de cultures effectuées en présence d'une microflore

Comme la sensibilité de la réponse de Str. faecalis vis a vis des formmes

conjugudes de l'acide folique, et plus particulidrement des formes polygluta-
miques, est tres faible, il est possible de supposer que le, ou les composés
foliques éliminés par le systeme radiculaire du Colza le soient sous forme
conjuguée et que, par l'intermédiaire des bactéries rhizosphériques, on ait

ine dégradation de cette molécule avec libération de la forme libre permettant

la croissance optimum de Str, faecalis,
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Afin de contrdler cette hypothese, nous avons repris nos expériences en
comparant, par rapport aux dosages effectués précédemment, les résultats
obtenus apres incorporation, dans les €luats de cultures stériles, d'une pré-
paration enzymatique riche en § glutamyl carboxy peptidase, destinée & hydrol
scr les conjugués de l'acide folique (acide ptéroyl glutamique) éventuellement
présents dans ces éluats,

Plusieurs préparations enzymatiques peuvent &tre employées : les extraits
provenant de pancréas de poulet, de reins de porc, ou des 'glandes a gaz'' de

Physalia physalis, On a démontré que la ¥ glutamyl carboxypeptidase présente
dans ces extraits peut hydrolyser les substrats contenant des résidus polyglu-

tarniques, en libérant l'acide glutamique, mais uniquement lorsque les groupe-
ments carboxyliques de celui-ci sont, pour le premier, libre,et pour le second
1ié au groupement aminé du ¥ carboxyl de 1'acide glutamique suivant, sclon
KASENKO et LASKOWSK] (1948). Cette hydrolyse peut 8tre représentée sulvant
la formule :

ac. pteroyl glutamyl - (§ - glutamyl) - glutamique ~—— =
ac. pteroyl glutamyl - (& - glutam‘ff{l)‘{ ;T glutamique + acide glutamique,

Avec les préparations enzymatiques de pancréas de poulet, le produit final
de I'hydrolyse est un dérivé diglutamyl (KASENKO et LASKOWSKI 1948), alors
que les préparations provenant des glandes de Physalia et du rein de porc con-
duisent 3 un monoglutamate (respectivement : NORONHA et SILVERMAN 1962 ;
BIRD et coll, 1968),

Nous avons utilisé, pour nos essals, une préparation enzymatique obtenue

a partir de pancréas de poulet, Celle-ci est la plus couramment employée, pro.
bablement parce que ces extraits pancréatiques de poulet sont commercialisés
(DIFCO), et que l'activité de 'extrait enzymatique de rein de porc est parfois
affectée par la présence d'inhibiteurs dans les échantillons traités (SCHERTEL
et coll,, 1965), Afin d'éliminer les folates libres présents dans les autolysats
pancréatiques, nous avons adopté la technique de purification de MIMS et LAS- -
KOWSKI, modifiée par BIRD et coll. (1965),

Dans ce chapitre relatif au probleme des composés foliques présents dans
la rhizosphere du Colza, nous étudierons, dans un premier point, la nature des
folates éliminés par les plantules de Colza et leur évolution en présence d'une
microflore ; et dans un second peint, la comparaison entre les folates des ex-~
sudats racinaires du Colza et ceux de la plantule elle-mé&me, afin de préciser
quelques caractéristiques physiologiques et biochimiques propres a ce phénome.
ne,

A _- ETUDE D f; CCMPOCSES FOLIQUES PRESENTS DANS LA RHIZOSPHERE
BT Lt 51’ LVOLUTION,

<

Les résultats de cette étude ont été publiés dans les Comptes-Rendus

(1969, 268).
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MICRORBIOLOGIE DU SOL. — Etude des composés foliques piésents dans la
rhizosphére des plantules de colza (Brassica Napus oleifera). Note (*) de
M. Roland Blondeau, présentée par M. Roger Heim.

Le systéme radiculaire de la plantule de colza élimine une forme conjuguée de acide folique.
Cette molécule, sous 'action des microorganismes de la rhizosphére, se dégrade en libérant Pacide
ptéroyl glutamique.

Dans des Notes précédentes (%), ()], nous avons montré que le milicu de
culture de jeunes vlantules de colza contenant une microflore tellurique, s’enrichit
en certains facteurs vitaminiques, et en particulier en un facteur de croissance
pour Streptococcus faecalis, utilisé couramment pour le dosage microbiologique
de Tacide folique. La réponse donnée par ce microorganisme étant fonction de
{a forme sous laquelle se présente Pacide folique, il nous fallait, avant de conclure,
préciser la nature de cette forme vitaminique dosée, d’autant plus que les excrétats
radiceliaires utilisés ne sont pas traités par voie enzymatique avant le dosage.

TecrNIQUES. — La technique de culture des graines de colza a déja été décrite
en détail (°) 1 la germination est effectuée dans des tubes spéciaux permettant une
¢lution in situ des substances éliminées par le systéme radiculaire des plantules.

Les graines (variété Crésus), aprés stérilisation, sont ensemencées soit dans
des tubes contenant un substrat de culture stérile (lots 8T) soit dans des tubes
contenant une microflore tellurique active (lots MT).

Apres chaque lution, effectuée avec de Peau bidistillée, les éluats sont passés
sur filtres « Millipore » (0,45 ) puis sont concentrés sous vide et lyophilisés.

Les dosages vitaminiques ont ét¢ pratiqués a Patde d’une méthode microbio-
logique suivie d’une lecture néphélométrique.

DOSAGE DES COMPOSES FOLIQUES PRESENTS DANS LES ELUATS. — Afin de sc rendre
compte si la nature des composés foliques présents dans les excrétats obtenus en
conditions stériles et les excrétats résultant d’une activité bactérienne étaient iden-
“tiques, le dosage de P« activité folique » a été simultanément effectué avec 2 souches
tests : Streptococcus faecalis ATCC 8043 ¢t Lactobacillus casei ATCC 7469, en
tenant compte des indications données par Anderson et Corvan (*). L. casei répond
non seulement a la présence de lacide folique libre (acide ptéroyl glutamique)
et & ses dérivés, mais aussi aux formes conjuguées, en particulier aux formes poly-
glutamiques. Str. faccalis par contre présente peu d’affinité vis-a-vis de ces composés,
mais il est stimulé¢ par Pacide ptéroique.

Les résultats, rassemblés dans le tableau I, prouvent que les éluats provenant
de cultures stériles (ST) et non stériles (MT) ne contiennent pas la méme forme
vitaminique.

ACTION DE CONJUGUASES SUR LES EXCRETATS DE CULTURES STERILES. — Les résul-
tats précédents laissant supposcr la présence d’une forme conjuguée dans les ¢luats
de cultures stériles, une série de dosages a été entreprise aprés action d’un extrait
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TaBLEAU 1

Composés foliques présents dans les éluats de cuitures
de plamtules de colza (en my/g de colza ensemencé)

Durée de la germination

Conditions e
Souche test expérimentales 3 jours 6 jours 9 jours 12 jours
Str. faecali { ST 784 154 173,6 182
rJaecatis MT 1344 2632 3136 2744
I casei ST 1904 266 324,8 330,4
- caset MT 1988 2744 336 285,6

enzymatique de pancréas de poulet{DIFCO) riche en glutamyl carboxypeptidases.

La réaction enzymatique est effectuée a 40 °C sous toluéne et a 'obscurité,
a partir d’une solution de conjuguases pancréatiques a 1,2 %, employée a raison
de 1 volume pour 10 volumes d’¢luat,

Apres 0, 5, 10 et 20 h d’incubation, la réaction est stoppée par auteclavage,
et les dérivés foliques sont dosés par Str. faecalis et L. casei. Une expérience témoin
est effectuée parallélement a partic d’une solution enzymatique préalablement
inactivée par autoclavage.

Les résultats (tableau II) montrent la « libération » d’une forme active d’acide-

folique dosable par Str. faecalis.

Tacvieau I

Action de conjuguases sur le composé folique présent
dans les éluats stériles (vésultats exprimés en m y/ml d’éluat)

Temps d’incubation
Conditions e R e

expérimentales  Souche test 0Oh Sh 10h 20 h

Conjuguases
inactivées Str. faecalis 4,834 4,80 4,80 4,80
(témoin)
Conjuguases S Str. faecalis 484 1,71 7,94 8,05
actives [ L. casei 8,82 8,82 8,90 8,94

ETUDE DES COMPOSES FOLIQUES PAR GEL FILTRATION. — Les excrétats de 100 plan-
tules obtenus aprés 4, 7 et 10 jours de germination sont déposés sur des colonnes
de Sephadex G 50 (2,5 x 50 cm) éluées par un tampon phosphate a pH 7. Cin-~
quante-cing fractions de 5 ml sont ainsi recueillies avec un rythme d’élution de
30 ml/h. La présence des composés foliques dans les tubes collectés est ensuite
décelée simultanément par Str. fuecalis et L. casei.

Les résultats, présentés dans le graphique, prouvent que le composé folique
éliminé par les plantules stériles (maximum d’activité dans la fraction 36) est diffé-
rent de celul que 'on retrouve en présence d'une microflore (maximum d’activité
dans la fraction 42) et qui correspond a P'acide ptéroyl glutamique.
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CARACTERISATION DE LA FORME CONJUGUEE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER.
— Les composés foliques présents dans les éluats ST et MT, aprés adsorption
sur charbon Norit et élution par I'alcool ammoniacal suivant une technique utilisée

par Sauberlich (%), sont étudiés par chromatographie ascendante sur papier « What-
man n° 1», a Pobscurité.

3 systémes d’¢lution ont été utilisés :
I. N Butanol/acide acétique/eau 4/1/5 (v/v).

2. K;HPOg a1 9 + 0,2 9 d’acide éthyléne diamine tétraacétique (EDTA).
3. N Butanol/¢thanol/ammoniaque (d = 0,92)/cau 15/50/10/25 (v/v).

CULTURES § TERILES

. 4 jours 7 jours 10jours
activite
folique
enm(‘f
3 3 3r

-
2F 2F 2
1 1 1
] " i . |
30 36 40 . n°des fractions 36 40 30 35 40
CULTURES EN PRESENCE D° UNE MICROFLORE
4 jours 7 jours 10 jours

activité 1
folique ~ M
en|m¥ . -L.
3k 3F 3t
2} 2 2}
| | '_1—17"»—(4 | l‘
30 36 40 n°des fractions 36 30 472 30 20 472

Composés foliques présents dans les éluats ST et MT
apreés passage sur Sephadex G 50 (dosage avec Str. faecalis)

‘Apres migration, les chromatogrammes correspondant d I’élution de chaque
tache sont découpés en bandes de 1 x 4 cm. Celles-ci, éluées dans des tubes conte-
nant de 'eau bidistillé additionnée d’ascorbate de sodium, sont agitées pendant 1 h
a Pobscurité.

Un dosage microbiologique permet ensuite de déceler le dérivé folique dans
ces tubes.

Le tableau Il donne les Rf correspondant au composé folique présent dans
les cultures stériles, et & 'acide ptéroyl glutamique obtenu soit & partir d’une solution
standard, soit a partir d’une culture de plus de 7 jours et non stérile de colza.
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TaBLEAU I

Rf du composé folique présent dans les cultures stériles

Eluants employés

Substances T —— W
chromatographices 1 2 3
BluatST ......ovvvnne.. 0,72 0,82 0,34

Acide ptéroy! glutamique. 0,55 0,40 0,22

ConNCLUSION. — Le systéme radiculaire des plantules de colza élimine un
composé folique qui assure la pleine croissance de L. casei, mais seulement la demi-
croissance environ de Str. faecalis. Ce composé a un poids moléculaire trés supérieur
a celui de l'acide ptéroyl glutamique, et il se transforme en une forme biologiquement
active sous 'action d’un extrait de conjuguases.

Dans la rhizospheére des plantules, cette forme conjuguée se dégrade en donnant
la forme libre de acide folique, sous influence de la flore bactérienne. Cette action
enzymatique, déja détectable aprés 4 jours de germination, cst presque totale aprés
7 jours, dans nos conditions expérimentales.

(*) Séance du 24 mars 1969.

(1) B. B. Anperson et J. D, Cowan, J. Clin. Path., 21, 1968, p. 85.
(2) R. Bronpeau, Comptes rendus, 266, Série D, 1968, p. 2017,

(3) R. BLoNDEAU, Bull. Soc. Bot. Nord Fr., 21, 1968, p. 99.

(%) R. BLoNDeau, Ann. Inst. Pasteur, Lille, 20, 1969 (sous presse).
(®) H. E. SaureruicH, J. Biol. Chem., 195, 1952, p. 337.

(Laboratoire de Cryptogamie, Faculté des Sciences,
B. P. n° 36, 59-Lille, Nord.)

15. — Imp. JOUVE, 12, brue de Tournon, Paris (6°)
Imprimé en France
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B_ - - COMPARAISON DES FOLATES PRESENTS DANS LA PLANTULE DE

COLZA ET DANS SES EXSUDATS,

Dans les tissus des végétaux, on connait surtout les formes libres des fola-
tes qui sont : l'acide folique, l'acide tétrahydrofolique (sa forme active) et les
dérivés formylés et méthylés, Leur rdle coenzymatique est important puisque
ces composés interviennent dans un grand nombre de processus métaboliques
comportant 1'addition de chainons en C1 . .

O3 a l'aide des techniques que nous avons employées, nous venons de cons-
tater qu'il ne semble exister dans les excrétats du Colza, que des formes foli-
ques conjuguées, A priori, nous n'avons aucune raison de penser que le syste-
me radiculaire du Colza n'élimine sélectivement que les folates conjugués, mo-
lécules a poids moléculaire élevé , et non les formes libres, Sinon, il faudrait

alors admettre que ces molécules conjuguées soient activement excrétées, au

sens strict du terme, comme substancesde déchets.

Cette éventualité est difficile & concevoir car pour les bactéries (WRIGHT
1958, RABINOWITZ et HIMES 1960, JONES et coll, 1961), comme pour le tis-
su hépatique (JAENICKE et BRODE 1961), on a pu démontrer que les folates
polyglutamiques étaient aussi actifs, et mé&me parfois plus actifs que les mono-

glutamates, en tant que cofacteur dans les réactions enzymatiques.

On peut aussi concevoir, in vitro, une action enzymatique dans le milieu de
culture des plantules, provoquant, par l'intermédiaire d'une peptide synthétase
elle-méme éliminée par les racines, la formation des molécules conjuguées,
Ce phénomene est pourtant peu probable, et en présence d'une microflore, l'ac

tion bactérienne que nous avons signalée ne serait pas apparue,

Les résultats que nous avons obtenus sont cependant plus facilement inter-
prétables si les plantules de Colza contiennent des teneurs tres élevées de for-
mes conjuguées de l'acide folique ou de ses dérivés, et c'est dans ce but que
nous avons entrepris d'étudier plus en détail, a 1'aide de nouvelles méthodes de
séparation, les composés foliques présents dans les plantules et dans leurs

excrétats,

Pour mener a bien ces analyses, nous avons utilisé une gamme de 3 souches
test pour les dosages, et nous avons fractionné nos extraits sur colonne de

Sephadex ou sur colonne de D, E,A,E, Cellulose,
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1 - TECHNIQUES EMPLOYEES,

1 - Extraction des composés foliques & partir des plantules :

Des le prélevement, les parties aériennes des plantules sont broyées
3 l'aide d'un appareil de type '""Ultra Turrax', dans un tampon phosphate de Na
0,015 M, pH 6,5, contenant 0,5 % d'ascorbate de Na. La présence de cet as-
corbate est indispensable pour éviter 1'oxydation de certains folates, en parfi-
culier le tétrahydrofolate. Ensuite, le broyat est soumis au bain marie 75°C,
pendant 30', a l'abri de la lumiere. Dans ces conditions, on risque peu d'iso-
mérisation du 10N formyl tétrahydrofolate en 5N formyl tétrahydrofolate, phé-
nomene qui se produit 2 une température supérieure, Apres brusque refroidis-
sement 2 la neige carbonique, on centrifuge a 18,000 g. pendant 20', et le sur-
nageant est concentré sous vide jusqu'a un volume tel que 1 ml corresponde a

1 g. de poids frais initial, Enfin, il est éventuellement conservé au congélateur

2 - Dosages microbiologiques et produits de références :

Les souches test utilisées sont : Lactobacillus casei (ATCC 7.469),

Streptococcus faecalis (ATTCC 8.043) et Pediococcus cerevisiae (ATTC 8, 081),

Elles sont repiquées périodiquement sur le ""Bacto-Lactobacilli agar AQACY

(DIFCO), et le '"Bacto-Lactobacilli Broth ACAC'" (DIFCO) est employé pour la
préparafion des inoculum. Les milieux de base utilisés sont : pour L, casei,

le "Bacto-Folic Acid Casei Medium', pour Str, faecalis, le '""Bacto-Folic Acid

AQAC Medium' et pour P, cerevisiae, le CF Assay Medium', Tous ces mi-

lieux proviennent de la firme DIFCO. Remarquons que BERTAUX et coll, (1969)

ont modifié le milieu de base pour Str, faecalis de fagon a augmenter sa sen-

bilité, mais nous n'avons pu adopter leur méthode, la publication étant parue au
moment ol ce travail €tait presque terminé,

Pour 1'établissement des gammes étalons de dosage, nous avons u-
tilisé comme référence, pour ces souches,non plus l'acide folique puisqu'il

n'est pas utilisable pour P, cerevisiae, mais la leucovorine (sel calcique de

l'acide 5N - formyl tétrahydrofolique), et les résultats sont alors exprimés en
équivalents de mpg d'acide 5N - formyl tétrahydrofolique. (Signalons que seule
la forme L est biologiquement active et que les dilutions de cette leucovorine

sont effectuées avec des solutions d'ascorbate de sodium 3 0,5 %, pH 6).
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Dans le tableau I, nous avons rassemblé les résultats relatifs aux
spécificités des souches employées vis & vis des principaux composés foliques
cohnus. Nous avons simplifié 1'écriture en proposant dans ce tableau et dans
le texte ensuite, les abréviations suivantes : Pte glu pour l'acide pteroyl mono

glutamique (acide folique) ; H, Pte glu et H, Pte glu pour les acides tétra et di

4
hydrofolique ; 5 formyl —H4—Pte glu et 10 formyl H4 Pte glu pour les acides 5N

formyl et 10N formyl tétrahydrofolique ; 5 Méthyl -H: -Pte glu pour l'acide 5N

4
méthyl tétrahydrofolique; et Pte (glu our les ptéroyl conjugués,
y que; glu)_ p ptéroyl conjug

L, casei Str, faecalis P, cerevisiae
ac, pterolque - + -
Pte glu + + -
H2 Pte glu + + -
H4 Pte glu + + +
5et 10 formyl H4 Pte glu + + +
5 méthyl H4 Pte glu + - -
Pte (glu)2 + + +
Pte (glu)7 - - -
TABLEAU I,

Activité des analogues de 1'acide folique vis a vis des
souches test utilisées (%)

% d'apres : JUKES et STOKSTAD (1948), FLYNN (1964), WHITE et WOODS
(1965), SCHERTEL et coll. (1965), BIRD et coll. (1968).

Les produits de références utilisés sont les 4 composés foliques
actuellement disponibles sur le marché c'est a dire :
a) l'acide ptéroyl glutamique (acide folique) produit par "N.B.C, " :

HZN‘K\‘ N ‘ C 0,0H
N y CHZ—NHO—C O—NH~CH~CH,~CH,—COOH
N PN
OH
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b) l'acide 5, 6, 7, 8 tétra hydro pteroyl glutamique, produit par

"Sigma'',
HzN—(N

OH H

..CHZ_NH‘Q_CO_GM

c) l'acide 5N-formyl tétra hydro pteroyl glutamique (leucovorine),
produit par "Lederle" sous forme de sel calcique.

d) l'acide 5N—méthyl tétra hydro pteroyl glutamique, produit par
"Sigma' sous forme de sel de baryum,

HZN—K\Y

OH H—C—H

I.e tableau II qui suit donne la sensibilité des socuches pour ces compo-
sés foliques. Les résultats sont exprimés en % néphélométrique par rapport

au 5 formyl H, Pte glu, prit arbitrairement comme référence. Les doses de

4
produits incorporés dans les tubes sont : 0,5 mpg pour le dosage avec L, case!

5 mpg pour Str. faecalis et 2,5 mpg pour Pediococcus. (Ces concentrations

sont calculées en considérant les formes acides des folates et non pas les selg

et uniquement leur forme L,),
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L., casei S, faecalis P, cerevisiae
5 - formyl - H4-Pte glu 100 100 100
5 - méthyl - H'4Pte glu 89 4 5
H4 Pte glu 41 30 12
Pte glu 98 97 ' 4
Témoin ' 9 3 4

TABLEAU II,

Croissance relative des souches par rapport aux composés foliques
de références, Les résultats sont exprimés en % néph. par rapport au 5 for-
myl H, Pte glu (=100 %).

Les résultats reportés dans ce tableau sont en accord avec les
réponses qualitatives des souches représentées dans le tableau I, sauf pour
I'acide tétrahydrofolique, qui donne des résultats tres faibles. Nous pensons
que cette anomalie est dle a 1'oxydation tres rapide de ce composé sitdt qu'il
est en contact avec 1l'oxygeéne. Les dilutions ont pourtant été préparées dans
des solutions de mercaptoéthanol de fagon & retarder cette oxydation, et le

produit a été conservé sous vide, comme le conseille '"Sigma'',

3 - Séparation chromatographique :

Nous avons utilisé 2 types de chromatographie sur colonne : sur Sé-

phadex G 25 et sur Diéthylaminoéthyl Cellulose (D.E.A.E. Cellulose).

- La filtration sur gel a déja été utilisée pour l'isolement des ptéri-
dines (DEWEY et KIDDER, 1967), et pour 1'étude des composés foliques pré-
sents dans la rhizosphere du Colza (publication précédente) nous avons nous-
méme employé le Séphadex G 50, Cependant, pour les extraits de plantules, les
folates étant plus divers, nous avons constaté une meilleure séparation avec le
G 25. Nous avons donc finalement adopté ce type de Séphadex (''G 25 Fine", co-
lonne de 2,5 x 40 cm) et 1'élution s'effectue avec le tampon de MICHAELIS

(PO ,H2 K - PO, HNa_) N/100, pH 7, en incorporant au moment de 1'emploi
4 2 P p pi

4
1 %od'ascorbate de sodium,
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Précisons que pour les ptéridines, la séparation sur Séphadex n'est
pas uniquement basée sur le poids moléculaire : certains groupements carbo-
xyliques libres, présents dans le polymere, peuvent intervenir comme échan-
geur d'ions. De plus, on sait depuis longtemps qu'il existe une certaine affinit

des Séphadex pour les composés aromatiques et hétérocycliques.

- La chromatographie sur D,E,A,E, Cellulose est la technique la
plus classique pour la séparation des folates libres, Elle présente cependant
un gros inconvénient pour les formes conjuguées car celles-ci ne sont éludes
que par des tamponsa molarité élevée, qui inhibent par la suite le développe-
ment des souches test utilisées pour la caractérisation des produits d'élution,

Nous avons employé la D.E,A . E, Cellulose DE 11 (WHATMAN) en
colonne de 1,8 x 15 cm, 120 fractions de 5 ml sont récoltées 3 chaque analyse
Les fractions 1 a 70 sont obtenues par passage sur la colonne d'un gradient li-
néaire d'un tampon phosphate de Na pH 6,5, de 0,010 M 2 0,25 M, contenant,
au moment de 1l'emploi, 1 %, d'ascorbate de Na. Les fractions 71 & 90 sont ok
tenues par le passage du mé&me tampon phosphate, mais de molarité 0,30 M
(+ 1 % d'ascorbate), Enfin, les fractions9l 3 120 correspendent au passage

de ce tampon 3 la molarité 0,50 M (1 %o d'ascorbate).

Pour l'extraction des composés foliques et leur analyse chromato-
graphique, au lieu du 2 mercaptoéthanol, nous avons préféré utiliser l'ascor-
bate comme agent protecteur, afin d'éliminer la possibilité de la formation de
complexes entre le tétrahydrofolate et le 2 mercaptoéthanol (ZAKREWSKI,
1966).

4 - Purification des solutions par adsorption sur charbon actif :

Apres séparation chromatographique sur colonne des composés fo-
liques provenant d'un extrait brut, il est souvent nécessaire d'éliminer les sel
provenant du tampon d'élution lorsque 1l'on désire ultérieurement faire un do-
sage quantitatif ou une nouvelle analyse chromatographique sur une autre color

ne ou sur papier d'un composé particulier,
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Dans ce but, nous avons adopté la technique d'adsorption sur char-

bon actif (MERCK) : les solutions, amenées & pH 3,0 (avec HZSO sont agitée

n
avec le charbon pendant 30 mn 3 température ambiante, .puis,apr\es filtratior
le filtrat est repris et il subit la méme opération, D'apres DOCTOR et COUCIH
(1953), & pH 3,0 , l'adsorption des folates s'effectue grice & la présence des
groupements aminés sur la molécule. Le charbon est ensuite recueilli et lavé
avec 1l'éthanol & 50 %, L'élution s'effectue avec un mélange d'alcool ammonia-

cal (éthanol : 25/NH OH : 5/eau : 20) par agitation pendant 1 heure 3 65 - 70°C

4

Cette opération est effectuée 2 fois, puis les filtrats sont concentrés sous vide

et repris avec une solution d'ascorbate.

II - RESULTATS EXPERIMENTAUX,

1 - Dosage quantitatif des folates présents dans les plantules et leurs

excrétats :

Les composés foliques globaux des parties aériennes de plantules
de Colza (variété Régina) dgées de 10 jours et des excrétats correspondants
ont été dosés a 1'aide des 3 souches tests précédemment citées, et les résul-
tats sont consignés dans le tableau III. Pour ce dosage, le liquide d'extraction

des plantules et le produit d'élution des tubes de culture ont été stérilisés par

filtration.
1., casei S. faecalis P, cerevisiae
Zf‘;;‘;lg/smg b.F.) 0, 620 0,390 0,075
i’;cff;;;anmle) 0,810 0,430 0,038

TABLEAU TII,

Teneurs en folates des plantules de Colza et des excrétats correspondants,

Si nous considérons qu'une plantule petse environ 80 & 100 mg apres
10 jours de germination, nous pouvons déduire de ces résultats qu'apres cette
période, 0,015 % environ de sa teneur en folates (en tant que facteurs de crois

sance pour L. casei) sont retrouvés dans le substrat de germination.
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2 - Comparaison des folates présents danb les plantules et leurs ex-

Les résultats sont représentés sur la figure 1. Les produits de ré-
férence disponibles déposés sur la colonne ont été retrouvés dans les fraction

39 2 46 dans l'ordre suivant : 5 formyl H Pte glu, 5 méthyl H4 Pte glu, Pte

4
glu, mais sans séparation tres nette des pics d'élution. Pour la séparation
des folates du Colza, A partir de chaque fraction récoltée (5 ml) 0, 5 ml sont

testés avec L, casei, 2,5 ml avec Str, faecalis, et 2 ml avec P, cerevisiae

Ces volumes sont incorporés dans des tubes contenant 5 ml du milieu de cul-
ture (concentré 2 fois) correspondant & la souche, et apres remplissage de
chaque tube jusqu'a 10 ml avec de l'eau distillée, ceux-ci sont autoclavés

10 mn a 1 atm. L'inoculation s'effectue ensuite suivant les modalités habituel.-

les,

Pour la lecture des résultats, le néphélometre est réglé de fagon a
ce que le % néphélométrique donné par les 3 souches corresponde & des con-

centrations identiques de composés foliques (exprimées en 5 formyl H, Pte gl

4
présents dans 1 ml de chaque fraction, Ce réglage est obtenu en amenant 3 un
méme % néphélométrique la densité turbidimetrique de chaque souche obtenue
avec des concentrations témoins connues de 5 formyl H4 Pte glu, Cette métho
de donne ainsi des résultats permettant de comparer la stimulation relative dc

souches vis & vis d'un mé&me folate, tout en évitant les calculs fastidieux né-

cessaires quand les concentrations doivent &tre rapportées quantitativement,

La filtration sur gel Séphadex des composés foliques présents dans
les plantules permet de les séparer en 6 groupes représentés par les pics A
F (Fig. 1, graphique supérieur). Parmi ceux-ci, c'est le composé B, dont
le maximum d'activité est situé dans la fraction 26, qui est dominant, De plus,
d'apres gel-filtration des produits de référence, nous pouvons dire que les

pics E et F correspondent a des folates libres.
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FIG. 1,

FILTRATION SUR GEL SEPHADEX G255

en haut : & partir de O, 5 g de plantules stériles de colza agées de 10 jours.
en bas :

a partir des excrétats de 250 plantules stériles de colza agées de 10 jours.
Les fractions (5ml) sont testfes avsc L

et P._cersvisiae (
Colonne :

)

cas2i ( &———=A ), Str faecalis

(&=-a)
2,5 x 40 cm ; éluant : tampon de Michaelis O, 01 M pH 7 (+ 1 °/.. ascorbate
de Na) ; rythme d'élution : 30 ml/heure,
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A partir des excrétats, si l'analyse est effectuée avec le produit
d'élution de 100 plantules, pratiquement un seul pic, dont le maximum d'acti-
vité est situé dans la fraction 31, et qui correspond par conséquent au compo-
sé C, est apparent, Ce résultat avait déji été obtenu avec le Séphadex G 50

(publication précédente, maximum d'activité dans la fraction 36), et nous

savons que ce pic correspond a une forme conjuguée de l'acide folique,

Afin de retrouver la présence des autres folates dans les exsudats,
nous avons alors effectué des fractionnements i partir des excrétats de 250
plantules et le graphique inférieur de la fig. 1 montre que dans ce cas, nous

avons une réponse des souches permettant de situer tous les pics.

Enconclusion, cette étude sur Séphadex nous permet de constater
une grande différence dans le spectre des folates présents dans les plantules
et leurs exsudats : alors que dans les plantules, c'est le composé B qui est le
plus abondant, dans les exsudats, c'est le composé C, Il faut aussi noter la
faible concentration relative des folates libres dans les plantules (pics E et F)

et pratiquement leur absence dans les excrétats,

b) Fractionnement sur D.E.A.E. Cellulose :

Sur D.E,A.E, Cellulose, les folates sont mieux séparés, mais lors
que la molarité du tampon est de 0,25, la réponse des souches, dans nos con-
ditions expérimentales, est inhibée par les sels et des adsorptions sur charbon
sont nécessaires pour la caractérisation. La figure 2 présente les résultats
obtenus avec les plantules et leurs excrétats, Les modalités expérimentales
employées pour la recherche des folates dans les fractions et pour la lecture
des résultats sont identiques a celles que nous venons de préciser pour le frac
tionnement sur Séphadex. A partir des plantules, cette technique nous permet
de caractériser au moins b pics majeurs et 2 pics mineurs, Dans les 60 pre-
mikres fractions (graphique supérieur de la fig. 2) sont localisés 5 pics ma-
jeurs annotés I & V et les pics mineurs (fractions 10et20). Le composé VI,
non représenté sur ce graphique, est élué dans les fractions 85 & 100, c'est a
dire avec le tampon 0,30 M et 0,50 M. Ce composé est quantitativement le
plus important, A partir des excrétats (graphique inférieur de la fig. 2), on ne
retrouve pratiquement plus les pics II et IV, Par contre, le composé VI est

présent, et il donne encore la plus forte stimulation avec L, casei.
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Identification des pics :

Pour cette identification, nous disposons de certains produits de

synthese (5 formyl H, Pte glu, 5 méthyl H, Pte glu, Pte glu), de la réponse

4
relative des souches tests, et de quelques références bibliographiques., Pour
la réponse des souches, en plus des données représentées sur les graphiques
nous avons, a partir de chacun des pics localisés par L. casei pour une par-
tie aliquote des fractions collectées, effectué des dosages quantitatifs apres

stérilisation sur filtre, afin d'éviter les altérations éventuelles des folates

provoquées par autoclavage.

- Le folate I permet la croissance des 3 souches, De plus, il est le
ler composé élué du D, E.A.E, Cellulose, Il pourrait donc représenter le 10
formyl H4 Pte glu (NORONHA et coll, 1962, BIRD et coll, 1965, SOTOBAYA-
SHI et coll, 1965, ROOS et coll, 1968), Mais ce composé, comme le 5 formyl
I—I4 Pte glu n'est pas présent dans les excrétats, Il serait donc étonnant d'y
trouver le 10 formyl d'autant plus que, dans la plantule, ce folate I est moins
abondant que le 5 formyl. Pour cette raison, et aussi parce qu'il semble &étre
élué trop tdt (fractions 5-£€), nous ne pensons finalement pas qu'il puisse cor-
respondre au 10 formyl H4Pte glu (Ce produit n'étant pas commercialisé, nou
ne pouvons disposer de référence chromatographique).De plus, sa synthese
est assez délicate a effectuer, Aussi nous pensons que la seule technique qui
pourra nous renseigner sur la nature de ce folate I consiste 3 essayer une i-

somérisation, Si ce folate est vraiment un 10 formyl H Pte glu, il devrait

4
donner le 5 formyl, pour qui nous connaissons les coordonnées chromatogra-
phiques.

Dans la littérature, nous avons trouvé un composé ayant les mémes
caractéristiques, et isolé a partir des feuilles de blé (ROHRINGER et coll,

1969). Les auteurs n'ont pu l'identifier de fagcon certaine, mais pensent qu'il

puisse &tre une amide de l'acide formyl folique.

- Le folate II permet aussi la croissance de toutes les souches. Son

ordre d'élution correspond au 5 formyl H, Pte glu de synthese, 1'un de nos

4
produits de référence {fraction 24), Son identification ne pose donc aucun pro-

bleme.



149

3/0 neph,
80r
801
40
20F
X
0O
i
60 -
LY a
® ; A
0N
A a)
/
H 1
40h /D
A Y
\ 0, o
\ / \ T 4
! N
A A
l\ i f/ \
WA £ ! \
20r \\ 8 A } LA i . -
P A A ,‘ \‘\ / \\
I’ \‘“s A A Ay " A /X A ‘\ &\ l’ \‘.‘\
g Nt Ittt o™ ol N vendl Neel S
.- g M Sall S L P S
A 1 A 1 i. 1 1 1 L ] i
9] 10 20 20 40 50 fractiomns
FIG.2. CHREROMATOGRAPHIE SUR DEAE CELLULOSE
en naut : a partir de O, 5 g de plantules stériles de colza agées de 10 jours,
en bas @ a partir des excrétats de 250 plantules stériles de colza agées de 10 jours.
ILes fractions (5ml) sont testées avec L. casei ( A——=A ), Str.faecalis ( ~--== )

y

: P, cerevisiae (=~ ).
1,8 x 15 cm ; éluant : tampon phosphate de Na {+ 1% _, ascorbate de Na)} pH 6, 5,

Colonne :
molarité : O, 010 ———5 O, 25 pour les fractions 1 3 70 ; rythme d'élution

: 30 ml/heure.
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- Le folate III donne une réponse assez faible avec P, cerevisiae, I

ne correspond & aucun composé de synthese, mais il semble avoir les proprié

tés d'une forme diglutamique : le 10 (ou 5) formyl H,k Pte glu2 (BIRD et coll,

4
1965, ROHRINGER et coll, 1969).

- Le folate IV ne permet que la croissance de L, casei. Il corres-
pond au 5 méthyl H4 Pte glu, et son élution est identique a celle du dérivé syn

thétique (fractions 44-45),

- Le folate V est une forme conjuguée dont 1'ordre d'élution et la

réponse des souches permettent de l'assimiler au 5 méthyl H  Pte glu_( ou

4 2(
glun) ou au 5 formyl Pte glun (NORONHA et coll, 1962, ROHRINGER et coll,

1969).

- Enfin, le folate VI est un composé présentant probablement un
taux de conjugaison élevé, Son élution est voisine de celle du Pte glu {(fraction

~

89-90), mais il ne peut &tre assimilé & l'acide folique car, d'une part, il est
sensible & l'action des conjuguases, et d'autre part, il donnerait dans ce cas
un profil tout a fait différent apres fractionnement sur Séphadex puisque l'acid
folique, en gel filtration, est €lué trés tard. Or, si nous passons sur colonne
de Séphadex, le composé VI obtenu apres fractionnement sur D,E. A E, Cel-

lulose, nous le retrouvons dans les fractions correspondant au pic C, Les pic:

C et VI contiennent donc le méme composé folique.

- En ce qui concerne les pics mineurs, il est probable que le pre-

mier (fraction 10) corresponde au 10 formyl H Pte glu. Le second n'est pas

4
suffisamment net pour que l'on puisse interpréter ses coordonnées,

Cette étude a porté aussi bieh sur les composés présents dans les
excrétats racinaires du Colza que sur les composés foliques des plantules
elles-mé&me. Nous avons utilisé plusieurs préparations enzymatiques pour hy-
drolyser ces folates hautement conjugués : la carboxypeptidase A extraite du
pancréas de beeuf et 1ad glutamyl carboxypeptidase extraite du pancréas de
poulet, Les résultats des hydrolyses enzymatiques sont étudiés a 1'aide des
3 souches test habituelles, apres séparations chromatographiques sur D, E A,

Cellulose ou sur Séphadex,
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a) Utilisation de la carboxypeptidase A :

Cette carboxy peptidase n'est généralement pas employée pour
1'étude des folates conjugués, mais étant donné la simplicité que présente son
utilisation, puisqu'elle est fournie & 1'état purifié (Sigma), et dans de brefs
délais, ce qui n'est pas le cas pour les préparations pancréatiques de poulet,
nous avons essayé de voir si les folates conjugués du Colza étaient sensibles

~

A son action,

Pour cela, nous placons les extraits en incubation en présence de
cette carboxypeptidase & pH 7,5, au bain marie 37°C pendant 30 heures, a
1'obscurité et sous toluene. Apres dénaturation de l'enzyme par chauffage, la
réponse des souches test montre une forte stimulation de la croissance de Str,
faecalis, aussi bien pour les excrétats que pour les extraits de plantules. Ce
résultat prouve qu'une action enzymatique a permis de libérer des formes fo-
liques libres ou peu conjuguées, et l'analyse des produits d'hydrolyse en gel

filtration confirme d'ailleurs cette action.

bneph,

15 20 25 30 35 40 45 FRACTIONS

Fig. 3 : Gel - filtration sur Séphadex G 25 des folates présents dans
les excrétions racinaires du Colza, avant (a~———n) et apres (a---a )
incubation avec une carboxypeptidase A,

(dosages effectués avec L., casei - coordonnées chromatographiques
identiques & celles de la fig. 1).
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Ainsi, sur la figure 3, qui représente les composés foliques des
excrétats racinaires, avant et apres action de la carboxypeptidase, analysés
par gel filtration sur Séphadex G 25 ; nous constatons que le maximum d'acti-
vité folique, qui se situe dans les fractions 30 - 31 pour les excrétats bruts,
se déplace apres action enzymatique et se situe alors dans les fractions 35 -

36 surtout.

Cependant, 1'étude de ces produits d'hydrolyse sur colonne de
D.E.A.E. Cellulose ne nous a jamais donné de bons résultats, probablement

a cause de l'action incomplete de l'enzyme sur les folates.

b) Utilisation de lafglutamyl carboxypeptidase pancréatique

Cette enzyme est extraite de l'extrait pancréatique de poulet
(Difco) suivant la technique de BIRD et coll, (1965), et ncus savons que ses

produits d'hydrolyse sont des formes diglutamiques,

Avant d'effectuer 1'hydrolyse enzymatique, les extraits de plantu-
les de Colza, ainsi que les excrétats racinaires étudiés, sont initialement chr
matographiés sur D,E,A,E, Cellulose suivant la technique précédemment dé-
crite, Apres vérification, a partir d'une partie aliquote de chaque fraction do-
sée avec L, casei, de la bonne séparation des folates, seules les fractions su-
périeures 3 60 contenant les composés conjugués qui nous intéressent sont ré-

cupérées et rassemblées.

La solution obtenue est alors adsorbée sur charbon actif afin d'é-
liminer les sels, puis les folates sont repris par une solution d'ascorbate de
Na 2 pH 7,8 et l'hydrolyse s'opere a 32°C sous toluene et 3 1'obscurité pendan

20 heures,

Apres dénaturation de 1l'enzyme par chauffage, le produit d'hydro-
lyse est alors appliqué sur colonne de D.E.A,E, Cellulose et les 60 premie-
res fractions de 5 ml éluées dans les mémes conditions que précédermnment
sont analysées avec L, casei (0,5 ml), Str, faecalis (2, 5ml) et P,cerevisiae

(2 ml),
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La figure 4, ou seule la réponse de L, casei est représentée, don:
ne le résultat de cette chromatographie effectuée 2 partir d'un extrait de plan-
tules., Decux pics d'activité folique sont décelables : le premier, élué dans les
fractions 36 3 40, correspond 2 un dérivé permettant aussi la croissance des
deux autres souches test, Il semble donc présenter les propriétés du formyl
H, Pte glu

4 2’
les plantules (composé III). Le second, élué dans les fractions 51 & 55, ne

dont nous avons déji soupgonné la présence a 1'état libre chez

donne pas de réponse avec Str, faecalis et P, cerevisiae et correspond donc

probablement au 5 méthyl H4 Pte glu, (ROHRINGER et coll. 1969).

5 (
A partir des excrétats racinaires, nous retrouvons, en adoptant
ces mémes modalités opératoires, des résultats identiques, mais avec une

proportion beaucoup plus faible du composé formylé par rapport au composé

méthylé,

;neph |

FRACTIONS

Fig. 4 : Chromatographie sur D,E,A,E, Cellulose des folates conjugués
d'un extrait de plantules de Cclza apres action de la¥glutamyl carboxypeptidase,.

(Réponse donnée par 1,, casei - coordonnées chromatographiques
identiques a celle de la fig, 2),
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En conclusion, nous pensons donc que les folates hautement con-
jugués du Colza seraient de deux types : des dérivés formylés et des dérivés
méthylés, Signalons cependant que nous ne pouvons donner de résultats quan-

titatifs & partir de ces expériences car nous avons décelé dans la préparation

enzymatique utilisée, des traces de formyl H, Pte glu

4 2°

Pour donner une réponse définitive 3 ce probleme posé par la
nature et l'importance relative des folates conjugués chez le Colza, il sera
donc nécessaire d'employer une technique de purification de 1a¥ glutamyl car-
boxypeptidase plus élaborée, afin de la débarasser totalement des dérivés
foliques. Il serait aussi intéressant de pouvoir étudier les produits d'hydro-
lyse donnés par laf glutamyl carboxypeptidase de rein de porc qui conduit 3

la libération de monoglutamates,plus faciles 3 identifier (en particulier pour

la caractérisation des formes formyl en position 5 ou 10).
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111 - DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS ET CONCILUSION,

On connait l'existence de formes conjuguées de 1'acide folique non seu-
lement chez les plantes, mais aussi chez les microorganismes et les animaux
Il semble méme que ce soit dans le régne animal que l'on ait, pour la premie:
fois, mis en évidence leur présence. Ainsi, des formes conjuguées du 'Citro-

vorum factor" (5 méthyl H, Pte glu) ont été soupconnéesdés 1952 dans le foie

de poulet (WIELAND et coﬁ.) et en 1953 dans le foie de souris (DOCTOR et
COUCH). Une étude plus précise, effectude en 1962 par NORONHA et SILVER
MAN sur les folates du foie de poulet, et en 1965 par BIRDFet coll, sur les fo-
lates du foie de rat prouve que ces formes conjuguées sont quantitativement
tres importantes, et qu'il en existe plusieurs : non seulement des dérivés du
10 formyl et 5 formyl H4 Pte glu contenant plusieurs résidus glutamiques,
mais aussi des folates beaucoup plus complexes dérivés du 5 méthyl H4Pte gle
A partir du sang, on a pu d'ailleurs démontrer la présence de plusieurs fola-

tes conjugués du 5 méthyl H4 Pte glu (NORONHA et ABOOBAKER, 1963), Enfi
dans les ''glandes A gaz'' de Physalia physalis, WITTENBERG et coll. (1962)

ont aussi isolé un dérivé polyglutamique apres fractionnement sur D.E.A.E,

Cellulose, mais n'ont pas pu le caractériser,

Chez les micro organismes, la synthese de formes polyglutamiques de
1'acide folique a été mis en évidence dans les cellules de plusieurs bactéries

lactiques (HENDLIN et coll., 1953) et chez Neurospora crassa (SWENDSEID

et NYC, 1958). Une forme triglutamique du 5 formyl H4 Pte glu a été identi-
fide dans les cellules de Bacillus subtilis (HAKALA et WELCH, 1955), de

Streptococcus faecalis (ZAKRZEWSKI et NICHOL, 1955) et des dérivés hep-

taglutamiques ont été trouvéschez Clostridum cylindrosporum (WRIGHT, 1955)

et d'autres Clostridium (RABINOWITZ et HIMES, 1960). A partir de Cl.cylin-

drosporum, il est d'ailleurs intéressant de noter que WRIGHT isole, en plus
des résidus glutamiques, de petites quantités d'autres acides animés tels que
le glycocolle, la sérine et l'alanine. Enfin, soulignons l'importance des poly-
glutamates synthétisés par les microorganismes : SIROTNAK et coll, (1963)
trouvent qu'ils constituent 85 3 90 % des folates présents dans les cellules de

Diplococcus pneumoniae, SCHERTEL et coll, (1965) estiment que 97 % de

1'activité folique des levures est due a4 des dérivés contenant plus de 3 résidus

e T o by et o et
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Chez les plantes, la présence des formes conjuguées a été signalée,
mais trés peu de travaux se rapportent 2 ce sujet, Il est possible que ces com-
posés ne soient pas synthétisés, d'une facon générale, par toutes les plantes
puisque récemment encore, OGUNMODEDE et OYENUGA (1970), apres des es

sais d'hydrolyse enzymatique effectués sur des extraits de Vigna ungniculata,

ne trouvent pas de différence dans leurs dosages effectués simultanément avec

L. casei et Str, faecalis, et en concluent que cette plante ne contient que des

formes libres de folates, Ce résultat nous semble cependant improbable, et
nous pensons plutdt 3 une inhibition des carboxypeptidases provoquée par 1'ex-
trait végétal car nous avons vu plus haut que les extraits enzymatiques de rein
de porc, employés par ces auteurs, peuvent devenir inactifs en présence de

certains inhibiteurs,

A notre connaissance, c'est NIELSEN et HOLMSTROM (1957) qui, & par
tir de pollen de diverses origines, ont été les premiers a signaler la présence
de folates conjugués dans le régne végétal, Leur conclusion ne repose cepen-
dant que sur des expériences préliminaires ne mettant en oeuvre aucun frac-
tionnement chromatographique, D'aprés ROHRINGER et coll. (1969), IWAI et
NAKAGAWA auraient, en 1958, isolé a partir des feuilles de feve le 10 formyl
H_ Pte glu

4 3
de précision sur ce travail,

, mais n'ayant pu nous procurer cette publication, nous n'avons pas

Depuis 1958, il nous semble que seuls, ROHRINGER et coll. (1969),
KIM (1970) et SENGUPTA et coll. (1971), dont les résultats viennent de nous
parvenir, ont étudié ce probleme des folates conjugués synthétisés par les vé-
gétaux,‘ Les travaux de ROHRINGER et coll,, se rapportant aux feuilles de blé,
sont particulierement intéressants car en plus des dérivés di et tri glutamiques
du 10 formyl et 5 méthyl H4 Pte glu, ils supposent avoir identifié un dérivé po-
lyglutamique d'un tétrahydrofolate formylé qui est élué avant ou en méme temp
que le Pte glu sur D,E,A E, Cellulose, et notent aussi la présence d'un autre
folate présentant un taux élevé de conjugaison, mais qu'ils n'ont pu encore iden
tifier, SENGUPTA et coll., a partir des racines de pois dont 52 % des ptéroyl-
glutamates sont, d'apres eux, des dérivés polyglutamyl, trouvent apres trai-
tement par la carboxypeptidase pancréatique de poulet, une libération impor-

tante de 5 méthyl I—I4 Pte glu, qui constituerait la forme conjuguée dominante
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chez le pois. Nos propres résultats concernant les plantules de Colza sont

donc tres proches des conclusions émises par ces auteurs,

Conclusion : Dans les excrétats du Colza, la presque totalité des compo-
sés foliques se trouve sous forme conjuguée, Pourtant, dans les plantules,
nous avons constaté l'existence de folates libres, mais ceux-ci étant & 1'état
réduit, il est probable qu'ils se dégradent trets rapidement dans le substrat
de germination et ne peuvent s'y accumuler, En présence d'une microflore,
ces folates conjugués se modifient en libérant une forme libre de l'acide foliqt
Lies bactéries rhizosphériques, ou tout au moins certaires d'entre elles, syn-
thétisent donc des carboxypeptidases dont 'une des actions nous a ainsi été

indirectement révélée en étudiant 1'évolution de ces folates d'origine végétale

dans la rhizosphere,

I1 est probable que sous cette forme vitaminique non conjuguée, les fola-
tes pourront &tre utilisés par certains microorganismes a pouvoir de synth&se
faible. Etant donné la complexité des microflores totales employées dans ces
expériences, il serait tres difficile de vérifier d'une fagon systématique cette
hypothese, mais ce phénomene est tres certainement un nouvel exemple qui,
s'ajoutant & beaucoup d'autres souvent mieux connus, permet d'expliquer 1'é-

quilibre biologique de la microflore tellurique,.
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5¢ PARTIE

ETUDE PARTICULI ERE

DE LA PRODUCTION D UNE SUBSTANCE

DE TYPE CYTCEKEININRE

PAR DES ARTHROBACTER
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Ce dernier chapitre est relatif 2 la production par les bactéries rhizosphé
riques, d'une substance de type phyto horimonal : une cytokinine. Les effets de
cette kinine sur le systeme radiculaire du Colza nous ont permis de détecter
sa présence dans la rhizosphere, puis de la mettre en évidence dans les mi-
lieux de culture des souches bactériennes pures. Cette action sur les racines
des plantules est tres nette en culture hydroponique, lorsque certaines micro-
flores telluriques, ou lorsque certaines souches d'Arthrobacter sont inoculées
dans les tubes a germination, La dichotomie du systeéme radiculaire est alors
tres prononcée par rapport aux germinations stériles, et un manchon tres den:
de poils absorbants apparalt autour des racines, dont la longueur diminue corz

lativement (schéma I).

N )4

y

Schéma I. Aspect de plantules de Colza provenant d'une culture stérile
(% gauche) et d'une culture effectuée en présence d'un Arthrobacter { & droite),

Nous étudierons successivement la mise en évidence de la production de
cette cytokinine dans la rhizosphere du Colza par certains Arthrobacter, puis

sa purification & partir des milieux de culture bactérien et sa nature chimique

A - PRODUCTION DIUNE SUBSTANCE DE TYPE CYTOKININE PAR DES
ARTHROBACTER D'ORIGING RHIZOSPHIR I OULL,

Ces recherches ont été publides dans les Comptes Rendus (1970 - 270)



C. R. Acad. Sc. Paris, t. 270, p. 3158-3161 (22 juin 1970) Série D

MICROBIOLOGIE DU SOL. -— Production d’une substance de type cytokinine
par des Arthrobacter d’origine rhizosphérique. Note (*) de M. Roland Blondeau,
présentée par M. Roger Heim.

Une phytohormone provoquant la prolifération de poils absorbants sur le systéme radiculaire des
plantules de colza a été isolée a partir de cultures &’ Arthrobacter. Ceite substance présente une acti-
vité de type cytokinine.

Lorsque des plantules de colza (var. crésus) se développent en culture hydro-
ponique, I’aspect du systéme radiculaire différe suivant que la culture est effectuée
en milieu stérile, ou en présence d’une microflore tellurique. En culture stérile,
les racines, toujours trés longues et gréles, sont peu dichotomisées. En présence d'une
microflore tellurique, apportée par une suspension de terre inoculée au milieu de
culture, les racines présentent au contraire une importante dichotomie ; elles sont
plus courtes et entourées de poils absorbants beaucoup plus nombreux et plus longs.

La fréquence d’apparition et intensité de ce phénomene dépendent de la nature
et de Vorigine de apport tellurique. Cependant, la stérilisation de celui~ci supprime
en méme temps cette rhizomorphogenése.

Apres avoir identifié les microorganismes responsables de cette action, nous
nous sommes proposé d’isoler a partir de leurs filtrats de culture une substance,
retenue sur résine échangeuse de cations, qui reproduit le méme phénoméne sur le
colza. Celle-ci permet en outre la prolifération du tissu médullaire de tabac, utilisé
en tant que test caractéristiqie des cytokinines.

I. ISOLEMENT DES MICROORGANISMES ET IDENTIFICATION. — Deux méthodes ont
été utilisées simultanément : .

La premiére consiste a cultiver stérilement des graines de colza (variété crésus)
en culture hydroponique, avec la solution nutritive de Knop diluée au demi, dans
des tubes de 25 x 200 mm présentant des alvéoles internes au tiers inféricur de la
hauteur, permettant ainsi la germination sur un support en coton hydrophile disposé
au-dessus de la solution minérale. Aprés quelques jours de germination 3 18 °C
avec une alternance de 12 h de lumidre et d’obscurité, des suspensions dilution au
1/1 000¢, 1/10 000¢ et 1/100 0C0¢ d’une terre choisie sont réparties A raison de 1 ml
par tube. Dix jours aprés cet apport, on sélectionne les tubes présentant une activité
piliféere particuliere. Les milieux de culture correspondant aux dilutions les plus éle-
vées de microflore tellurique sont étalés sur milieu gélosé de Bunt et Rovira (%) et
mis en incubation 4 28 °C. Au bout de 5 jours; on isole une souche bactérienne a
partir de chaque flore dominante observée. L’action de chacune de ces souches pures
sur les racines est enfin éprouvée par inoculation a des cultures stériles de colza
obtenues suivant la méme technique, et seules les souches reproduisant le phéno-
mene étudié sont conservées.

En employant la seconde méthode, on ne sélectionne plus, au départ, de semis
présentant un aspect particulier : les graines sont ensemencées suivant une technique
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déja décrite (%) dans des tubes contenant comme substrat de germination du sable.
La microflore tellurique est toujours apportée par une suspension dilution de terre,
et aprés 10 jours de culturs, la microflore rhizosphérique est étalée sur milieu de
Bunt et Rovira. Chaque colonie est ensuite isolée, puis inoculée 4 des cultures stériles
de colza comme précédemment.

Nous avons pu ainsi sélectionner, en employant lIa premiére méthode, 4 souches
bactériennes pures, a partir de 5 terres différentes, et avec Ia seconde méthode, 24,
a partir de 3 terres différentes.

Ces 28 souches ont ¢té finalement identifiées. Toutes sont des Corynébactérics
du genre Arthrobacter.

TabrLeau I

Caractéristiques du systéme radiculaive des plantules de colza cultivées
en culture hydroponique dans dif}érentes conditions expérimentales

Lecture effectuée apres 6 jours de culture,
souche bactérienne utilisée : €' 13

,,,,, - _ S RS

Diameétre des  Diamétre du man-
Longueur  racines au 1/3  chon de poils absor- Hauteur
des inférieur de bants entourant les moyenne
racines la longueur racines 2 la méme de la tige
Conditions expérimentales {cm) (mm) hauteur (mm} (em)
Témoin == solution de Xnop 7,5 0,6 1,4 4
. L. {1 ml 1,6 1,1 4,2 4
~ actérie * i >
+ inoculum bactérien (*) 1 0,1 ml 1.8 L1 4 4
0,5 ml 2,6 1 3,8 4
] sulture (** f 4 s >
+ filtrat de culture (**) L1 ml 14 11 i 4
+ filtrat de culture (*¥*) { 0,5 ml 58 0,8 . 3,2 4
retenu sur « Dowex 50 » 1 ml 2,3 1,1 3,8 4

(*) Les Arthrobacter sont nrélevés quand les cultures sont en phase exponentielle de croissance, Aptés
2 lavages successils dans un liquide isotonique, ils sont difués de fagon & obtenir le méme vohime initial.
(**) Apris concentration au 1/4 du volume initial.

I1. [SOLEMENT D’UNE CYTOKININE A PARTIR DES MILIEUX DE CULTURE DES ARTHRO-
BACTER. — Le tableau I donne les caractéristiques du systéme radiculaire du colza
cultivé en présence de bactéries ou de leurs filtrats de culture. La composition des
milieux employés a déja €té signalée (%). Afin d’obtenir un taux de croissance plus
élevé, les culiures s’effectuent toujours en agitation, a 28 °C, et 4 9/4, de « Casamino
acid » (DIFCG) sont ajoutés au milieu minéral glucosé.

Des essais préliminaires ayant montré que Pactivité des milif‘ux vis-a-vis des
racines de colza &tait proportionneile au temps dlincubation jusqu’a un optimum
correspondant & 65 h de culture, les fractionnements sont foumu s effectuds au terme
de ce temps.

Si, apres centrifugation, ces milicux de culture sont passés sur résine « Dowex
50 X 8» (forme H™), on retrouve une activité piiifére dans la fra(‘t"on retenue sur
la résine et éluée par unc solution ammoniacale (tableau 1). Aprés concentration,
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celle-ci est alors déposée sur colonne de « Séphadex G 25» (20-80 1) éluée par le
tampon phosphate de Michaelis N/100 & pH 7,0. En incorporant les fractions
de 5 ml collectées a des tubes de culture ensemencés de colza, on retrouve la sub-
stance active dans les fractions 32 4 35, absorbant fortement la lumidre ultraviolette
& 2537 A (fig. a). Une chromatographie sur papier, effectuée a partir de ces frac-
tions, permet de mettre en évidence la présence de 2 substances facilement repérables
a la lumicre de Wood. Celles-ci sont alors séparées par chromatographie des fractions
32 4 35, préalablement concentrées, sur colonne de CM « Séphadex C 50 » élude
avec un tampon phosphate-borax a pH 6,0. Le deuxiéme pic d’absorption en lumiére
ultraviolettec obtenu aprés cette chromatographie correspond a la substance active
sur les racines { fig. b). Celle-ci est finalement déminéralisée par passage sur résines
et lyophilisée.

En incorporant ceite substance purifiée au milieu de Murashige et Skoog (%)
dépourvu de kinétine, elle permet la prolifération de la moelle de tabac (variété Wis-
consin 38). Cette substance est donc une phytohormone du type cytokinine.

hhsorption en % activité sur absorption en % activité sur
. les racines

2.537 A les racines 2.537 A

b-75 - .75

50 5] s

L.25 1Y 254 |25

[

i 1

P 2.

i i

] 3
Fr:-:_—_:::— _____________ ! R ey ==
o, % 2b s + s fractions ) o ) ) $o 1gotractions
Sephadex G25 CM Sephadex C50

FI1G.a. ) FI1G.b.

Fig. a. — Gel filtration de la fraction retenue sur Dowex, sur colonne de « Séphadex G 25 » (2,5 x 40cm);
rythme d’élution : 30 ml/h ; volume des fractions : 5 ml.

Fig. b. — Chromatographiedes fractions 32 4 35, obtenues aprés plusieurs gel filtrations, sur colonne de CM
« Séphadex C 50 » (3 X 60 cm); rythme d’élution : 20 ml/h ; volume des fractions : 5§ ml,

absorption 32 537 & ;

- - - - diamétre, en millimétres, du manchon pilifére des racines de colza.

II1. DiscussioN ET CONCLUSION. — La kinétine (6-furfuryl amino purine),
introduite a une concentration finale de 107° ou 10”7 g/ml & des cultures de graines
de colza provoque une morphogenése semblable A celle qui est induite par les
Arthrobacter.

Par contre, les R, obtenus par chromatographie sur papier a partir de la cyto-
kinine isolée des cultures d’Arthrobacter (tableau I1) aprés révélation suivant la
méthode de Michl caractérisant les dérivés puriques par formation de complexes
mercuriques colorés par Uéosine (°) ne correspondent pas & la kinétine (R, : 0,72
avec le systétme N butanol/NH,OH 4/1).

Cette cytokinine n’est pas non plus la 6-(y,y-diméthyl-allyl-amino) purine, isolée
a partir de Corynebacterium fascians [(°), ("), &’ Agrobacterium tumefaciens [(%), (°)]

162



(4)

TanLeau I -

Chromatographie sur papier de la cytokinine isolée
(développement a 25 °C sur papier « Whathian n° 3 »)

Eau pi 8 N butanol/ac. formiquefeau N butanol/NH4OH

Eluant (avec NaOIi) 80/15/15 4/1
Type de chromatographie. ...... ascendante descendante descendante
Readénine (F) ..ol 0,38 0,34 0,22
Ry cytokinine ...l 0,85 0,53 0,27

(*) L’adénine est utiliséc comme référence.

et de Rhizobium leguminosarum (*°) (R; = 0,81 avec le systéme N butanol/acide
formique/eau 80/15/15).
Enfin, elle est différente aussi de la cytokinine non identifiée, synthétisée par
Streptomyces flaveolus (*') (Re = 0,91 avec le systtme N butanol/NH,OH 4/1).
A notre connaissance, cette phytohormone n’aurait donc jamais été isolée
a partir de cultures bactéricnnes. Nous essayons actuellement de déterminer sa
structure chimique.

(*) Séance du 1°r juin 1970.

(1) J. S. Bunt et A. D. Rovira, J. Soil Sc., 6, 1955, p. 119,

(?) R. BrLonpEeAU, Bull. Soc. Bot. Nord Fr., 21, 1968, p. 99.

(3) R. BLONDEAU, Ann. Inst. Pasteur, Lille, 21, 1970, p. 295.

(%) T. MuRASHIGE ¢t F. Sx00G, Physiol. Plantarum, 15, 1962, p. 473.

(5) H. Micsr, Naturviss., 40, 1953, p. 350.

() D. KrAuzr, G. Taies et F. Sx006G, Proc, Nat. Acad. Sc., 56, 1966, p. 52.

(7) J. P. HeLgesoN et N. J. LEONARD, Proc. Nat. Acad. Sc., 56, 1966, p. 60.

(&) D. KvAmsr, Wissensch, Z. Univ., Rostock, 16, 19¢7, p. 623.
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(10) M. GrannAaTTASIO et 8. Corrota, Giorn, Bot. Ital., 103, 1969, p. 11.
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Une action particuliere d'un preduit du métabolisme bactérien sur la mor-
phologie du systeme radiculaire des plantes a déja été signalée par un certain
nombre de chercheurs employant soit des microflores telluriques ''totales"
(ROVIRA et BOWEN 1960, BOWEN et ROVIRA 1961, WELTE et TROLLDENIEF
1963), soit des souches pures (POCHON et BARJAC 1958, FALLOT et coll,
1966 et 1970). Le phénomene observé est en général un raccourcissement des
racines suivi de l'augmentation de leurs ramifications, Certains notent cepen-
dant que l'aspect de ce systeme radiculaire dépend surtout de la concentration

du facteur phytohormonal en cause, ou de la nature de la plante,

Pour POCHON et BARJAC, la substance responsable de la morphologie

ter chroococcum serait du type auxinique, alors que pour FALLOT et coll, qui

ont étudié la croissance des plantules de radis en présence de filtrats de Bacil-

lus megaterium ou de Pseudomonas fluorescens, elle serait de type purique, II

est pourtant intéressant de préciser que ce facteur purique isoclé par FALLOT
est soluble, sans hydrolyse initiale, dans l'acétate d'éthyle (FALLOT et coll,
1966), ce qui n'est pas le cas pour la cytokinine extraite des cultures d'Arthro-

bacter,

Cependant, la prolifération tres active des poils radiculaires, qui consti-
tue la caractéristique principale de nos cultures de Colza quand elles sont en
présence de cytokinine, est probablement spécifique a cette plante car les au-
teurs cités ci-dessus n'insistent jamais sur cet aspect morphologique, Dans .

certaines germinations stériles, en conditions hydroponiques, nous avons d'ail-

leurs déja remarqué sur les racines, une réaction identigue a celle qui est in-

duite par les Arthrobacter, mais toujours tres localisée, sur une distance de
quelques millimetres sculement, et sans influence sur leur longueur. Nous pen-
sons que cette action, toujours de type phytohormonal, est provoquée par la
présence de cytokinine d'origine végétale dans le milieu de culture du Colza,
Les travaux de KENDE (1965), ITAI et VAADIA (1965), SKENE et KERRIDGE
(1967) KLAMBT (1968) et YOSHIDA et coll, (1970 et 1971), relatifs & l'excré-
tion de substances de type cytokinine par le systeme radiculaire des plantes,

appuient cette hypothese,
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Sur le plan strictement biochimique, apres avoir purifié la cytokinine pro-

duite par 1'Arthrobacter C'13, nous en avons conclu qu'elle était différente des

cytokinines actuellement connues et produites dans des milieux de culture bac-
tériens (publication précédente), Nous pouvons ajouter qu'a notre connaissance,
aucune autre kinine n'a été isolée et caractérisée a partir d'une culture d'Eu-
bactérie non pathogeéne ou non symbiotique, En effet, la production de telles

substances a tout d'abord été signalée chez Corynebacterium fascians (THIMAN

et SACHS 1966, HELGESON et LEONARD 1966), Agrobacterium tumefaciens

(KLAMBT 1967, ROMANOYV et coll, 1969, UPPER et coll. 1970), toutes deux

pathogenes des plantes, puis chez Rhizobium leguminosarum (GIANNATTASIO

et COPPOLA 1969) et Rh. japonicum (PHILLIPS et TORREY 1970), toutes deux

symbiotiques des légumineuses, Par contre une actinomycétale : Streptomyces

flaveolus (COPPOLA et GIANNATTASIO, 1968), un champignon mycorhyzien :
Rhizopogon roseolus (MULLER, 1967) et des champignons phytopathogénes :
Uromyces phaseoli, U, fabae (KIRALY et coll,, 1966) et Nectria galligena

(BARTHE, 1971) produiraient aussi des substances 3 activité cytokinine.

La nature chimique des phytohormones synthétisées a été déterminée pour

Corynebacterium, Agrobacterium et Rhizobium : c'est une 6 - { g . X , - di-

methyl-allyl-amino) - purine, et pour Rhizopogon : c'est une zeatine et son ri-
boaide, Nous savons que les caractéristiques chromatographiques de ces subs-

tances sont différentes de celles du produit synthétisé par les Arthrcbacter,

Nous avons pu aussi vérifier que les caracteres de solubilité dans les solvants
organiques ne correspondent pas, ainsi que les spectres d'absorption dans les

U.V., comme nous le verrons plus loin,
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B - ETUDE DE LA NATURE CHIMIOUE DE LA CYTOKININE SYNTHETISEE
PAR LES ARTHROBACTER,

Pour étudier la nature chimique de cette cytokinine, il nous fallait tout
d'abord mettre au point une méthode permettant 1'obtention de quantités suffi-
samment importantes de substance phytohormonale pour en faire l'analyse, Or,
la souche C'13 employée précédemment présente un inconvénient car pour obte
nir un taux de croissance convenable, elle exige la présence d'acides aminés
dans le milieu de culture, et lors de l'extraction de la cytokinine, ceux-ci nous
obligent 3 utiliser des volumes de résines et surtout de Séphadex G 25 importar

Afin de pouvoir mettre en incubation de gros volumes de milieu de culture
sans avoir ensuite ces inconvénients, nous avons ainsi sélectionné une nouvelle
souche d'Arthrobacter et modifié corrélativement la technique de purification
de la cytokinine,

1 - Mise au point d'une nouvelle méthode d'isolement et de purification de
la cytokinine & partir des milieux de culture :

a) Choix de la souche :

A partir de notre collection de souches, parmi les Arthrobacter

produisant des substances a activité cytokinine, décelables par leur action sur
la rhizomorphogenese du Colza, nous avons retenu la souche C 103 qui, apres
plusieurs repiquages sur le milieu minéral de Lochhead additionné de glucose,
donne un taux de croissance assez élevé, permettant 1'obtention de cultures
suffisamment denses,

La fiche signalétique de cette souche C 103 est résumée ci-dessous

catalase +
cytochrome oxydase +

type respiratoire . aérobie strict,
t° optimum de croissance 26°C
mobilité ’ 0
pigmentation 0

action sur le glucose oxydation lente
utilisation des citrates +

production d'acétylméthylcarbinol
production d'indole

production de HpS _
‘réduction des nitrates en nitrites
production d'amylase

production d'urease

production de gélatinase

synthese d'ac.(} indolylacétique
croissance sur N, minéral

+++o0o++000
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Pour l'analyse des criteres physiologiques et biochimiques consi-
dérés dans cette fiche signalétique, les techniques utilisées ont été précisées
dans la 2eme partie de ce mémoire. En se rapportant au "Bergey's Manual of

Determinative Bacteriology'', cette souche serait tres proche d'A, globiformis

caractérisée par l'absence de pigmentation et de croissance a 37°C, la présen-

ce d'une amylase, et l'utilisation des citrates comme seule source de carbone,

La solution minérale de Lochhead est préparée dans des ballons de
6 litres, a raison de 2,5 litres par ballon, et la stérilisation s'effectue par au-
toclavage 2 1 atm. pendant 20 mn., Le glucose (NBC), stérilisé séparément a
0,5 atm., est incorporé ensuite au milieu 3 raison de 4g/1. Chaque expérience

-

est effectuée a partir de 51. de milieu. Les inoculum sont constitués, pour
chaque ballon, par 50 ml d'une culture prélevée en phase exponentielle de crois
sance de la souche préalablement incubée dans le milieu minéral glucosé pré-
cédent, Ces ballons sont finalement portés a 26°C pendant 72 heures en agita-

tion continue (90 cycles/mn - agitateur rotatif Biolafitte).

c) Fractionnement des milieux :

Apres incubation, lés 51. de culture sont centrifugés a 12,000 g,
et le surnageant récupéré, concentré jusqu'a environ 50 ml, est passé sur rési
ne Dowex 50 W x 2, 100 - 200 mesh. (Fluka), utilisée sous forme H+. Apres é-
lution de cette résine avec une solution ammoniacale N. et concentration a sec
de 1'éluat, celui-ci, repris avec 2 ml d'eau distillée, est déposé sur colonne de
C M Séphadex C 50, éluée avec le tampon phosphate - borax a pH 6,0, La figure

1 donne le profil de 1'élution des substances absorbant les U. V., a 2537 A,

D'apres le fractionnement effectué précédemment avec la souche
C'13 (page 162),nous savons que les fractions 78 & 89, correspondant au derniez
pic enregistré, contiennent la cytokinine. Ces fractions sont donc reprises,
concentrées, et par gel filtration sur Séphadex G 15, on élimine les sels du
tampon provenant de la chromatographie précédente tout en purifiant la cyto-
kinine, L.a figure 2 représente, d'une part, cette élimination des sels mise en
évidence par la recherche des phosphates dans chaque tube collecté avec le

réactif nitrovanadomolybdique, et d'autre part la séparation des substances ab-
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FIG.1 . Chromatographie sur CM Sephadex C 50 d'un milieu de culture dépourvu d'N,
organique, apres incubation d'une souche d'Arthrobacter (fraction retenue sur Dowex).
Colonne : 3 x 60 cm ; éluant : tampon phosphate-borax 0,1 M, pH 6,0 ; rythme d'élu-
tion : 20 ml/h ; volume des fractions : 5 ml,

PHOSPHATES Absorption en %
D.0.2 4050 A 2537 A
4 80
1 b
4 60

1 40
4 20
) P! 5 i L L l 0
0 10 20 30 40 50 60 70 FRACTIONS
FIG. 2 - Gel filtration des fractions 78 a 89 correspondant a la chromatographie re-
présentée sur la fig, 1, sur Sephadex G15 — Colonne : 2,5 x 40cm ; €luant : eau dis-

tillée ; rythme d'élution : 20 ml/h ; volume des fractions : 5 ml. .
En trait plein : absorption a 2537 A ; en trait discontinu : D, O, obtenue a 4050 A apres
réaction d'une partie aliquote des fractions avec le réactif nitrovanadomolybdique.
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absorbant les U,V, en 3 fractions distinctes,

Parmi ces 3 fractions, l'analyse de leur spectre U.V. et leur acti:
vité sur la mod&lle de tabac permet de reconnafitre la cytokinine. En effet, nous:
savions que la phytohormone isolée a partir de la souche C'13 suivant la techni
que précédente présente un spectre d'absorption aux rayons U.V, avec une lon
gueur d'onde d'absorption maximum située entre 253 et 254 mp. Or, le spectr:
U.V. effectué a partir des 3 substances séparées sur Séphadex G 15 (figure 3)
donne respectivement pour la substance présente dans la fraction 39 : >\ max,
257 mpu, pour la substance présente dans la fraction 51 :>\max. 253 mp, et
pour la substance présente dans la fraction 61 : )\ max, 268 mp. Notre cytoki-

nine correspond donc a la 2éme substance enregistrée apres gel filtration,

absorbance

N
T

0.6}

0.4

0.2f

200 225 250 275 300 Amp

Fig. 3 : Spectre U.V,. des fractions 39, 51 et 61,
séparées par gel filtration sur Séphadex G 15
(Spectrophotometre Unicam SP 800)
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Le test ""Cytokinine' effectué avec la moé&lle de tabac, confirme cet
te identité : en incorporant cette substance au milieu de Murashige et Skoog dé-

pourvu de kinétine, le parenchyme medullaire du tabac (Nicotiana tabacum W,

38), prélevé sur des tiges adultes apres élimination des extrémités apicales et
basales (%) est en effet capable de proliférer, prouvant ainsi 1'activité phytokor
monale de cette substance,

Enfin, apres gel filtration sur Séphadex, la cytokinine est éventuelle
ment chromatographiée sur papier Whatman n°l en chromatographie descendan
avec comme éluant le mélange Butanol tertiaire/NH4OH/eau (3/1/1 v/v). Apres

développement, elle est détectée en lumiere de Wood, éluée, et lyophilisée,

En conclusion, nous voyons que cette 2eme technique d'isolement
présente, par rapport 2 la premiere, l'avantage de pouvoir fractionner des vo-
lumes plus importants de milieu de culture, tout en opérant plus rapidement
puisque apres 3 fractionnements successifs (Dowex - CM Séphadex - Séphadex
G 15) nous obtenons un produit débarrassé de sels, ce qui n'était pas le cas pré

cédemment,

2 - Analyse de la cytokinine :

Nous avons vu plus haut qu'a partir des milieux de culture de bactéries
phytopathogéﬁes ou symbiotiques des plantes, la kinine produite était la 6 ( 5,
¥ - diméthyl - allyl - amino) purine, encore appelée 6 - (3- méthyl - 2 - bute.
nylamino) purine ou 2 i P ( A 2 isopentenyl) dont la formule chimique est repré

sentée ci-dessous,

HN—CH,—CH=C 013
CHj3
/ N>
k\\ N
NMooom

6 -(3-methyl-2-butenylamino) purine ou 2 i P,

(%) Nous remercions la direction et le personnel du Laboratoire du Phytotron
qui a bien voulu nous fournir les tiges de tabac.
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A partir des acides nucléiques d'Escherichia coli, comme nous le ver-

rons plus loin , on a pu aussi isoler une autre cytokinine qui est trés proche d
la précédente puisqu'elie présente la méme structure, mais avec, en position

2 sur le noyau purique, le radical methyl - thio :

H N—CHp—C He=C O3

\CH3
4 N
00
H?;C——S—‘K\’ : N
N

6-(3-methyl-2-butenylamino)-2-methylthiopurine ou m s 2 i P,

Cependant, la phytohormone extraite des milieux de culture des Arthro
bacter est différente de ces 2 cytokinines car en plus des coordonnées chroma-
tographiques et des critéres de solubilité que nous avons déja souligné, son sp
tre U.V. est nettement distinct : Pour le 2 i P ce spectre, obtenu a partir d'un
solution aqueuse, est caractérisé par )\ max = 269 mp (pH.7) et A min = 234 mp
(pH7); pour lem s 21 P : par A max = 283 mp et )\min = 243 mp, alors que
pour la cytokinine que nous avons isolée, apres purification en chromatographi

sur papier, il donne, dans 1l'eau : >\max = 253 mp et )\min =232 mp.

Afin de vérifier si nous n'étions pas en présence d'un nucléoside, d'ur
nucléotide, ou d'une structure plus complexe, nous avons essayé d'hydrolyser
cette substance avec HCI N, a 100°C pendant 1 heure, ou a 120°C pendant 30rmu
Apres ce traitement, aucune modification n'est décelable en spectre U,V,, et

les propriétés chromatographiques restent identiques,

Pourtant, a partir du produit isolé apres purification sur CM Séphadex
provenant soit de la souche C'13, soit de la souche C 103, donc en présence du
tampon phosphate—~ borax, nous avons obtenu un résultat par action de l'acide

formique concentré a 170°C,

La technique utilisée est la suivante : les fractions correspondant a la
cytokinine, récupérées apres passage sur CM Séphadex C 50, sont concentrées
~ : e e t » 1 . .

a quelques ml, incorporées en présence d'un volume égal d'acide formique con
centré dans des ampoules scellées, et portées a 170°C pendant 1 heure, Apres

ce traitement, la solution est concentrée a sec et reprise avec de l'eau distillé
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plusieurs fois afin d'éliminer totalement 1'acide formique. Une extraction par
l'acétate d'éthyle saturé d'eau suivant la technique de BARTZ et coll, (1970)
est alors effectuée et le produit obtenu, aprés concentration 2 sec, est repris
par une solution d'HC1 N/10, Il est alors éventuellement purifié par passage
sur Séphadex G 15, sur résine cationique ou par chromatographie sur papier
(avec le mélange isopropanol/HCl/cau 680/176/q.s.p. 1.000 ml, Rf, = 0,93 en
migration descendante sur Whatman n® 1. Avec le mélange éthanol & 20 % dans
l'eau bidistillée, Rf, = 0,59 en migration ascendante, toujours sur Whatman n°

La substance récupérée, en solution dans HC1 N/10, donne le spectre U.%
représenté sur la figure 4 : Xmax = 282,5 mp >\ min 242, 5 mp, Ce spectre
correspond & celui du m s 2 i P (HARADA et coll,, 1968), mais l'absence de

soufre dans la molécule de notre cytokinine, prouvée par la microanalyse et le

spectre de masse (%) rejette cette possibilité,

200 225 250 275 300 )\ mp

Fig. 4 : Spectre U.V. de la cytokinine, obtenu apres action de l'acide formique
(Spectrophotometre Unicam SP 800).

(%) nous remercions Monsieur le Professeur LABLACHE - COMBIER qui
nous a permis de faire analyser nos produits purifiés,
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Lia molécule provenant de ce traitement a 1l'acide formique, soluble
dans l'acétate d'éthyle, n'est cependant pas stable : par exemple, en gel filtra
tion sur colonne de Séphadex G 15 (2,5 x 40 cm) éluée avec de 1'eau distillée
au rythme de 20 ml/h. on retrouve en grande partie cette substance dans les
fractions (5 ml) voisines de la fraction 41, mais aussi un produit de dégrada-
tion élué dans la fraction 30 et voisines, dont le >\ max. est nettement inférieu

3 282, 5 mp.

En fonction des premiers résultats dont nous disposons actuellement,

nous pensons que cette cytokinine produite par les Arthrobacter est proche

des isopentenyl adenines. Cette hypothese est appuyée par le microdosage du
carbone (teneur voisine de 58 %) et de I'hydrogene (6,3 %). (Pour le 2 i P par

exemple, le microdosage donne C = 59 % et H = 6,4 %),

L' étude en spectrométrie de masse, qui est en cours actuellement,
nous permettra probablement de préciser cette structure mcléculaire, Les trt
faibles quantités de produit récupérées apres le fractionnement des milieux de

culture rendent en effet tres difficile 1'étude précise en micro analyse.

Indépendamment de ce probleme quantitatif, nous avons aussi rencon-
tré d'autres difficultés qui peuvent &tre résumées en 3 points :

1) 1'activité phytohormonale de la kinine produite dans les milieux de cul
ture diminue tres fortement apres sa purification totale,

2) les potentialités propres A chaque souche de synthétiser des cytokinines
se perdent progressivement lorsque ces souches sont repiquées de nombreuse
fois sur milieu nutritif gélosé,

3) dans certains cas, avec la souche C 103 tout au moins, des cultures, r
cupérées apres incubation, présentent une coloration jaundtre provenant de la
synthese d'un pigment par les bactéries, qui interfere ensuite dans notre mé-
thode de purification. (Le déterminisme de ce changement, probablement d'ox

dre génétique et non imputable 2 une contamination accidentelle, nous est inco
g

nu).

Ces difficultés compliquent, bien sdr, 1'étude de la nature de cette cy~

tokinine d'origine bactérienne,
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DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSICN,

Chez les bactéries, la production de substances absorbant les rayons U.,3
dans le milieu de culture, et plus particulierernent de bases puriques et pyrimi
diques, de nucléosides ou nucléotides, est un phénoméene assez courant, Cer-
taines conditions expérimentales, telles que l'appauvrissement du milieu de cu
ture,accélerent d'ailleurs souvent ce phénomene et on peut démontrer que dans
la presque totalité des cas, celui-ci n'est pas simplement le résultat d'une au-

tolyse des cellules (DEMAIN, 1968).

Les Brevibacterium, bactéries proches des Arthrobacter, ont particuliere

ment été étudiées & ce point de vue : ainsi, on a pu calculer par exemple que B
helvolum pouvait produire dans son milieu d'incubation jusqu'a 52 fois la quan-
tité globale des substances absorbants 2 260 mp présentes dans ses propres ce
lules (FUKAMI et coll. 1963). De plus, les molécules excrétées sont parfois a:

sez particulitres : Br. liquefaciens synthétise ainsi une uridine di-phosphate-~

Nilacetyl-glucosamine-peptide et d'autres UDP hexosamine (OKABAYASHI 1967

Chez les Arthrobacter, nous savons que A, citreus peut accumuler des

quantités appréciables d'acide 5' inosinique dans un milieu supplémenté avec
de l'hypoxanthine, employée comme précurseur (NARA et coll, 1967). Ce dé-

rivé est un produit de fermentation bactérienne, mais pour la cytokinine synthé

tisée par les Arthrobacter rhizosphériques nous ne pensons pas que son origin
soit voisine, mais qu'elle provient plutdt des acides ribonucléiques de transfer
(t RNA). Nous savons en effet que dans ces molécules, des substances de type
cytokinine se trouvent souvent situées a c6té de 1l'anticodon, et ceci, pour les

t RNA d'origine bactérienne, comme pour ceux des végétaux et des levures paz

exemple,

Ainsi, pour Rhizobium leguminosarum et Corynebacterium fasciens, bac-

téries productrices de cytokinine comme nous l'avons indiqué plus haut, COP-
POLA et coll, (1968) pour les premigres, et MATSUBARA et coll, (1968) pour
les secondes, ont pu démontrer que cette activité phytohormonale était aussi -

présente dans leur t RNA. A partir d'autres souches, on a pu méme identifier
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récemment les t RNA contenant des cytokinines dans leur molécule, et en dé-
duire que seculs les t RNA dont la premiere lettre de l'anticodon permettait de
reconnafitre l'uracile dans le code génétique pouvait posséder ces cytokinines
(ARMSTRONG et coll, 1969 et 1970 ; BARTZ et coll, 1970 ; BURROWS et coll,
1969). Précisons pourtant que dans ces t RNA, la cytokinine peut ne pas tou-
jours &tre adjacente & l'anticodon (HECHT et coll, 1970), et que tous les t RNA
dont la premiere lettre de l'anticodon correspond a 1'uracile ne possedent pas

forcément des dérivés de type cytokinine, Pour les Arthrobacter, nous pensons

d'ailleurs qu'il serait intéressant d'étudier cet aspect du probleme,

Enfin cette cytokinine synthétisée dans la zone rhizosphérique des plantes,
peut intervenir soit a l'extérieur de ces plantes, soit dans leur métabolisme
propre, apres absorption radiculaire, Dans la rhizosphere, cette phytohormon
pourrait en effet stimuler la croissance de certains microorganismes : algues,
actinomycétales ou bactéries, LETHAM (1967) souligne d'ailleurs l'intérét des
travaux de QUINN, OATES et BEERS, relatifs & 1'action des cytokinines sur la

rhultiplication de Bacillus megaterium, Agrobacterium tumefaciens et autres

bactéries., Dans le métabolisme des végétaux, nous savons qu'elles peuvent in-
tervenir 2 de nombreux niveaux, et en particulier dans l'initiation et la régula-
tion de la synthese des acides nucléiques, dans la régulation des néoformations
d'organes, de la dominance apicale et de la dichotomisation, dans la stimula-

tion de la floraison, enfin dans la régulation du tra;nsport des molécules dans l

phlotme et de la mobilisation des métabolites (HELGESON, 1968),
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CONCLUSIONS GENERALES
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Ce travail consacré a 1'étude des intéractions entre la plantule
de Colza et les microorganismes telluriques au niveau de son aire radiculaire

nous amene a tirer les conclusions suivantes :

1 - Les substances organiques éliminées par le systéme radi-
culaire de ces plantules, et plus particulierement les acides aminés, permet-
tent 1'établissement d'une microflore rhizosphérique dont les caractéristiques
physiologiques et nutritionnelles aussi bien que le spectre bactérien la distingu

de la microflore tellurique, Certains germes : les Arthrobacter, sont particu-

litrement nombreux dans cette rhizosphere, et leur présence explique l'impor
tante activité ammonifiante et protéolytique dans les milieux de culture des

plantules de Colza,

Cependant, cette richesse en Arthrobacter n'est pas spécifique

au Colza, et peut &tre généralisée pour d'autres plantes, Elle est fonction de 1
teneur relativement élevée de ces Corynébactéries dans la microflore des ter:
res de la région du Nord, employées pour nos expériences., Les exigences nu-

tritionnelles de ces Arthrobacter, et en particulier leurs besocins en acides a-

minés, permettent pourtant de différencier les souches d'origine rhizosphéri-

que des souches typiquement telluriques,

2 - Cette microflore rhizosphérique est capable de synthétiser
des facteurs de croissance de type vitaminique ainsi que des substances de
type phytohormonal. Pour les facteurs vitaminiques, une attention particulie-
re a été portée sur 1'évolution des composés foliques et de la vitamine B12 dan

la rhizosphere. Des résultats obtenus, il ressort que la microflore rhizosphé-

rique du Colza, et les Arthrobacter en particulier, produisent de la vitamine
B12 qui peut étre absorbée par les plantes et que 1l'on retfouve dans les tissus
des végétaux., Par contre, l'augmentation de l'activité folique dans la rhizos-
phere est diie principalement 2 un autre phénomene : la libération par voie en-
zymatique d'origine bactérienne des formes foliques libres a partir des déri-

Ve . e . rd p'd .
vés conjugués, libérés par les racines,
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Enfin, en ce qui concerne les substances phytohormonales, en

plus de l'acide (} indolyl acétique, les Arthrobacter synthétisent une substance

de type cytokinine dont l'action sur le systeéme radiculaire du Colza conduit a
'apparition d'une dichotomie trés prononcée et 2 la prolifération d'un manchon

tres dense de poils absorbants,

Ces résultats nous conduisent 3 évoquer quelques problemes se si-
tuant parfois dans un contexte un peu plus vaste que la rhizosphere, mais dont
1'étude nous semble digne d'étre abordée, aussi bien du cdté végétal que du

cO6té microbien,

En effet, si nous savons qu'il est trées probable que les plantes peu-
vent utiliser certains produits du métabolisme bactérien tels que des acides a-
minés ou des molécules a faible poids moléculaire, nous ignorons leur compor
tement vis 2 vis des macromolécules excrétées par les bactéries, ou libérées
au moment des lyses au contact des racines, Or, nous avons déja soupgonné

dans les cultures d'Arthrobacter la présence de molécules de type polynucléo-

tidique. Parfois aussi, a partir d'extrait de plantules de Colza ayant germées

en présence d'Arthrobacter, nous avons remarqué aprés chromatographie sur

papier, en lumitre de Wood, la présence de substances qui n'existent pas dans
les extraits provenant de germinations stériles. A la lumieére des travaux de
LEDOUX et coll. (1968 et 1969) et STROUN et coll, (1970 et 1971) qui, dans un
contexte expérimental différent du ndtre, ont pu prouver la présence, a l'inté-
rieur des cellules végétales, de molécules telles que des acides nucléiques bac
tériens d'origine exogeéne, il nous semble intéressant d'étudier ce phénomene

au niveau des intéractions rhizosphériques.
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Dans un autre domaine, celui de 1'équilibre biologique des mi-
croorganismes du sol, les pouvoirs de synthese des bactéries rhizosphériques,

qu'elles soient des Arthrobacter comme nous l'avons constaté dans nos expé-

riences ou qu'elles soient des Pseudomonas comme le démontre d'autres cher-

cheﬁrs, doit probablement permettre 1'établissement d'un cycle annuel au cours
duquel les différentes flores bactériennes se succedent, En effet, la synthese
des facteurs vitaminiques dfie a2 la prolifération des germes rhizosphériques,

si elle peut difficilement, a cause de la faible concentration des vitamines pro-
duites, intervenir dans la nutrition des plantes, peut par contre stimuler la
croissance des germes 3 exigences nutritionnelles trés élevée dont l'activité
succédera A celle des germes rhizosphériques, Leur rdle permettra, par e-
xemple, la dégradation de molécules complexes exigeant l'intervention de nom-

breuses enzymes.

Enfin, le comportement des plantes vis 3 vis des agents pathogeénes
ne pourrait-il pas, dans certains cas, s'expliquer par l'effet rhizosphere ?,
En effet, nous avons déja signalé plus haut que PETERSON et coll, (1957) trou-

vaient dans une terre non infectée, plus d'Arthrobacter dans la zone rhizosphé-

rique d'une variété de lin résistante a Fusarium oxysporum que dans la rhizos-
phere d'une variété sensible. Nous savons aussi depuis les travaux de NEAL et
coll. (1967) qu'une substitution disomique de chromosorme chez un blé, provo-
quant la perte de sa résistance 3 certaines maladies cryptogamiques, conduit
corrélativement 3 des changements dans la microflore rhizosphérique. Pour le
Colza, nous n'avons pas abordé ce probleme sur le plan expérimental, mais il
serait peut &tre intéressant d'analyser le spectre bactérien de la rhizosphere

en fonction de ces différences variétales,
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L'étude de quelques problemes particuliers de la rhizosphtre a été
abordée en prenant comme matériel végétal : des graines de Colza dont les
caractéristiques conviennent 3 ce type de travail, et comme source microbienn
la flore tellurique des sols de la région du Nord de la France,ou.des souches
pures provenant de cette méme flore., Ces expériences ont été limitées a 1'étu-
de de la "jeune rhizosphere' c'est a dire celle qui est induite par la croissance

des plantules pendant les premieres semaines de culture,

L'étude de 1'évolution des substances organiques éliminées par
le systeme radiculaire de ces plantules en présence d'une microflore a permi
de mettre en évidence une utilisation tres rapide des acides aminés par les
bactéries, contrairement aux vitamines hydrosolubles dont la teneur globale
dans le substrat de germination varie peu. Parmi les acides aminés excrétés
par le Colza, les plus abondants sont les acides glutamique et aspartique, la
serine, et la glutamine. La présence de sucres tels que le glucose et le fruc-

tose ainsi qu'un acide organique : l'acide malique a pu aussi &tre mis en évi-

dence,

Les caractéristiques de la microflore rhizosphérique induite par la
présence de ces substances organiques la différencie de la microflore telluriqu«
par des partiéularités physiologiques, nutritionnelles, et par son spectre bac-
térien, Cette microflore présente en effet une activité amrmonifiante et protéo-
lytique tres élevée, et 1'étude des groupements nutritionnels montre un enri-
chissement en germes auxotrophes vis a vis des acides aminés, au dépens des
germes prototrophes ainsi que des germes a tres faible pouvoir de synthese.
Quand au spectre bactérien de la microflore rhizosphérique, il se distingue
par une proportion tres forte de bactéries corynéformes du genre Arthrobac-
ter, qui se trouvent stimulées par les excrétions racinaires, contrairement aux

germes sporulés, Cette richesse en Arthrobacter n'est d'ailleurs pas specifiqu«
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au Colza puisqu'elle peut &tre généralisée pour d'autres plantes, de familles
tres diverses., Cependant, elle est probablement en rapport avec le spectre
bactérien propre des microflores telluriques employées dont la teneur en Ar-

throbacter est déja relativement élevée.

Cette microflore rhizosphérique est capable de synthétiser des
facteurs de croissance de type vitaminique, et une attention particuliere a été

portée sur la production de vitamine B dont la présence dans la rhizosphere

12’
a été démontrée, Cette cyanocobalamine peut &tre absorbée par le systeme
radiculaire des plantules, et il a été possible, par dosages biologiques, de la
mettre en évidence dans les tissus des végétaux sains. Son rdle dans 1'équilibre

de la microflore dans le sol ou dans le métabolisme des tissus végétaux a été

analysé,

A propos d'un autre type de vitamines : les composés foliques,
la microflore rhizosphérique intervient aussi, mais cette fois d'une facon dif-
férente, en libérant, par voie enzymatique, les formes libres de 1'acide folique
a partir des composés conjugués excrétés par le Colza, Une étude biochimique
de ces formes conjuguées, quantitativement tres importantes chez le Colza, a
d'ailleurs permi de détecter simultanément la présence de dérivés formylés

et méthylés des pteroylglutamates,

Enfin, cette microflore rhizosphérique, et les Arthrobacter.

en particulier, synthétisent des substances phytochormonales dont l'une, de type

cytokinine, a été décelée griace a son action sur le systeme radiculaire du Colza
- e Ve > . ~ e . P

qui, en sa présence, présente une dichotomie treés prononcée et une proliféra-

tion abondante de poils absorbants. Apres isolement et purification de cette

cytokinine produite dans les milieux de culture des Arthrobacter, son étude chi-

mique prouve qu'elle est différente des cytokinines actuellement connues et pro-
duites dans les milieux de culture de certaines bactéries phytopathogeénes ou

symbiotiques,

Ces quelques exemples d'intéractions entre les plantes: et les
microorganismes s'ajoutant aux résultats déja connus prouvent l'importance
que peut avoir la microflore rhizosphérique, soit dans la symbiose avec les

plantes, soit dans 1'équilibre microbiologique des sols,
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