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A l 'heure de remercier ceux qui m'ont aidé dans l a  réa l i sa t ion  de ce 

t rava i l ,  a ins i  que ceux qui me font l e  t r è s  grand honneur de bien vouloir par- 

t i c i p e r  à ce Jury, je s u i s  heureux d'adresser en premrïer l i e u  mes remerciements 

e t  ma reconnaissance à Monsieur le  Professeur L. LACOSTE. I l  rn'a toujours su i v i  

avec wze at tent ion bienvei l lante  e t  amicale, me témoignant sa confiance en me 

laissant  m e  grande l i b e r t é  dans la conduite de ce t rava i l .  Pendant ces quelques 

années que j ' a i  passées dans son La,boratoire de Cryptogamie, i l  rn'a f a i t  découvrii 

Ze sens profond de l a  recherche, e t  m'a donné Zes moyens de Za réa l i s e r .  

Monsieur l e  Professetir J.  GUILLAUME m'a f a i t  pro f i t er  de sa précieuse 

expérience des études bactériologiques e t  de son enseignement moderne e t  cr i t ique .  

Ses conseils  toujours judicietlx dont j ' a i  eu constamment besoin m'ont souvent a i -  

&. Je lu; dois beaucoup e t  je l u i  su i s  profondément recouznaissant. 

Tous mes remerciements vont aussi  à Monsieur Ze Professeur J .  POCHOïV, 

bhef du Service de Microbiologie du Sol de Z ' I n s t i t u t  Pasteur de Paris, qui  a 

dbcidé de mon orientat ion en suggérant ce su j e t  de recherches. Sa bienveil lance,  

ses  précieux conseils  e t  ses encouragements constants m'ont éte" t r è s  u t i l e s .  

Je t i e n s  à exprimer toute ma grati tude à Monsieur l e  Professeur J.C. 

SENEZ, DZrecteur du Laboratoire de Chinrie bactéAenne du C.N.R.S. à Marseille 

qu i ,  malgré ses  ?zombreuses occupations, a bien voulu participer à ce JuY~. '  Loris 

de mon stage de Microbiologie du Sol à Z ' l n s t i t u t  Pasteur de PaiYis, j ' a i  pu sui-  

vre son enseignement s i  juste e t  s i  v ivant ,  e t  apprécier ses éminentes qual i t és  

pédagogiques qui  m 'ont  efficacement servies  par l a  su i t e .  



Enfin, mes remerciements e t  ma ~~econnaissance vont à îdonsieur l e  Pro- 

f e s s e ~ ~  B .  MONTUELLE, qui  m'a donné l e  goût des recherches pendant Zes premi4res. 

années que j ' a i  passées en Laboratoire. AprBs avoir préparé sous sa  d i rec t ion  mon 

Diplôme dfEtudes Supé~ ieure s ,  i l  s ' e s t  toujours employé à f a c i l i t e r  ma tâche, e t  

l e s  portes de son Laboratoire m'ont toujours é t é  t r è s  ut i lement ouvertes.  

Bien sûr,  je ne pourrai me passer de remercier mes Collègues e t  t ou t  

particulièrement J .  DUBOIS, R. LEE'EBVRE e t  S .  RAMBOUR du Laboratoire de Physio 10- 

g ie  uégj ta le ,  R. JEAH du Laboratoire de Cytoggnétique, B .  DEHORTER e t  G.  VIDAL c h  

Laboratoire de Cryptogamie, qui m'ont t r è s  souvent e t  t rds  efficacement aidés dms 

c e t t e  d i sc ip l ine  nécess i tan t  l a  mis</ en oeuvre de techniques t r è s  diuerseç.  Leur 

appui moral autant que leur collaboration dés?;ntéressée m'on* souvent; é t é  t rSs  pré 

cieux.  Mes rernercieflents vont aussi  à mes camarades du Laboratoire de Chinrie bac-, 

terienne de l ' I n s t i t u t  Pasteur de L i l l e  e t  du Laboratoire de Chimie bZoZogique de 

Z 'Universi t é  des Sciences qui  m 'ont  apporté leur  aidg à maintes reprises .  

i Enfin auprès du personnel technique e t  administrati f  du Labora.toire Ce 

Crgptogamie j ' a i  trouvé constamnzent une ctide arnicale e t  dévouée. Je leur  en suis  

t r è s  reconnaissant, a i n s i  que de l a  synpathique atmosphSre de t rava i l  e t  d'amitié 

q u ' i l s  ont  constribw' à faire régner. 



Depuis longtemps, de  simples observations biologiques telles que l 'auto 

intoxication provoquée chez de nombreuses plantes par  plusieure cultures suc - 
cessives s u r  un m ê m e  emplacement (DE CANDOLLE, 1832 ; MOLLIARD, 191 3: 

l 'action nocive de l 'hélianthe CHelianthus scaberr imus)  cultivée en couronne, qu 

provoque l e  dépérissement  des  plant e s  si tuées au centre  de cel le-ci  (COPPER 

et STOESZ, 1931) ou encore l'effet favorable des  souchets ( G p e r u s )  pour la  

croissance du r i z  (PERALTA et  D E  ESTIOKO, 1923), ont pe rmis  de soupçonner 

la présence de substances rejetées  p a r  l e s  racines.  

Cette excrétion racinaire ,  phénomène longtemps controversé,  a particu- 

l ièrement  été  mise  en évidence grâce à des  analyses chimiques ou chromatogra.  

phiques (ROVIRA, 1956) effectuées à par t i r  du milieu de cul ture  de plantes crois 

sant artif iciellement.  Plus récemment ,  des  techniques basées  sur  l 'emploi de 

radio isotopes démontrent d'une façon encore plus évidente cette elimination 

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

Dans l e  sol ,  c e s  substances minéra les  ou organiques provoquent une s t i -  

mulation souvent considérable, et  une modification profonde de la f lore  mic ro -  

bienne. Des observations microscopiques (STARKEY 1938, PARKINSON et coll. 

1963), d e s  numérations sur milieux nutri t ifs 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 c r é e  ainsi  autour du système radiculaire des  plantes une niche 

écologique part icul ière  que l 'on a appelé la  Rhizosphère. 

Selon RIVIERE (1959), c e  fut HILTNER qui, l e  p r e m i e r ,  erriploya ce t e r -  

m e  en 1904 pour désigner la  région du so l  soumise à l 'action spécifique des r a -  

cines. Actuellement, on divise habituellement la  rhizosphère en deux zones dis-  

tinctes : l a  rhizosphère pnioclie, ou rhizoplan, correspondant & l a  surface des 

racines,  e t  la  rhizosphère éloignée s 'étendant suivant l e s  piantes,  à quelques 

millim'elre s ou quelques dizaines de cent imètres  du chevelu radicel la ire .  



Il nous semble superflu de re fa i re  ic i  l 'historique complète des  recher-  

ches effectuées sur  l a  rhizosphère.  D'excellentes mises  au point bibliographi- 

ques ayant é té  publiées (POCHON et DE BARJAC, 1958 ; BOULLARD et  MO- 

REAU, 1962 ; POCHON, 1963 ; CKALVIGNAC, 1965 ; CEZARD, 1966 ; MACU. 

RA, 1966 ; PARKINSON, 1967 ; ROVIRA, 1969 ; DOMMERGUES et MANGENO' 

1970). 

Avant de délimiter notre  t rava i l  s u r  l 'étude des intéractions plantes - 

bactér ies  au niveau de l a  rhizosphère,  nous préc iserons  cer ta ins  aspects  de ce 

problème, qui sont directement l iés  aux recherches que nous avons pour suivie 

Tout d 'abord, peut-on vraiment pa r l e r  de sécrétion, d'exsudation ou 

d'excrétion de substances par  l e s  racines ? La sécrét ion sous entend une émis 

sion active de molécules pa r  l e s  cellules,  l 'exsudation, un processus  pouvant 

ê t r e  passif ,  e t  l 'excrétion un re je t  de déchets ho r s  de la  celliile. Or,  on a ja- 

ma i s  pu démontrer  de fason préc ise  que l e s  substances présentes  autour du cht 

velu radiculaire  représentaient des  déchets,  n i  que l e  phénomène responsable 

était  actif. L e s  t e r m e s  d'excrétion e t  de skcrétion devraient donc ê t r e  évite's. 

Dans l 'é ta t  actuel de nos connaissances su r  ce problème, il nous semble que le 

t e r m e  l e  mieux adapté à ce phénomène se ra i t  celui d'"élimination". Cependant, 

comme l a  plupart des  auteurs ,  nous emploierons indifféremment l 'un ou l 'autre 

de ces  t e r m e s ,  sachant que nous ne leur  accordons pas de sens  s t r ic t .  

Quels que soient les  aspects  de la  rhizosphère que l 'on étudie, il est  

souvent difficile de t i r e r  une conclusion nette ou de f a i r e  un rapport  concis à 

par t i r  des  résul ta ts  expérimentaux publiés, c a r  la  diversi té  d e s  techniques cul 

turales  employées ne permet  pas l e s  synthèses.  Les méthodes de culture en 

pleine t e r r e  ou en pots, uti l isées par  certains,sont peut ê t r e  idéales sur  le  

plan écologique, ma i s  e l les  apportent des difficultés d 'analyses  parfois insur - 
montables, soit à cause du manque de précisions des analyses  biochimiques, 



soit à cause des variations souvent incontrôlables de la microflore,  sur tout  

quand l e s  expériences ne permettent  pas  l ' é l imi i~a t ion  de l a  fluctuation d e s  

conditions atmosphériques.  

Inversement,  l e s  cul tures  de racines i so lées ,  pratiquées en p a r t i c u l i e ~  

par  KANDLER ( 1 9 5 1 ) ~  PETRU et CHRASTIL (1955) offrent un ma té r i e l  parfai-  

tement contrôlable et une méthode d'étude t r è s  élkgante, mais  l e s  résu l ta t s  

obtenus sont malheureusement  peu significatifs c a r  l a  majori té  des  produits di 

fusant à. par t i r  d e s  racines proviennent de la par t ie  lésée,  e t  peut ê t r e  auss i ,  

par  la  sui te ,  des  processus  de cicatrisation. 

P a r  conséquent, l e s  méthodes les  plus valables sont peut ê t r e  cel les  

qui consistent à établ i r  des  rhizosphère s ar t i f ic iel les ,  en cultivant l e s  plantes 

s u r  sable ,  per l i te ,  vermiculite,  per les  de v e r r e ,  ou en milieu hydroponique. 

A propos de cette de rn iè re  technique, l e s  résu l ta t s  en découlant peuvent p a r -  

fois ê t r e  sujets à caution c a r  l e s  conditions sont a s s e z  éloigne'es de ce l les  que 

l 'on rencontre  dans l a  nature,  surtout quand les cul tures  sont effectuees, non 

pas  su r  solutions minérales ,  m a i s  sur  eau disti l lée,  ce  qui risque d 'entralner  

des  phénomènes d 'exosmose .  

Enfin, quelques chercheurs  ont utilisé des  cultures sur  milieux gélose's 

(DELEUIL, 1950 ; STOLP, 1952 ; BOWEN et  ROVIRA, 1961) mais  l e  domaine 

de leur  utilisation e s t  t r è s  r e s t r e in t  ca r  en plus d e s  inconvénients p r é s c ~ i t é s  

pa r  les  cultures hydroponiques, e l les  sont asphyxiques. 

L a  nature d e s  prodiiits d 'excrétion r ac ina i r e  es t  t r è s  variée.  D ' ap rès  

VANCURA (1964)~ i l s  peuvent représenter  jusqu'à 10 % de matière  sèche  de 

l a  par t ie  aérienne des  plantes.  Probablement à cause de leur  plus grande faci-  

l i t é  d'identification, l e s  substances minéra les  ont é té  reconnues les premières .  

HELDER (1 956), GARE (1 959) et  RIVLERE (1 959) ont particulièrement préc isé  

l a  présence des ions sulfates,  n i t ra tes ,  ch lorures  e t  phosphates. 

P a r m i  les  substances organiques, l c s  hydrates  de carbone e t  l e s  acides 

amine's sont le plus souvent c i tés ,  et  i ls  ont fait l 'objet  de recherches plus ap- 

profondies ca r  i ls  représentent  des  sources éner gStiques et  nutri t ionr~elles pour 



l a  m ic ro f lo r e  rhizosphér ique.  Nous ne  ment ionnerons  pa s  i c i  l e s  d i f férents  s u -  

c r e s  e t  a c ide s  aminés  r encon t r é s  dans  l e s  excré t ions  puisque nous reviendron: 

s u r  ce  p rob lème p a r  la sui te .  Signalons cependant qu'en plus de s  s u c r e s  s i m p l ~  

on a pu, dans  ce r t a in s  ca s ,  notamment  p a r  examen microscopiqire,  r é v é l e r  l ' e  

x is tence dc  matièreç~nucilagineuses, probablement  à base  de  subs tances  pecti-  

ques,  f o rman t  une gaine autour  de s  r ac ine s  (JENNY e t  GROSSENBACKER, 196 

DART e t  MERCER, 1964 ; ROVIRA, 1965). 

De nonlbreux ac ide s  organiques ont a u s s i  é té  ca rac té r i se ' s ,  e t  pa r fo i s  

en  quantités re la t ivement  impor tan tes .  A-insi, RIVIERE (1 959) t rouve qu'un seu 

plant de  blé  peut, juçqu'au ta l lage,  l i b é r e r  13  mg d 'acide  acétique,  3, 5 xng d ' a -  

cide propionique, 2 m g  d 'acide  butyrique,  e t  l ,  5 m g  d 'acide  va?t:rique. 

L e s  vi tamines  hydrosolubles ,  probablement  à cause  de l eu r  fa ible  con- 

centra t ion e t  de l eu r  difficulté de  dosage ont é t é  moins  souvent recherclaées.  

Cependant, en r a s semblan t  l e s  r é su l t a t s  acquis  à p a r t i r  d e s  di f férentes  plantes 

ana lysées ,  on peut d i r e  que pratiqtiement toutes c e s  vi tamines  ont pii ê t r e  iden- 

t i f iées ,  m a i s  jamais  à p a r t i r  d e s  sécrétioris  d 'un s eu l  type de  plantes .  

Enfin,  p a r m i  l e s  substa:lces moins  couran tes ,  s i g n a l o : ~ ~  l' 61iaitlation 

d ' enzymes  te l l es  que l a  phosphatasc p a r  l e s  r a c i n e s  de  mai's (PASNER e t  

SAMOJLOVA, 1955), l ' i nve r t a se ,  l ' amy la se  e t  la p ro t éa se  pa r  l e s  r a c i n e s  de  

b lé  (ROVIRA e t  Mc DOUGALL, 1967) de  d é r i v é s  d e s  ac ides  nucléiqiles (LTJFTDE 

GARTH e t  STE;NLID, 1944 ; FRIES et  FORSMAN, 1951 ; RIVIERE, 1959), de 

f a c t e u r s  de  c ro i s s ance ,  qu ' i l s  soient  de  type auxinique (VANCURA e t  HOVA- 

DIK, 1965) , de  type cytokinine (KENDE 1965), ou de  type gibberell inique 

(VANCURA e t  HOVADIK, 1965; SKENE, 1965) e t  de  coul-narine ori de  s e s  d é r i -  

vé s  (MOTHES, 1955 ; EBERHARDT e t  MARTIN, 1957), 

Par application fo l ia i re  d e  subs tances  t e l l e s  que de s  antibiotiques com-  

m e  l a  s t reptomycine (DAVEY e t  PAPAVEZAS, 1961) ou l e  chloraniphénicol  

(vRANY, VANCURA e t  MACURA, 1962), dus  r égu l a t eu r s  de  c ro i s s ance  ou de  

l ' u r é e ,  il e s t  d 'a-i l leurs poss ible  de  r e t r o u v e r  c e s  coinposés au  niveau d e s  r a -  

c ines  e t  dans  l e s  excre ' tats  r ac ina i r e s .  



L'élimination de toutes ces substances organiques par  l e  système radi 

culaire  des  plantes peut va r i e r  quantitativement, et même qualitativement en 

fonction de nombreux facteurs ,  ce qui rend parfois difficile ou aléatoire  la gé- 

néralisation des  résu l ta t s  trouvés pour une plante dans d e s  conditions déterrni 

nées.  Nous n ' ins i s te rons  pas sur  l e  rô l e  que peut jouer l e  mode de culture pui 

que nous avons déjà évoqué ce problbxie. D 'au t res  facteurs  te ls  que la lumièri  

l a  température,  les  conditions ambiantes e t  l a  nutrition interviennent. parfois 

d'une façon t r & s  spectaculaire.  P a r  exemple, pour le blé, lorsque l ' éc la i re  - 
ment passe de 3.000 à 10.000 lux, i l  s e  produit une activation de l'exsudation 

qui modifie profondément la  population bactérienne (KATZNELSON, 1960). Poi 

l e  tournesol, BELLIKOV et I<IRILLOVA (1 960) signalent également que l 'excré 

tion des acides aminés  e s t  plus active l e  jour que la nuit. L'action de la tempé 

ra tu re  a été par t icul ièrement  analysée par  ROVIRA (1959) qui me t  en évjdence 

l 'augmentation de la conceatration des  acides aminés,  et en part icul ier  de l ' a s  

paragine, autour des  racines de tomate e t  de t rèf le  lorsque !a t empcra ture  s ' é  

lève. Le même phénoin'ene se  produit avec des  germinations de fève, de pois, 

et  de cotonnier (SCHROTEI et co l l , ,  1966). I l  n 'es t  cependant pas  géne'ral, puis 

que WUSAIN e t  Mc K E E N  (1963) trouvent plus d 'acides aminés dans l e s  exsudat 

de f ra i s ie r  cultivés à 5 - 10" qu'à 20 - 3 0 " .  Le  rôle  des conditions ambiantes a 

é té  étudié pa r  I<AT%NELSON, ROUATT e t  PAYNE (1954, 1955, 1956). 11s obse 

vent une excrétion beaucoup plus abondante lorsqu ' i l  y a a l t e r l~ance  de péricdes 

huxnides et sèches ,  e t  que la  teneur en eau du so l  varie.  Enfin, d ' ap rès  BOWEP 

(1969), la nutrition des  plantes peut intervenir  dans l'intensité' de l 'élimination 

des  acides aminés .  P a r  exemple, cel le-ci  peut ê t r e  2 à 3 fais  plus importantc, 

quand les  plantes,  en  l 'occurence des  plantules de pin,  soxit déficientes en phos 

phate. 

La plante auss i ,  suivant sa  nature,  son âge et son état ,  intervient dans 

la  composition de s e s  s é c r  Gtions raciriaires.  VRNCURA (1 964), pour des plan- 

t e s  t r è s  proches te l les  que le blé et l ' o rge ,  signale ainsi  des  différences très 

net tes  dans la composition de leurs  exsudats,  en ce qui concerne cer ta ins  sucm 



(le galactose,  l e  glucose et  l e  rhamnose) a lo r s  que les  au t r e s  restent  à des 

taux s i rni la ires  pour l e s  deux plantes. Récem-ment, on a m ê m e  pu me t t r e  en 

évidence une relation entre  une siibstiti.~tion disomique de chrornosornespour UI 

blé, et  l e  spectre  microbien de la  rhizosphère (NEAL, ATKINSON et LARSON 

1970). Quant à l a  relation existant entre  l 'âge de la  plante e t  llirGportance de 

s e s  sc'crétions, e l le  a particulièrement étC examinée par  ROVIRA (1956), RI- 

VIERE (1959), VANCURA et EIOVADIK (1965) : Ces  de rn ie r s  par  exemple trou 

vent le  (! - pyrazolylalanine dans l 'exsudat du concombre uniquement dans le  

p r e m i e r s  s tades de croissance.  De même avec la  tomate e t  le  poivrier ,  i ls  C E  

rac tér i sent  la tyrosine seulement l o r s  de l a  formation des  f ru i t s ,  et pas  aux 

au t re s  s tades du développement. Enfin, l 'é ta t  de la  plante intervient : K A T Z  - 
NELSON e t  coll. (1954 - 1955) ainsi  que LIARTIN (1957) trouvent que l'e'rnis- 

sion des substances e s t  plus importante quant il y a f l6tr issement  des  plantes. 

Enfin, i l  e s t  peut ê t r e  encore utile de p réc i se r  la  signification du termi 

spermosphère,  et  d 'en déterminer  s e s  relations avec la rhizosphère.  S i  nous 

prenons cornme d4finition de la rhizosphère,  la zone du sol  dans laquelle la 

microflore  tellurique subit l'influence des racines,  nous pouvons définir la spe 

mosphère,comrne la  zone du sol  dans l lquel le  la  microflore  épiphytique de la 

graine et  l a  microflore  tellurique subissent l 'effet de la  germination. 

Deux pa ramèt res  d 'ordre  microbiologique interviennent donc ic i  : le  

p remie r  étant représenté  pa r  la microflore  épiphgrtique qui e s t  toujours p ré -  

sente sur  l e s  téguments, et  dont l a  nature a déjà fait  l 'objet  d'une synthèse 

bibliographique importante (VERONA, 196 3) ,  l e  s eco~dé tan t  l ' é ta t  m i c r  obio- 

logique du sol. Ce s e r a  donc l 'ensemble microbien apporté par  la graine,  ou 

plus g4néralernent p a r  la semence, qui va surtout différencier la s p e r m o s p h è ~ i  

de la rhizosphère.  D'après  VAGNEROVA cependant (1963) l e s  hact6r ies  de la  

graine ne sorit capables de coloniser et  de prolife'rer sur  l e s  racines qu'en ab- 

sence de la f lore  tellurique. En s a  présence,  seuls  les  ge rmes  chromogènes 

et l e s  Pseudomonrtc -- pigmentés, considérés comme e'piphytiques, persis tent  

s u r  l e s  rac ines .  



Enfin, ces  g e r m e s  présents  sur  l e s  grairies, airisi que les  substances 

secré tées  pendant l a  germination, comme nous l 'avons constat6 pour l e  sys-  

tème radiculaire,  prc'sentent auss i  des  fluctuations en fonction de la variation 

des conditions externes (HAYMAN, 1969 ; LEELAVATHY, 1970). 



Le  but de notre  t ravai l  était  d 'analyser  quelques problèmes particulier 

de la rhizosph'ere : d'abord, les  caractér is t iques microbiol.ogiques préc ises  dc 

la  microflore  rhizosphérique, ra rement  étudiées, dont l e s  données actuelles so 

souvent vagues ou contradictoires ; puis, et  sur to i~ t ,  l e s  produits de synthèse ba 

térienne pouvant intervenir soit dans la  croissance de la plante, soit dans l'éqi 

l ibre  ou l e  cycle biologique de la microflore  tellurique dans son ensemble. 

Pour  mener  à bien ces  recherches ,  nous avons choisi un matér ie l  végé 

ta1 convenant le  mieux possible aux exigences expérimentales e t  aux données 

du problème : l e  Colza ; et nous nous sommes consacrés  uniquement à l 'étude 

de la  "jeune" rhizosphère,  induite pa r  la croissance des  plantules pendant les  

p remiè res  semaines de culture. 

Après  un rapide exposé de deux techniques qui sont à l a  base de presqu 

toutes nos expériences : l a  culture des  graines et l e s  dosages microbiologique: 

des  vitamines,  nous étudierons successivement : 

1 - les  substances organiques éliminées par  l e s  plantules, et leur  utili. 
sation pa r  la microflore .  En raison de leur  aspect n~i t r i t ionnel ,  notre attention 
s ' e s t  surtout portée su r  l'évolution des acides aminés e t  des  vitamines hydro- 
s oluble S .  

2 - l es  caractér is t iques de la  microflore rhizosphérique, tant s u r  l e  
plan physiologique et nutritionnel que su r  l e  plan écologiclue. Nous insis terons 
dans ce chapitre su r  l ' importance du spec t re  microbien de l a  microflore  tellu- 
rique de départ ,  inévitablement significative. 

3 - quelques aspects  par t icul iers  que nous avons pu me t t r e  en évidence 
à par t i r  de ces  p r e m i e r s  résul ta ts  : 

- l a  synthèse cle vitamine B et son importance dans l a  rhizosphère 
12 - l a  nature et  l'évolution des  composés foliclues 

- enfin la production d'une substance de type cytokinine par  des  Arthro-  
bacter rhizosphériques. 

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

pér iences en cinq par t ies ,  correspondant aux différents poirits étudiés. 

Dans l a  m e s u r e  du possible, nous avons incorporé clans l e  texte l e s  no- 

tes  impr imées  qui ont 6té publiées. Cependant, par  souci d'homogén4ité et  

pour permet t re  une lecture plus facile,  toutes les  ré férences  bibliographiques 

sont rassemblées  et  c lassées  à la fin du niémoire.  



M A T E R J E L  ET T E C H N I Q U E S  



Les  techniques uti l isées sont t r è s  var iées ,  ca r  pour l'étude de l a  rh i -  
zosphère,  le  double aspect végétal et  microbien du problème implique tour à 
tour des  analyses biologiques, biochimiques et  bacte'riologiques. C e,pendant, 
deux techniques part icul ières  seront presque constamment employées : l a  cul- 
t u re  des  graines pour l'obtention des excrétions rac ina i res  et  les  dosages vita 
miniques. Dans ce  premier  chapitre,  nous analyserons ainsi  en détail ce s  tecf 
niques fondamentales tandis que les  au t res  seront  mentionnées dans l e s  modali-  
tés  opératoires  des  chapitres suivants. 

A - LE CHOIX DE LA GRAINE. 

Pour une étude s e  limitant aux p remie r s  s tades  du développement d'une 

plante, le  choix de l a  graine présente  une t r è s  grande importance. En effet, s i  

nous voulons l imi ter  au minimum l 'établis sement d'une spermosphère,  il nous 

fallait une graine,  d'une pa r t  facilement s tér i l isable  afin d'éliminer tout appori 

de g e r m e s  épiphytiques, et  d 'autre  par t  contenant peu de substances de  r é s e r -  

ves ,  afin que l'exsudation possible de c e s  substances au moment de l a  gerrnina 

tion n'affecte pas la  composition chimique des exsudats proprement rac ina i res .  

Après  plusieurs e s s a i s  avec différents types de semences,  nous avons finale - 

ment conservé l a  graine de Colza ( ~ r a s s i c a  napus oleifera) qui présente en 

plus l 'avantage de ge rmer  rapidement dans nos conditions expérimentales. C d -  

t e  graine,  entourée d'un fin tégument, es t  constituée pa r  deux cotylédons peu 

volumineux recouvrant l 'embryon. Nous avons successivement utilisé plusieur: 

var iétés  : Valois, Crésus  et  Régina. 

Pour  la  stéril isation, des  expériences précédemment  effectuées avec 

des ak'enes d'enclive (Cichorium intybus) nous ayant montré  l a  diminution du 

pouvoir germinatif des  graines lorsque l e  chlorure mercurique es t  employé 

(BLONDEAU, 1965),  nous avons éliminé cet antiseptique et  préféré  l'hypochlo- 

r i te  de calciuix (il e s t  uti l isé en solution à raison de 35g. par  l i tre).  

B - LES TECHNIQUES D E  CULTURE.  

Suivant le  but dés i ré  : l a  récupération des excrétats, l a  récupération 

des plantules, ou la  recherche d'une action microbienne au niveau du système 

radiculaire ,  nous avons utilisé d iverses  méthodes : l a  culture en tubes spéciauj 

en tubes simples,  ou en milieu hydroponique. 

1 - Cultures en tubes spéciaux : 
I - - _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ C _ - - - - -  

L'exposé de cette technique a été publié (Bull. Soc. Bot. Nord 

Fr, 1968, 21). 
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E X T R A I T  

TECFINIQUE BE CULTURE POUR L'ETUDE 
DES BNTERACTiON5 MlCR0811ENNES AU MIVEAU 

DU S'SSTEME RADICULAIRE DES PLANTULES 

par R. BLOSDEAU (*) 

I,cs techriiclues le plus souvent ernployées pour l'étude de la rhizo- 
sphère dcs je:itleq plantes soiil basées sur  1'iitilis:ttion de ci~l turcs  en 
terre (SZE\IRER 1059, MILLÏH et ,SCII\IIDT iDG3) ou de ciiltures hydroponiques. 

Si les [premières respectent les conditions écolopic~ues de frerinina- 
ticri, elles sont cependaiit peu courantes car lc siibstrat de germination 
est très \rai.iiil,le et chiiliique~nent trop complexe. 

Iles ciiltiircs hydroponiques. au contraile, permettent l'emploi de mi- 
lirilx d r  ciilture s~nthét iqi ies  qui offrent, de plus, l'intérêt d'etre directe- 
i~ icn t  utilis;ihles, sans élution préalal)le, pour les analjsef; biochiniiques. 
?&coiogicjuerncnt, ces cultiites sont poi~rtarit trPs critirluables, aussi hie11 
p o i ~ r  I'étutic dcs pliéiion-itiiies pliysioloêi(1ues intervenant ail iîi\ eau tlu sys- 
tème iadiciilaire des p l a ~ t u l e s ,  que pour l'étiicle dcs iritéractions nijcro- 
biennes. 

Les conditions expé~iriientales que l'on doit faire intervenir pour ce 
genre de travail consistent donc, d'une part, B utiliser uii siibstrat de 
germination convenable et, d'autre part, :I prévoir la possibilité d'une 
élution CC iri situ ,, des siil~stances éliminées par les racines. 

Ainsi I < i r s ~  (2948) utilise par eueiriple le sable comme substrat. CI-r(:ice 
h iinc teclinicjiie tri% sirnple cc çahle ei t  constainn~eiit irnl1ilj6 par la solu- 
tiori nittritive, disposée h l'extéritlur du tuhe de germination. Le prohlème 
(le l'élution 11'est cependant p ~ s  résolii. 

STOTSI~Y, CI-I,BRE'III et A ~ I S L I  IIVGI) après de nonihrcux essais, trouvent 
R I ~ S S ~  qiie le s.tble consti ltic Sc meilletir substrat u tilisnble. La technique 
de ctiltiire clu'ils ont mis lonrruc*iient au point apparaît trks int6ressarite, 
inais elle eqt bcailcoti~~ tinp coiiiplese pour effectuer des allalyses en séries, 
ou pour Ctudier les ph6iionii.nes se iiniitant seiilmient aux premiers stades 
de développernent des plantules. 

(*) Séance du 15 mai 1968. 



Dans le cadre de l'étude des intéractioris nutritionnelles entre les 
plantuies de colza et diverses microofiores tellilriques, nous préférons uti- 
liser des tubes de culture coiitenant de la laine de verre, supportant 
comme substrat de gcrinination ciu saille de Fontainebleau lavé aux acides. 
Iles conditions écologiques semblaient ainsi respectées, mais le problèrne 
de l'élution restait toutefois posé. 

Dans cette note, nous exposons une noiivelle technique de  culture 
trbs simple perrriettarit, in situ, une élution en série des substruts de germi- 
nation. Nous précisons aussi les coilditions que nous respectons pour le 
choix, la  préparation et  l'utilisation de la (( microflore de référence ), ense- 
mencée dans les tubes. 

TECHNIQUE DE CULTURE 

Tiiùes de culture : 

Les tubes de culture employés (240 x 40) comportent deux parties : 
une pièce supérieure, au  fond de laquelle est soudé un disque de verre 
fritté (porosité 1), et une pièce inférieure, en forme de coupelle, surmon- 
tée par un  rodage femelle s'adaptant esacterrient h l a  base de la pièce 
supérieure. Chacune de ces pikces est en plus garnie de deus  ergots per- 
mettant cle les maintenir solidaires. 

Sur  le disque de verre fritté est placée de la laine de verre, supporta~it 
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 1J1.000 
est ajoutée B raison de  1 ml pour 9 ml de KNOP. Le tout est réparti à raiscn 
de 10 ml par tube. 

Pour les cultures témoins, cette riiicroflore diluée ait 1J1.000 a été sté- 
rilisée à l'autoclave avant son atldition au milieu de KNOP. 

Après erlsemencernent des graines, préalablement stéri!isées k l'hypo- 
chlorite de calcium, les tubes de culture sont recouverts d'un papier d'étain 
et placés dans une pièce régulée à 20" C. Ils sont soumis un éclairement 
de 3.000 lux, 12 heures par jour. 

Elbition des substances présentes dans le substrat de germination : 

Après un teiîlps cléterrniné de germination, les tubes de culture sont 
4Iués de la façon suivante : 

- On enlève la pièce inférieure du tube, et or1 adapte la pièce supé- 
rieure contenant le sernis dans un  entonnoir possédant un rodage de même 
diamètre, et branché sur  une fiole reliée h une rampe à vide. 
- Au-dessus de chacun de ces tiibes, et dans le même axe, sont dis- 

posés successivernent un siphon calibré à 13 ml et iine ampoulo à décanter 
contenant de l'eau hidistillée. Le débit d'écoulement de cette eau est réglé 
h 1,5 rnl par minute par 1'iritérmédiaii.e d'une pirice de inorh disposée 
sous le rohinet de l'ampoule. 
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a : pièce supérieure 

b : sable 

c : laine de verrc 

d : verre fritté 

e : pièce inférieure 

TUBE DE CULTURE E T  DISPOSITIF D'ELUTION 



- Lorsque tous les t ~ i l ~ e s  (5 ou 10) sont adaptés h cette rampe d'élu- 
tion on actiorine la ponil3o à vide et on ouoie tous le:, robinets des ainpou- 
les. Par  fractions de 10 ~ n n ,  25 1111 d'eari bidistilléc va ainsi successive- 
ment éilier le substrat (le gerrriinstioii des t~ibes. 

Des essais préalâl~leç effectués sur la récupération des acides aminés 
présents daris le siibstiat (le gei'niii~titioil, ont montr6 que trois élutions 
s~iccessives de 15 ml  sont sri8isniitcs pour toiit éliies. 

Le tnbleaii suivant clonne, à titre d'csernple, les r6sultnts obtenus à 
partir d'~irie culture de colza api'i.ç sept jours (le germination. Après 
chaque élutiori, les acides aminés tota-tix retenus sur  résine Dowex 50 sont 
dosés suivant la rnétliode de TROLL et CASNIN. Ces résultats sont i'nppoi.tés 
à un trihc de culture (25 plailtules). 

Enfin, après élution de tous ies iubes correspontlnnt à une rneme expé- 
rience, les éliiats son1 rasteinhlPs et filtrés, d'abord sur  préfiltres, pilis sur  
membranes (( MiIlipore ,> de O,&{L. 

MICROFLORE. TELLURIQUE DE REFERENCE 

4 élutio~i 
-- 

- 
- 

Acides aminés 
en ILM 

Terre utilisée : 

L'origine de la inicrofiore employée dans toutes les expériences pro- 
vient d'une terre qui coi'respond ailx exigences yile noiis nous so~nrries 
imposées, c'est-à-dire : 

1" 6lution 
-- 

0,136 

- elle ne doit pas être cultivée ; 

- elle ne doit pas avoir reç.ue d'amendements aussi bien organiques 
que minéraux depuis plusieurs années ; 

2 élution 

0,035 

- elle ne doit pas avoir été traitée par des herbicides au autres pro- 
duits chimiqiies. 

3" élution 

0,008 

Selon nous, la inicroflore contenue darls une telle ierre réporid assez 
bien aiix nécessilés (tes expérierices, c'est-h-dire à l'ulilisaiion d'une micro- 
flore tellurique natiii'elle d'une part. et stable dtins le ternps d'autre part, 
d'où le terme de niicrofiore de séféreilce 1) que nous lui avons prèté. 

Préparation de la terre : 

Elle est tout d'abord séchée à tcinpérature ambiante en lits peu épais 
dans une étuve à ventilation, pendant un  & deux jours suivant son taus 
d'humidité. 



Elle est ensuite passée snr uri tamis k rnaiiles très serrées cte façori 
à ne retenir que les fines particules donnant Line masse honiogène. 

Pour la conserver ensuite eii niodifiant 1- moins porsible le nombre 
de bactéries 1îi36ccntes, ainsi que 1'équiiil)re hiologiqile des ïlifférents niicro- 
or~anisiîtes, itous la placons tla:is un tlcs;icc~teur h vide entreposé dans 
ilrie chambue fuoide. Le fond de celiii-ci est en plus garni de chloriire de 
cnlciiim. Apics chaque prél~vement, nous faisons s~stt;ma:iquenîcnt le 
 ide, rt nclus réc,rljlissons Id pre,'.s,~r! 2 l'intérietir  LI récipieil! en ne faisant 
pénétrer que de l'air desséché. 

Caractéristiques de la microflore : 

Lorsqu'iirie terre a été conservée de celle façon, nous considérons 
qu'elle peut étre ukilisée pendilnt ait nioins huit mois. 

E n  effet, les nonibreiises iiumeïntions I>iictériennes que noiis avons 
effectiiées h partir de la terre pi.écéderninerit &;finie nous ont donnC des 
rbsultats stables ~ ~ c n d a n t  cctte périorle, et conipiis entre 25 et 30 iuillions 
de germes pnr gramme de terre. y 

Au point de vue du  pouvoir de synlliilçe de ces bactéries, étudié suivant 
la techriique (le LGCIIHE.ID et C l i . 4 ~ ~  : 

-- 34 0/0 étaient capablrs de proliférer sur  un rrlilieu contenarit siiîiple- 
nient des sels niinéraus et du glucose ; 

- 20 % exigeaient la  pl-tiscnce d'ticides aminés ; 

- 16 Oie exigeaient la présence (le vitamines ; 

- 30 "/, esigeiiierit la  présence d'autres facteurs de croissarice présents 
dans l ' e s t~a i t  cle levure et l'extrait de terrc. 

Utilisation de cette rnicrofiore pour l'étrrde de la riiizosphère : 

Aussi bien pour la numération de In Pioi'e totale que pour la prépa- 
ration d 'un CC inoculiim 11,  nous ~i)ltipiiroris d'cibord la suspension dilution 
au 1/10 en verstint 10 :,. de terre dalis un erlcn contenant !?O 11x1 d'eau physio- 
logique stérile, et nous placons h l'a-itation niagnétiqlie pendant une 
demie heure. 

Ensuite, rious préparons les autres dilutions en utilisant des eilcns 
contenant 90 ml d'eau physiologic1i:e stérile. 

Pour l'enscrnencernent des L~11)es de c-alture, nous procédons de la 
facon suivante : noiis effectuoris la dilution nu 1/10.OCO en utilisant des 
erlcns contenant 00 ml  de i~iilieu de T ~ S O P  stétile, et nous r4partissoiis 
celui-ci B raison de 10 ml par tube (te culturc. Eri ~itilisaiit !a terrc préco- 
(jetliment decrite, chaque tube iaccuit ainsi 5 . O C ; O  N 30.000 bactéries. 

Pour les riuiilérnlioris (le ~;iic~.oflon.e etifin, rious utilisoiis le niilieu 
çélosé défini par BI:;~T et ROVIH.~. 
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CONCLUSION 

Cette technique de cii1tui.e pi84seiite surtout corrime intérêt l'utilisation 
rl'iin niatériel sin-il~lc et d'un substi.,it de gerriiination bien &ré, permet- 
tant lin de\-eloppernent normal di] s:,-stèn~e radiculaire (les plantules. 

Cependant, ainsi définie, cette technique n'est ütilisable que pour 
I'4tude des preniiers stades dè In croissance des l)lantuleç, c'e~t-à-dire 
pendant 20 B 25 jo~i rs  de cultuine. Ensuite, le riiilieu de cullx~tie devenant 
déficienl, de nouveaux phérionièiies physiologiques risquent de perturber 
coliii qiii est annlysé. 

Notons cependant qu'il est possible de prevoir un système tl'alimen- 
tation continu en liqiiide niilritif, nlüis chaqrie tube perd alors son auto- 
nciri-iie, et la rnéthotie ne répond plus aux besoins demandés. 
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2)  Cultures  en tubes s imples  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ce sont des tubes en pyrex de 4 x 1 5 cm, ou de 4 x 20 c m ,  dont 

l e  fond es t  garni  de laine de v e r r e  non tassée  surmontée de 15 ou 20 g. de çab 

de Fontainebleau lavé aux acides (Prolabo) ou de sable  de m e r  purifié (hlerck) 

Après s tér i l isat ion par  autoclavage, chacun des tubes reçoi t  généralement 10 

mi l l i l i t res  de l a  solution nutri t ive de Knop diluée au  demi ; et après  un léger  

"labourage" de la surface à l 'aide du fil .  d'un manche Pas teu r ,  qui favor isera  

la  germination, l e s  tubes peuvent recevoir  15 à 25 graines de  Colza. Préc ison  

toutefois que l e s  tubes et l e  milieu nutritif doivent ê t r e  obligatoirement ste'rili. 

s é s  séparément ,  sinon, la laine de ve r re ,  d'une p a r t  ne jouera plus son rôle 

d 'aérat ion du substrat  de germination, d 'autre  p a r t  r isque d 'émettre  une quan- 

t i té appréciable d'ions dans le  milieu, pouvant inhiber la germination d e s  gra i -  

nes .  Après  ensemencement, l e  bouchon en coton c a r d é  des tubes e s t  f lambé, et 

l 'extrémité  supérieure de c e s  tubes e s t  recouverte  pa r  du papier d 'étain çt6riJ.I 

3) Cultures l-iydroponiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

El les  ont é té  effectuées soit en tubes à 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  im disque de coton hyclro 

phile ou de coton ca rdé  su r  lequel sont déposées l e s  graines.  Le milieu nutr i -  

tif e s t  toujours la  solution de I<nop (20 ml/tube). 

Les  flacons spéciaux sont coiistitués pa r  des  er lens de 1 l i t r e  

modifiés par  soudure, au  t i e r s  de  leur  hauteur,dlune tubulure la térale  en f o r -  

m e  de croix de 2 c m  de d iamètre ,  destinée à recevoi r  une graine,  pouvant ge r -  

m e r  s u r  un disque en coton hydrophile maintenu s u r  4 ergots  internes comme 

précédemment.  A l 'aide de bouchons en coton cardé ,  disposés dans l e s  bran-  

ches de l a  tubulure, il e s t  possible de maintenir l a  s té r i l i té  du milieu de  cul- 

ture  au  moment où l a  par t ie  foliaire de l a  plantule c ro i t  en dehors du flacon. 

Ces différents dispositifs de germination sont représentés  sur  

l a  planche qui suit. 





C - TECI-INIQUES DES DOSAGES VITAMINIQUES. 
- 

Nous n'exposerons dans ce chapitre que l e s  techniques microbiologique 

de dosages vitaminiques basées slir l 'uti l isation des souches provenant de l 'A-  

mer ican  Type Culture Collection (ATCC). Mais avant d'employer c e s  souches, 

nécessitant l 'uti l isation de milieux de culture t r è s  divers et t r è s  complexes, 

rendant les  dosages a s s e z  onéreux, nous avons effectué nos p r e m i e r s  e s sa i s  à 

l 'aide d'une collection de souches sélectionnées par  LOCHHEAD (COOK et LO 

CHHEAD, 1959)(&). La  technique employge pour ces  souches est  détail lée dan: 

la  premi'ere par t ie  de ce t ravai l .  

1 - Principe et  modalités expérimentales des dosages : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La méthode e s t  basée sur  l 'uti l isation de microorganismes ne 

pouvant, naturellement ou pa r  mutation, synthétiser un facteur de  croissance,  

et présentant a l o r s  pour celui-ci  un besoin absolu. La croissance de  ces  niicr 

organismes s e r a  donc, dans cer taines  l imites ,  proportionnelle à l a  quantité di 

facteur de croissance,  présent  dans un milieu de culture,  complet par  ailleurt 

Le dosage repose ainsi  s i x  l 'établissement d'une gamme étalon 

et  d'une gamme expérimentale de tubes contenant généralement 5 m l  du -milieu 

de culture uniquement déficient en la vitamine à doser ,  et  p réparé  à une con- 

centration double de la  concentration finale correspondant à l 'optimum de crok 

sance pour la  souche tes t  utilisée. Tous les  milieux proviennent de  la  f i rme  

"Difco-laboratories", et ont été préparés  suivant leurs  indications (dans l e s  

cas  contraires ,  l e s  modifications seront  signalées le  cas  échéant). 

Apr'es ste'rilisation des  tubes p a r  autoclavage, ceux de la gam-  

m e  étalon reçoivent des  quantités c ro issantes  d'une solution étalon de la  vita- 

mine à doser sauf l e  p remie r ,  considéré comme le  témoin de stéril isation, et 

le second, comme témoin de pureté du milieu. Les  solutions étalon sont s t é r i -  

l i sées  par  autoclavage pour l e s  vitarnines thermorésis tantes ,  et p a r  fi l tration 

( ~ i l l i p o r e  0 , 4 5  p) pour cel les  qui sont thermolabiles.  E l les  sont conservées 

(i) ces  soucl-ies nous ont é té  t ransmises  par Monsieur POCHON (institut P a s -  
teur  de P a r i s  - Service de Microbiologie du sol.). 



à 4°C dans un récipient opaque pour l e s  vitamines photolabiles, et  sont renoi 

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 connaître la teneur en vitamine (géne'ra- 

lement de O, 1 à 5 ml).  

Finalement,  tous les  tubes sont complétés à 10 m l  avec de l 'eau bi-  

distillée s t é r i l e  e t ,  à par t  le  premier ,  sont inoculés par  la souche tes t  choisie. 

2 - Souches test  employées : 
- - - - - - - m . - - - - - - - - - - - - -  

Ce sont des  bactér ies ,  des  levures  ou des algues : 

bactér ies  : Lactobacillus case i  ATCC 7469 
L_-tobacillus plantarum ATCC 8014 
Lactobacillus leichmannii ATCC 4737 
Lactobacillus leichrnannii ATCC 7830 
Lactobacillus viridesc- ATCC 12 706 
Streptococcus faecalis ATCC 8043 
Pediococcus cerevis iae ATCC 8081 

levure Saccharomyces car lsbergensis  ATCC 9080 

algue Ochromonas malhamensis  ATCC 11 532. 

A par t  0. malhamensis,  toutes l e s  au t r e s  souches sont conservées 

en collection par  repiquage mensuel su r  les  milieux gelosés conseillés par  

"Difco". L'ensemencement s e  fait pa r  piqure, et  après  incubation, la  collectiox 

e s t  maintenue à 4°C.  

Pendant l a  période de dosage, l e s  souches uti l isées sont repiquées 

chaque Jour de façon à obtenir des réponses plus actives.  El les  sont incubées 

à 28 ou 37 "C suivant les  germes ,  et  la  veille de clzaque dosage, e l les  sont en- 

semencées dans un milieu liquide qui a la composition du milieu de  base c o r r e s  

pondant 2 l a  souche, enrichi de la quantité de vitamine égale à la dose la  plus 

for te  de la  gammed'étalonnage d e  so r t e  qu 'après  incubation à l a  tempgrature op 

t imum, le  milieu en soit totalement dépourvu. Cette culture s e r t  à la p répa ra -  

tion de l ' inoculum destiné aux tubes de  l a  gamme étalon e t  de l a  gamme expéri-  

mentale.  Après  centrifugation, le  culot de  sédimentation obtenu e s t  lavé, et  l e s  

cellules sont émulsionnées dans un tampon phys i~logique ,  A pa r t i r  de cet inocu- 

lum, chaque tube d e s  gammes de dosage (sauf l e  l e r  tube de la gamme étalon) 



es t  ensemencé à ra i son  d'une goutte pa r  tube. Cependant, pour tous l e s  dosa- 

ges n'exigeant pas l'obtention d'v.11 "blanc" (2ènie tube de l a  gamme étalon) 

t r è s  faible,  nous ne  procédons pas à ce lavage qui provoqlue parfois une dimi- 

nution de la  sensibil i té du test .  L'inoculurn e s t  a lo r s  p r é p a r i  simplement en 

effectuant une dilution de la  culture initiale au  1/200 dans un tampon plkÿsiolo- 

gi que. 

Four  0. rnalhn.riensis, l a  conservation de la  souche s'effectue 

par repiquage, tous l e s  5 jours,  dans un milieu liquide ( ~ a c t o - B  Ochromo- 
12 

nas ~ e d i u m - ~ i f c o )  complémcnté en vitamine B et incubé à 28°C en présen 
12' 

ce de lumière .  Ce m ê m e  milieu ensemencé, a p r è s  5 jours d'incubation, s e r t  

directement d'inoculum et peut ê t r e  r épa r t i  dans l e s  tubes à raison de 1 gouttt 

pa r  tube. 

3 - Lecture des  résul ta ts  et  calcul : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après incubation à 28 O ou 37 OC à l 'obscurite', et  généralement 

pendant 20 à 30 heures  (sauf pour O. malhamensis  qui e s t  incubé en agitation 

continue pendant 4 jours),  l a  lecture d e s  résu l ta t s  s 'effectue par néphz'lomé- 

t r ie .  Cette méthode permet  une augmentation de  la  sensibil i té du dosage par 

rapport aux lec tures  effectuées en turbidimètr ie ,  et  rine plus grande rapidité 

par  rapport  aux lec tures  acidimètriques.  L 'apparei l  uti l isé e s t  l e  "Lumetron 

402 Elt (f?hotovolt) équipé d'un galvanomètre à reflexion multiplc et  du f i l t re  

51 5 mp. Pour  les  lectures ,nous diluons souvent l e  contenu d e s  tubes au demi 

avec de l ' e au  disti l lée,  permettant l 'uti l isation d'une cuve de 20 ml.  

La lec ture  néphélomètrique de  chacun des  tubes de la gamme 

d'étalonnage, exprimée en % de lumière  d ispersée ,  e s t  a l o r s  représentée  

graphiquement en fonction des concentrations vitaminiques. On obtient la  cour 
* 

be étalon du dosage, présentant souvent, pour l e s  faibles concentr a t '  ions, une 

partie recti l igne, suivie d'une courbure.  

Pour  l e  calcul de l a  concentration en vitamine des  tubes d e  la 

gamme expérimentale,  seuls  sont retenus l e s  résul ta ts  néphé Zométriques rap-  

portables , à part i r  d e  l 'axe des ordonnées,  sur  la  partie recti l igne d e  l a  cour 

be étalon. P a r  extrapolation en fonction du volume de solution Ltudiée incorpo- 

r é e  dans c e s  tubes, on en dit'duit l a  concentration vitaminique par  ml de la  so -  
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lution initiale. L a  représentatioil graphique des résu l ta t s  obtenus à par t i r  de l a  

gamme expérimentale du dosage permet  auss i  de contrôler l 'absence de  subs-  

tances s t inîulatr ices  pouvant fausser  l 'exactitude du dosage. 

L e s  planches qui suivent ce chapitre présentent  l e s  courbes d'é- 

talonnage obtenues avec la plupart  des souches t e s t  employées.  P a r  la même  

occasion, e l les  indiquent les  ré férences  des  milieux e t  des  vitamines uti l isées,  

ainsi  que la  l imite  de sensibilité du dosage. 

4 - Dosages vitaminiques effectués ap rès  fractionnement chromatogra- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
phique : - - - - - - -  

Dans la  plupart des  cas ,  surtout lorsque toutes les  vitamines 

hydrosolubles sont à doser dans une solution ou dans un extrai t  végéta1,aucun 

fractionnerncnt n ' e s t  nécessa i re .  Cependant, l 'utilisation de cer taines  souches 

test ,  t r è s  spécif iyues~tel les  que 0. malhamensis,  -- n 'es t  possible qu 'après  une 

purification des  extrai ts ,  qui sont passés  sur  rés ines  Dotvex ou Rmberli te.  

Lorsqu'un facteur de croissance e s t  étudié en détail, l e  fractionnement devient 

auss i  nécessa i r e  c a r  il va pe rme t t r e  soit une confirmation biochimique de l ' é -  

tude microbiologique, soit une caractér isat ion de s a  fo rme  moléculaire.  

(Ainsi,  pour l 'étude p a r t i c d i è r e  de la vitamine B 
12 

et des  corn- 

posés foliques, nous avons souvent, avant le dosage microbiologique, chroma-  

tographié lc s solutions étudiées, s u r  colonne s de Sepiladex de différents types 

ou de cellulose,  ou su r  papier en élution ascendante ou descendante. Le détail  

des techniques employées e s t  danédans  la  3e et  4e  par t ie  de ce  rnérrioire. 

Après  chromatographie sur  colonne, l e s  fractiozis sont recueill ies dans des  tu- 

bes, généralement à raison de  5 m l  pa r  fraction, à l 'a ide d'un collecteur du 

type "Ultra Rac LI< B 7000" muni d'une pompe péristalt ique "Perpex". Le  do- 

sage vitaminique e s t  a lo r s  effectué en prélevant une part ie  aliquote de chaque 

fraction e t  en l ' incorporant dans 5 m l  du milieu de base convenant à la souche 

test  employée. L e s  tubes sont ensuite complétés à !O m l  avec de l 'eau bidis- 

tillée e t  a p r è s  autoclavage, l'inoculation s'effectue comme pre'cédemment. Une 

gamme étalon de dosage es t  préparée  parallSlernent chaque fois qu'une donnée 

quantitative e s t  nécessaire .  Soulignons pourtant quc cette méthode n'est  valable 

que pour l e s  vitamines thermorés is tan tes .  



Pour  la  révélation des  chromatogramrnes,  nous avons t r è s  sar t  

ment employé la  technique bioautographique, qui consiste à déposer l e  papier,  

ap rès  sechage e t  stéril isation, sur  une plaque contenant le  milieu dc base  gélo 

s é  avec son inoculum, et  à incuber la plaque aprSs diffusion des substances 

chromatographiées.  Cette techniquc, classique et  rapide,  s ' e s t  souvent avéréc 

t rop peu sensible pour nos t e s t s .  De plus, s i  elle r e s t ~  la  seule technique pra-  

tique valable pour ca rac té r i se r  la  migration des facteurs  tbermolabiles,  elle 

n ' e s t  cependant pas  utilisable lorsque la  souche t e s t  est- une algue. 

Nous lui avons ainsi  p ré fé ré  la technique qui consiste, a p r è s  

séchage, à découper le papier correspondant à l a  migration cle chaque tache 

chsomatographi6e en bandes t ransver  sa les  de 1 c m ,  à éluer chacune d '  elles 

dans des  tubes numérotés pourvus de 5 m l  d 'eau bidistillée contenant éventuel- 

lement une substance protectr ice de la  vitamjne, e t  à compléter enfin l e s  tubei- 

avec l e  milieu de base  convenant à l a  souche tes t  choisie. Apr&s autoclavage, 

inoculation, incubation et  lec ture  néph.élométrique des  tubes, cette technique 

permet  en plus l'obtention de donnees qtiantitatives quand une gamme d'étalon- 

nage e s t  prépare'e parallèlement.  Nous avons d 'a i l leurs  employé ces  mêrneç 

modalite's techniques pour la  révélation des  électrophorégrsxrimcs. 



ACIDE NIC O'TINIC2t?E 

5 :  L. vi r idcsccns  . P - r C C  1 2 7 0 6  
hl: Bacto  -Thiainiiie -4ssay hledium L V  
V: Thiamiric hydr ochlor ide  NBC 
1: Bacto-APT Bro th  

l cc t .  néph. 1 

S :  L. p lan ta rum ATCC 8014 
M: Bacto-Niacin A.ssay Medium 
V:Ac. Nicotinique IVBC 
1: f3acto-.ivlicro Inoculum Broth  

.ect .  ngph. 

S. - 1,. p l a n t a r u n ~  ATCC 8014 S. 1,. c a s e i  ATCC 7463 
h)I: Bacto-Biotin k s s a y  Medium M: Bacto-Kiboflavine Assay  bled. ium 
V: Biotine NBC V: R i b o f l a v i ~ e  NBC 
1: Bac to-Micro  Inoculum Ero th  1: Bac to-Micro  Inoculum Broth  

lcc t .  néph. 

C O U R B E S   ETAL AL ON NAGE PBULTPE Q U E L Q U E S  V I T A M I N E S  

S=souche M-milieu de  ba se  V=origine de  la vi tamine I=inoculum 



_A-CIID PANTOTHENIQUE - 
S: L. p lan ta rum ArI'CC 8014 S: Saccl~~rornycel_-rlsberge~~sis~T 
M: Bacto-Pantothenate  AOAC Medium M: Bsc to  -Pyr idoxine  Y Medium 

$&O 
V: Pailtothenate de  C a  Merck  V: I'y r idoxine hydr  ochlor idc  NBC 
1: Bacto-Lactobaci l l i  Rro th  AOAC 1: Bac to  -Pijridoxiae Y mediun1 

lect. nCph. lèc t .  néph. 

VITAMINE Bl 2 LE TJC OVORIT'JE 

S :  - 0ch romonas  ma1hamensisATCC 11 532 S: Pediococcus  ce r ev i s i a e  ATCC 8081 
M: Bacto  B12 OcZ-iromonas m e d i u m  M: C F  A s s a y  Medium 
V: cyanocobalamirle Mer  ck V: Lcucovor ine  ( s e l  calcique) Lede r l e  
1: Bacto  B12 Ochromonas  m e d i u m  1: Bacto  -Lactobaci l l i  Bro th  AOAC 

4- O, 2mP/ml  de  B1 

O O ,  05 O ,  1 

I 

COURBES d E T A L O N N A G E  P O U R  Q U E L Q U E S  VITANKINIES 

S=souche M=rnilieu de b a s e  V=origine de la vi tamine I=inoculum 



ACIDE FOLIQUE 
-- - ACIDE FOLIQUE 

S: Streptococcus  f a e c a l i ~  ATCC 8043 S: L. c a s c i  ATCC 7469 
hi: Bacto-Fol ic  A cid AOAC Medium M: Bacto-Fol ic  Acicl C a s e i  Medium 
V: Ac. pteroylglutamique NBC V: Ac.  pteroylglutarniquc NBC 
1: Bacto-Lactobacil l i  Bro th  AOAC 1: Bacto-Lactobacil l i  Brn th  ADAC 

VITAMINE BI  2 
-- 

S:-L. leichrnanriii ATVC 7 8 3 0  S: 1,. leichmannii  ATCC 4797 
M: Bacto-B1 Assay  .Medium U S P  M: Bacto-VitarnineB A s s a y  Medium 
V: Cyanocobalarnine NBC 

1 2  
V:C yanocobalainine NBC 

1: Bacto-B12 Inoculum Broth  U S P  1: Bacto-Bl  Irioculum Broth U S P  

lec t .  néph. 

% 

COURBES  ETAL AL ON NAGE P O U R  Q U E L Q U E S  V I T A M I N E S  

S=souche bl=rr~i l ieu  de base V=origine de la vitamine I=inocuium 



L E S  S U B S T A N C E S  ORGANIQUES E L I M I N E E S  PAR 

L E  SYSTEME RADICULAIRE D E S  PLANTULES D E  COLZA 

ET L E U R  EVOLUTION DANS LA RMIZOSPHERE 



Pour  analyser  l e s  caractér is t iques microbiologiques de la rhizosphère 
et  en étudier son rôle,  thème principal du t rava i l  que nous voulions entrepren 
d r e ,  il fallait  tout d 'abord connaître la  nature et  l ' inlportance relative des  sub 
tances organiques émises  pa r  l e  syst'errie radiculaire  du Colza, puis étudier 
l eu r  utilisation, comme source  énergétique ou nutritionnelle, par la  microfloi 
rhizosphérique. 

Nous considérerons donc successivement l e s  exsudats rac ina i res  des  
plantules de Colza cultivées en conditions s t é r i l e s ,  puis l'évolution de  cer tain:  
composés organiques présents  dans ces  exsudats,  l e s  acides aminés e t  l e s  vi-  
tamines hydrosolubles, quand l a  germination s 'effectue en présence d'une m i -  
croflore tellurique. 

A - ETUDE PRELIMINAIRE : ELIMINATION DE SUBSTANCES ORGANIQUE! 
PAR L E  SYSTEME RADICTJLAIRE DES PLANTULES DE COLZA, 

A pr ior i ,  pour cette étude, nous avons éliminé l 'analyse des substance 

minéra les  et  des  composés organiques a s s e z  par t icu l ie rs  pour nous l imi ter  

aux substances pouvant effectivement jouer un rô le  important dans l ' é tab l i sse-  

ment  de la microflore  rhizosphérique c ' e s t - à -d i r e  : l e s  suc res ,  l e s  ac ides  

aminés,  l e s  acides organiques e t  l e s  vitamines hydrosolubles. 

Pour  ces  analyses prél iminaires ,  nous avons employé la technique de 

culture des  graines en tubes s imples ,  l 'élution des  substances présentes  dans 

l e  substrat  de  germination s'effectuant suivant une méthode qui s e r a  déc r i t e  

ultérieurement.  Enfin, l e s  gra ines  de Colza ut i l isées  correspondent à la varié  

té  "Valois" e t  ont é té  récol tées  directement s u r  l e s  plantes en prélevant l e s  s i  

liques . 
1 - Oses ,  acides aminés et  acides organiques : - 

Les  résul ta ts  que nous avons obtenus ont é té  publiés ( ~ u l l .  Soc. Bot .  

Nord F r . ,  1965, 18). Signalons toutefois que l e  t e r m e  spermosphère employé 

parfois  dans l a  rédaction de cette premiEre publication, et  dont nous avons dé-  

fini le  sens  dans l ' introduction de ce mémoire ,  ne s e r a  plus employé p a r  la  sui 

te .  En  effet, lorsque nous avons commencé ces  analyses ,  nous pensions non 

seulement étudier la  microflore  rhizosphérique, m a i s  auss i  la microflore  épi- 

phytique d e s  graines,  à l 'origine de l 'établis sement  de la  spermosphère.  P a r  

la  suite,  comme nous nous sommes rendu compte que l e  rôle de cette mic ro -  

f lo re  p r é s  ente naturellement s u r  l e  tégument des  graines était pratiquement 

insignifiante, nous en avons abandonné l 'étude. 



ELIMINATION DE SUBSTANCES ORGANIQUES 
AU COURS DE LA GERMINATION DU COLZA 

(Brassica Napws olkïféra) 

- Oses, acides ~minés, acides organiques 

par R. BLONDEAU (*) 

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

En effet, si les interactions plantes-microorgariisr~~es au niveau de la 
CC rhizosphère ,) sont actuellement assez connues, il n'en est pas de même 
pour les graines qui, apportant ilne riiicroflore 11rol)re. des constituants or- 
ganiques de surface et des exsudats, s'entourent d'une microfiore tellu- 
rique particulière appelée a spermosphère)). 

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. 

ilprès divers essais de mise en germination de semences, noua avons 
retenu la graine du colza (Rrassicn Napus olézférn) à partir de laquelle 
nous avons étudié l'élimination d'oses, acides aminés et acides organiques. 

Nous préférons employer ce terme plus vague  CC élimination n, ne 
sachant pas encore si le phénomène physiologique se rapportant S la sortie 
de ces différents produits est une sécrétion vraie (émission de substancesj 
ou plutôt une excrétion (libération de déchets). 

Les travaux effectués sur ce sujet sont peu nombreux. L ü  cause prin- 
cipale semble d'ailleurs en être l'absence de techniques suffisamment 
précises pour mettre en évidence l'émission de ces substarices organiques. 

- Quelques auteurs signalent leur libération pm les graines elles-mêmes ; 
citons GASSXER et FHANKE en 1933, BIORNER en 1935 et 1956, LINSKENS et 

(*) Séance du 12 mai 1965. 



I~N\PI-> eri 1955, n ? ~ r  O>, et J i . 1 ~  n ' \ u  en 1956 I ~ E L I ~ O \  et !\IHII 1.OVA eTI 

1962. Par des tfos,iges n ~ i r i o l ~ i o l o ~ ~ c ~ i i e s .  Prc:c,~ eri 1039 (Ieterniine aussi 
les cjuantités d'acides nrninés éniis par quelques zrdines. Enfin. réceni- 
ment, Avortas et Dr it\un ont dosé l'azote. les ariilcs arniiiés er uréicles 
gl~osvlicjues lil~érSs par  (les $1~\111es de legiiii.iileuses. 

- Les publications se ragpurtant à 1'éliniirintio:l (le ces subsfnrices p'ir 
les radicelles et r,\cines sont plus rtombieusea. (;L> sont d'ailleurs les 
cki cales c j i i i  oiit i t o ~ i  t t ~ 1 1  1 ' c i l ) j ~ l l  tlcl iclle.: é t u d f ~ s .  SIIL- le 111~iis. sisila- 
1(~ii. Ic. l i a \  aux clc i<?vnr .~:n 110;1\, I~'RA'\I~ (i!:34 , \ I : I ~  ?u'r\ 1 ' 1963). S i ~ r  
l'aioiiie. ceux de l i ? l ~ \ f ~ \ O \ ,  ROI-.~TT et P \ ~ E  (103-,1. P i n ~ i n b o \  (1955), 
HO\I~>,I (1956'. Mir:rru 11936).  SI:^ le ],lé, ceiix cle I ~ I L T È R E  (1960) et sur 
l'orge, ccux (le Ito\lni\ (1956). 

Les Iecui~iineiises ont aussi été soi~\t.rit iitilisees par les chercheuis : 
T'IH-~IvE\. ~ , { I , E  et  11\?,.;;'\ (1935 el L(f:3fj), I~I \ - I~E\ ' ,  et ~ < \ \ P P  1955). R o x ~ r i ~  
(1956), Pt. i ~ s o s  et Pii{iir\so\ (1061). 

P,x~.rili les autres plaiiles étudiées, rnentionilc~ris les recherches de 
Briowu, C;REEY\T.OOD et Jnrrvsox (195lj, . \ \ ~ i r ~ ,  Br-rr-\-\\~-.w;ln~ et S L ~ B . ~  R N  
(19561, LIIIU\ AYESWIIRI e t SCBB~-R 10 (195T), FRE\ZL'I. (l957), des Français 
D r , r r \ ~  et Cir,s (195;. 19%. ICi>O), de I<ILY\\ISI-XDIR 131 (1958). Plus réceni- 
nient c ~ l l e s  des 12iisses i3Krdrrio\- et I < ~ ~ t I r r o v i  i19BO1, I \ \z  1 ~ ~ 1 1  et Ii' ~R,\PETJI?J 
(1961), et enfin celles (le ROS~EY-FEJER (1961), S c ~ ~ i - R i o  et Bi11 EY (1961), 
S[JLOCRANA (J062), R ~ E C J , I - E >  et Il;no-i~iov (1964). 

TECEINIQUES DE CULTURE 

Les graines de colza sont stérilisées par passage dans un bain d'hypo- 
chlorite de calciuni yenriant 20 riiiriutes, suivi de trois lavages successifs 
dans l'eau stérile. 

Les tubes de culture eniisloyés (4 x 15 cni) contiennent de la  lairie de 
verre surmontée du  substrat constitué par 15 g de sable de Fontainebleau 
lavé aux acides. Le riiilieu nutrilif utilisé est !a solution de I ~ O P  diluée 
de moitié à raison de 7,5 ml par tube. 

La laine de verre permet ainsi de maintenir une huniidité constante 
du substrat, sans qu'il y ait excès de liquide. Les tubes, après bouckiage au 
coton, et le ii-iilieil nutritif, sont stérilisés séparément h I'antoclave. 

. Après eiisemencement des graines, à raison de 25 par tube, ceux-ci 
sont recouverts d'un papier d'étain et placés pendant 24 heures à I'obscu- 
rité dans une étuve h 26" C. Les germinations sont ensuite soumises à une 
température de 18 h 20" C. avec 12 heures de lumière et 12 heures d'obscu- 
rité par jour. Enfin, un contrôle de stérilité des milieux nutritifs est 
effectué avant chaque analyse. 

TECHNIQUES D'ANALYSE 

a)  Isolement des substances kliminées. 

Nous avons effectué des analyses après 30 heures, 2 jours, 3 ,5, '7, et 9 
jours de cultiire. Elles portent A chaque fois sur  200 germinations, c'est- 



il-i1ii.e Q liil~es dt, c~iilfiiie. lies plit t i l~~lcs b c ~ i i t  eiilt \ tltl .  5ojgiiençei1iznt d u  
saljle. ei le- rilciiie? soiit rincées i ~ a ~ ~ i ~ l c ~ i i i ~ r i t  a l't1rit.i !,iclistillé?. en Critant 
l'iiiiiiic~ -; t i i i  ~ l t . >  teiiillt~i. 

Le sal~le  et la laine tie [erre  soiit t l 'a~if i~e ilart lavés pliisieurs fois à 
I'eaii iiitli~tillée. et les eiLii\ clc la\;i-r  de< t.açiiies VI :lii sable .oril rc tseni-  
blées f~oi i i i i ie  final cl'ci-itirciri SUC) ~ n l ) .  Ce rilateriel r s t  ensuite fil!iB avant 
puiificaliriii et fiacfionneriient siir coloiinei: de rksiiie- 6chanpeuse$ d'ions 

La deiiiinérali~alioii (les exti..iit\ est ~.éiiliser p~ i r  i111 ~îassage .iiccessif 
sur  une (.olonne dc  i6-ities ;i éch;iiiar (le c:iiions 'i>c~ive\ 50 x 8 111~:li 23 - 
30. foiiiie acide , ljiiis ~1';inions ii)ilolite \ 40 - riiec-li 25 - 50, for rrle for- 
niiate . Cette techriiyiic iiitro(luife pl i  13aiti.idge, ~ieiniet  en outre (le r6a- 
lisei i i r i  ï"lactionnci-i!eiit ( 3 ~ s  coiîstltu<lnts oiyariiqlie- en  corriposés neutres, 
a ( S .  f ,  f i  e r i  ;) ,II  le lii;iiit3e cfftucnt, 
contient clri pni.tici~liei. le? glucitlc;. T1ii  N fraction l~asiclue coiliieiit les 
i l '  i i s .  Elle est o b l ~ n u c  Ilar le I I ~ S S ~ ~ C ~  il'ii~ie solutinn allueuse 
rl 'ariiii~oiii~t~iie à 5 " ,  i~ : Y' çiir 1,t colonne kc1iai-i-etise de c.itions. La 
<( fraction dcicie 11 col~lient les acitles oi.~:inici~ies. Kllc est obteniie piir le 
passaze d ' i i n ~  soliitic~n aciiieiise d'acitie foriniqiic à 1 1  iv : v) 511r la CO- 

loiîiic cclicirigeiisc d'anions. 

Cliac~1il~ de ces ti'ois früctioris ohterrues est eiisiit!e coiiceiitr6r soits vide 
;l sec, piiis iseprisc ~?; i r  : ou 2 1111 d '~- i i~ i  tlistillbe. avdiit an:llyse cl-iioiriato- 
gral>liique. 

Dans chaque cas. iioiis ii\'Oiis iitilisé la chroniato~i*a~il i ie  descericlirnte & 
la teriil,61.atiire de 20" C., avec le pi11)ier It'hatiil:!ri n o  2 .  

Soiis avons eni11loj.é la cliro!iii~to~ray>hie moiiotlinicr~sio11nell? pour 
l'élucie cies suries et ac i i j~s  organiyi i~s,  et la cliioiii;$tographie Ilitlinien- 
sioiinelle tiniir les dcides ariiinb. 

- Etude des sucres : 

Le . j ~ t e m e  solvarit eii~lîlojé est celiri ( te P\R~I: IDGC : n-1)iit:iriul-acide 
iicéiirjiir eati 14G : 10 : 50 V/V)  ci la lliétlio(!e cie i ' G \  e~;iiion.- (le ( i ~ s l  IFSON, 
S c ~ n a l ~ ~  et LISDH, a u  pl-italate ci'nniliize (l'acide pli tirlic~uc est dissoiit dans 
l'éluant, et aprks éliltion, quand le chromatogramme est sec, l'acide phta- 
lique i estant sitr le papier, la ret Clatiori es1 poil] suivie en plongeant le 
papier dans une soliition éthérée d'aniline fraîchenient clistillée). 

,\près passage des ckiromatogrnmmes k l ' é t u ~ e  105 peridaiit 20 mi- 
nutes. les aldoses et cétoses sont colorés du  rose au  brun. 

- Etude des acides aminés : 

En  première cli~riension, le sollant utilisé est toujours celui de  
PAII'T'RIDGE ; et eii sccontle diinension. c'est une solulion tlcliieuse (te phériol 
à 00 O,, (13:~) saturé d'eaii. cil a t n i o ~ p h è ~ e  d'amnioniau et ct'acicle cyanhy- 
drique. I,a iéï4lation des chromaloc:.nnimes est olstcn~ie par pult érisation 



d'iine snl~itioii ,le ;iiiili~di.ine. ;ui\-ir tl'lin cliciuff;~ge i t  53" l ~ e n d a ~ i t  5 h 10 
minutes. 

- Etilde des acides organiques : 

Xoiis n\-ciils effectué. d'une  art, tle- t lke lo l -~~~ements  tll-ec lin solvant 
alcilliil . l'eili,iiioI aiiiriioniilcal Cthailol '>Id-XII, conceiîtl'é l-eaii 4 v/v) 
et d'aulre 1 ~ 1 . f  tlea cl6~elol>pl)eii1eritç n\ec uli rolvant ac ide  'butanol 10- 
acide furiii~c[ue 3-eaii 1 0  vlv; .  Ide révelateui. eiiiplo~ é eit le niélange 
iodure-iodate de pot.issium. 

RESULTATS 

1 ) Elimination d'oses. 

La sépai,ation par ch romat~gr~~p l i i e  irionodiii~ensitrrinelle sur papier 
nous a peiini.1 d'identifie~' 2 sucres : le ~ l n c o s e  et le f~iictose. 

L'étude l)hotoriiétriyue des spots obtenus. effrcttiée tt l'aide du photo- 
volt électronic c?ensitonicter, rio~is a donné cles valeur, qui. i8apportécs à 
des coui.l)es it'Ctalonnage, ~epskcentent In cliiantité de glucose ou de fruc- 
tose libérés pal. les plantiiles. 

Les ~ésultatq. e?il,riniés er\ iiiicrograirimes pas plante, sont rassemblés 
daris le tnhlênu 1. 

TABLEAU 1 

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

EL.IZZIKATION D'OSES 
AU COURS DE LA GEKhIIhATION DE W G M I N E  DU COLZA 

(en [,g/plante) 

Dans le cadre de nos expériences, rious constatons donc une élirni- 
nation relativement très importante des sucres après deux jours de germi- 
nation. Ce phénomène s'accentue ensuite progressivernent jusqu'au sep- 
tième jour. Xotons aussi que les quantites de glucose et de fructose sont 
presque équivalentes. 

2 9 Elimination ci'acides aminés. 

FRUCTOSE 

3 

10,O 

11,6 

14,7 

17,6 
-- - - - --- - - 

Teiiips de gern~inatiori 

30 hcures 

2 jours 

3 jours 

5 jours 

7 jours 

Nous avons pi1 idectifier treize acides aminés daris !es fractions ba- 
siques. 

GLUCOSE 
P 

0,4 

9 3  
12'3 

18,4 

20,8 
.- - --- 



A-\l~~.i)s seulenieni ti-eille he~ii'eç de ~ct~iiiinntic~ii, se~i1s l'acitle gluta- 
iiii~liit. l ' i~liiniiie, L'aiyiii!iie, et la yl~itai-iiiilc sont tléct.lal~leç. 

Al p~ir lir du ue~~s ibn ie  jour. a l~»t l~a i~se i i t  en pllis l'ücicle aspartic~ue. la 
glycocolle. la leucine, la niétliionirie, la ~ ~ r o l i n e ,  1% séiine. tliri.onine, la 
t~ ros ine  et le tryptophane. 

lie tii1)leau TI tloniie 1'ir:i~ortance rela,tive (+,  -t- +. + + +) 1112 In sur- 
face de.: tache5 de chilque acide ,irninP troiivé. 

- 

I l  

--- - -- . - - - - - - - - - 
TDENTIFICATION E S  TivIi'ORTAXCE REL4TIVE DES ACIDES ALIINES 

' ELIMINES AU COURS D E  LA GERhlIWt\TIOX D E  1.A GKXINF DL! CCLZ,\ 

30 lieurcs 2 jours 3 jours 5 jours 7 joilrs 9 jours 

I 
l 
I I -- I 

Ac. Lisp,irtique ...... - + + 3- + f 
lc. glutamique .... + +++ + f +  f-t+ ++t + f +  

...... . . . . . .  Alaniric + $ 4 - +  +++ + + +  + - t +  + + +  
! 

Argiiiii-ie .......... + ++  -1- + -t + ++ + + +  
.......... Glutamilie + + + ++ ++ + + +  +++  

Glycocolle ........ - + + + 
............ Leucine - + + f  

Metliionine ........ - -4- + + 
Serine .............. - -1- + + + +  + + +  i-++ 

ThrBonine ......... - + 4- + 
Tyr05inc ........... - + + ++ 
Prolinc ............ + + 
Tryptopharie ....... + +  ++ 

Le tvyptophane a été mis en évidence par le paradirnét!iylaminohvnzal- 
déhyde (réactif ~'EIIRLICII) ; la proline, par l'isatine; et les autres acides 
par la ninhydrine. 

Une étude seini-quantitative a été ensuite entreprise pour. les prin~;i- 
paus acides aminés : acide glutamique, alanine, arginine, glutamine et 
sérine. Pour cela, nprbs révélation des chromatogranimes, les spots sont 
découpés et éliiés avec une solution à 0,1 ?L de chlorure de cadmium dans 
du niéthanol à 40 %. Les absorbantes des solutions obleriiies sont ensuite 
déterminées au photoculorimètre ( h  = 575) et coi~ipùii-es k celles d'un 
<( témoin-papier ,) découpé à côté des taches à doser. 



!.es (!~i5;.1?~5 S(lllt  t?ffectT.:65 [jar rtlpl~ori il des yilm!llCS CIillOlls et .ablie~ 
poiiio chncji~c aci!lt? niiiiii&. Les r 6 ~ ~ 1 l t d t s  <~l~fe i~ : i s .  r i ip~~or tés  i t  iine plantille 
sor:t iasce:rllîl6s dalis le tal)l~iiii III. 

ï \l3I,E:.\I- III 

_.__.-____I--*_D---< - -  -- .v 
ELIAII?IX 1101 !l IICIDFS ,\';JhE-S 

IL COURS DE LA C;CR\Ilh'2?TOV DE L X  GRAINE DU COLZA 
(eri Ilg/plailte) 

3 )  1Eli:riE:~ation d'acides organiques. 

i-il st:itl acitle orp;inir[iie a P l i '  cai;ictéisiié de  ftiqoii îo:is:nilte tltlri.ç rios 
ci:l!ui.eç : l'acide inalique. 11 il'al)!~ai.aît c!ii';ipr+s le tiet:xii.i~l.e jouï de 
~ei,ii:iriation cjt ü et6 coiist;iii!iiienl reti.ouvP ji:s~:!u'ûu ncil~-iiliile joi~r. 

O jours 

1,12 

0.84 

1,5O 

2,lO 

----- - 
1 2 O -  I 3 o r  I jours 7 jouis  

La si:rfac2c et l'iritensi!u I;iclie; 011teriues aprPs révélation S l'iodure- 
i(ir1iite (le ~ ~ o t n s s i ~ i r n .  i.uiiili;i !.Ses IL une cnii-iiiie ti'niiti-es laclies conteriarit 
(les iloses coriri!ies et ci.oissaiitt.s d'acide ~iiiili(i!i~. 11011s ljei<~i!et d16vaIuer 
ii (,ri\-irorl 4 !tg 8 i ~ 1 . 0 ~  3 joui,.-.. ~i 6 It Ï !IF a ~ ~ i 1 ' ~ s  5 .joiii.s, la cjuatitité d'acide 
tiialiclt~e 6liiniii6e pur titie :i':iiric (le colza. 

1----- 
ticiclc glutarniqiie .........: 1,2S 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

(:es !.6i;[iltats i i~diqucn!  iiiie élin1i:lntiori iiiiportnnte de sucres et 
tl'acitlea a~nir iés  pend~int  la ~ e r n i i n a t i o n  (Ir I;t grairle de colza. 

1 2  1,61 

1,37 1 1.37 

Scriiie 1 -  0.63 

Siciialons qu'à 11ïol1os (te- oses. nous o~~ienor i s .  au  lioiiit de vue qiian- 
tilaiif, ries chiffres 1-oisiiis de ceiix clile tlonne R o \ ~ I R ~  tlarii sor! étude des 
sul,slartces s6crétzes par  l ' a ~ o i n e  e t  le pni5. Celui-ci cons!aie qu'après i4 
joi~l's (ie $eiiilinatlot.i, 35 ILL: (le qllicose el c ~ i i t i i ~ i t  de friictose sont libérés 
I'ar le pois, alors qtik pericl:inl la -.eriniiintioil tiii cat.j7oj)s~ (l'avoine, 20 ;cg 
clc ~!Iilcris~ et 1'7  IL^ (le fructose sont rejetes f~cnridnt  le nlèri-ie temps. 

l i-------- 

-- --- .- - 

1,71 

0,75 

Cette l ~ ~ k ç e n c e  de gliico-e et (le friictosta autour de la grairle eri germi- 
riatioii ~cpresen te  une so!iraie i'ne:.,getiyue jndul>itcible qui doit stiniulor 
la jîopulalion iiiicrobienne tiu sol. 

.--- 

t?!.ininc . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

.Ii_ciriiric . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

0,40 

0,44 

0,76 

û,90 

0,42 

0,35 

0.86 

0,62 

0.80 

Olii ic~ii~:nr: . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - 

.. . . . . . . . . . . . . . . . .  

0,614 



I> i i i . i i i i  ies nc i i i c~~  a ~ i ~ i i i é s  i'iiiiiirii'? lii-lr le cc~lza, m a s  ~.elrt.)iivorls l'acide 
~i'lici~'ii,ii.ct?. i'acitiè ?/:!tililli~[lle. l ' i l : i ~ ~ ~ i ~ i ê .  13 leiicii:it? et la sC:.ine soilvent 
si,zii;ilé,. tiar!:: la iiiizosi!1li2re tic- T-6~cïPiii~is. 

I,a -1litanli1ie. [ lue I IULIS  a\.rlns Iroi~v6e eri fuiLe proporliori 12.1 !tg par 
gi.iii:ié ~ i l u r s  O ,ie)uiss i l t>  gei,itiirl:i;ioi~ . est rc:?criclanl hiiniii*ciiip inoins 
f ~ c ï P c ~ i i ~ i \ i i i i t . ~ l L  citc?e. 

i i i i o r  i i r  la préscii~:é tle !J ~~iétliioriirie, l l c ?  I'altriline cl1 tl!? la 1)i.o- 
! ine.  e i i ! i  soi;: iii;c.e<~iiiie> ii i:i t ~ ro i sn i i ç?  tlt: ; i o l i i ~ > l ~ c i i ~  ;$i.iilc< ;!a % J I ,  
aiiisi ciiic 5rir cclio c-lii t ,~~-l)i(~i~l:ai i t?.  ~~i.iiciii.~t:'iii* :le l'acide iiiclolo-acétiqcie 

En rèp ic '6ii(>r,tle, 1r.s ,icidc; d ~ i i i  ne> : o i ~ l  ;~erriict t ~ e  la pi-oli feisatioii, 
aulorir (le lt: l~liinliile, clc bnciérie. (1 l)o~i\-oii. tlr sjiiihPsc f i ~ i l ~ l e .  

S o u s  coiic.liitori~ ct> t ie  étutlta cl1 s t~~ i l igna i i l  I'artioi; pi ' i~;io~tl iülc q ~ i v  
peli\-c-lit osercel' LCC > \ ~ \ I S ( R I ~ C C R  O I & ! ; I ~ ~ ~ ( I I I C S  ( ia ix  / e  ~ 0 1 ,  lu13 (le I'&tiiblis- 
seiiieiit tic la Y ~ J P ~ I I L O Ç ~ I ~ G ~ C  )). 
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PJIP3.kB;CaGRAPS-;IIIE 

Aizrorzos hl. et Dr?~xso  C. -- 1964. 1,iIic:ration de tli\~i.rses sabstances par  des graines 
dt: !é=uriiineiiscs au coiils de leur iinhi'sitiori. 
.-tiir~. Irl\t. fltisfelit., 107, 79-85. 

A s i ~ $ r ~  R .  K., B~i~\-,isr:sv~~.-\izr N. S. aiicl Sr BU-RIO. - L936. Roots esuclates or paddy. 
N ~ i i ~ i r ~ ,  118, 1063. 

ans in'^^.^ Z. A. -- l?h3. Rapports entrc le niaïs et quclqucs bacté1 . i~~ tic la micro- 
flore des i-ricines ( e n  Russe). 
.tii/;rr!biologijt~, S.S.S.R., 32, 79-85. 

B.t!<ror 1,. V. and 3il.i~ N.\B J. - 1956. T<elation of différeiit gascç to the soaking 
inji~i-y of scccis - !II. Sornc cl-icriiinal aspects. 
Cotz~;.ilr. I i o ~ c e  Pi~onzpson Iiz.si., 18, 339-356. 

Bt:r.ir<o\. P. S., Kri?r~.r~o\'.~ T. V. - 1960. P6riodicité nyrtfith~érale de l'activité de 
:;ynthi.se cles racines (en Russe). 
Ici~est.  tiilzi~-jnz. sclskokli. Aknct. S.S.S.R., 5, 3344. 

BELTKOV P. S., K~izrr~r.ov:i T. V. - 1962. Dynamique de I'excr~tiois tic certaines 
substances par  le coléoptile d'orge sous l'action de la chaleur (en Russe). 
I î , i~*es t .  ! i lr~irjni .  selslcok!~. i2kad. S.S.S.X., 6.  61-68. - 

Brrr.v.?.\;~s\\iin~ K. and Scsn~-R.\o N.S. 1957. Root enudates in relation to the 
ihizospherc effcct. 
Proc. Iird. Acc~tl. Sci., 45, 299-301. 

BOHXEK H. - 1955. Die Ausscheidung organischer Verbinduisgen ails den Sarnen 
vori Roggen (Sectzle ceretlle L.), Weizen (Tri t ic~i in clestivtrnz L.j und Gërste 
(lior.deli~.~z i~rilgat-; L.) waiîrcnci dcr qucllung. 
h'(lrtziril.;iss, 42, 46. ' 

BOR\-L-:R FI. - 19.56. Die n'ugnde organischer TJcrbinclungen aus tleri Karyopscii, 
{Vurzeln und Ernterückstandcn .con Roggen (Srcnle cer.ciile L.), Weizeli (ï'riti- 
ctii?z clrsfii~i~ril LI.)  und Gerste (190rdei~11z t>lilgtire L.) urid ihre oedeutung bei 
c?cr gegënseitigcn Beeinfiusrung der hoheren. 
Pflnizz~'tz, Beirr. Bio!. PJlanz., 33, 33-83. 



Dno\\-x R., G~i~~:e*.;xvoon A. D., Ju i t~soz  A. W. and L.osç. A. G. - 1931. The stimulant 
in\.ol\'e<l in the  [lcrriiination ol' 0rol)crrzclic iiiii~or. 
IJio~11cir1. J. ,  48,*359-564 et 564--568. 

C A R I  RI. -- 1959. Coi~trih~itii>ii r'i l'étude des substances cxcl-élécs par les racines 
tics \.Cséia~iu s~ipérieu:-S. 
S1ii.ç~ Doct. I'li~iriii. I_il!e. iriipr-ii~îeric: Cc~iti-ale. 

Dr I I \ Y  C. ct C ~ s l < i  M. - 1957. Eti~tie cle la ~oiiiposition de quelques excrbtioi~s 
r ,icticcllaii(~s 
('. R ric(lil. SC;., 244, 230-233. 

Di:ir\i- C. ct L\!:i<ii XI. - 1958. IZt~ide ctc ia coilipositioii des cscrCtions raciicel- 
faire'; cli,:z il~iclques i2gui1ii.usi:s d'origine africaine. 
C. R. flccid. Sc;., 2.17, 336-338. 

F 1 t . i ~ ~  13. -- 1954. Ut~er deil Stic!~stoB'vcrlust bei allernden Pllamen. 
Plntltn, 44,  319-340. 

FRENLEL B. - 1-57, Zur Abgabc von Aminosauren uncl An~idczi an  das Nahrrne- 
diun1 durch die LVurzchii voii iii?liciiitlii!s (i~irirrrts. 
Piciiit:i, 49, 210-231. 

C ; . ~ s s s ~ n  G. uild F;?,ISKE W. - 1935. Einige Versuclie über den SLickstoi%iausiïc?lt 
licl~ikciii:eiiclc.i. Samcii iiil cluiiklen Keinibctt. 
%il. Boiciii., 28, 446-463. 

I.\\r.~.\\?si s!,?~r.\\r R. -- 1/38, Pi-oiliiclion of fiis:iric acid by I-z~.scri~i~~iiz lycopersici 
Slicc. iii the i.liizospliere oC toinato plant. 
I ' i i j ~ t ~ p n l i ~ o l .  Zei fs ,  32, 25-31. 

K.\xl)i!:!< O. I S 1 .  Papici-cI1rc1iiiatog1'~iphiscl1~:r Nacliweis ~l~li1l~~s~i~1l'e1lüusschci- 
c!ur~g iii-\ i tit! kul til-iertc ?vIais\~ur.ze!n. 
Zeilsclz. ~Vatrrrfor., 66, 437-341. 

K.\iz'\i~i :;o\ I I . ,  R o c . \ i ~  J. I V .  anil P X Y ~ E  T.hI.3. - 1935. Thc libéraiion of ami~io- 
;iciils anc! 1-educing co:npuunds bj' piarit rools. 
f.'ic;r:/ ancl soil, 7 ,  35-38. 

Ii:\z\i:.l :Y V. O., K:,::.\I>ET.J.I:\ K. A. 1961. Sur 1'2li111iiiation cl'ricides ariîinés par Ics 
r;!ziji:..: dc vCg6iaiis (cn RLISSC). 
.ll\citi. ~Vt/ii!<. ( A ~ I ? / .  S.S.S.R., 32, 159-162. 

Ku:;:;!rl-.l-'~-~i:~: O. - 1961. Gch311. d r r  Wurzii.1 \on  Keirnpilanzeii an  frciein Metl~io- 
iiin. 
Nrrt~irii*i,rerisc11~1{ic)? Dtscil., 48, 410-411. 

J..ISSKJ;XS II .  F. :lntl K\:.\PP li. - 1953. Gbcr die t\usscheidung von Aniirios5tireri in 
rcincri ~ i i t t l  gcniischten HrrtIiiitien i,erschiedener. 
Pjlail:eliiii.teii. Pl(~ilt(i. 45, 106-117. 

I\iT:~.ir'rix P. - 1956. Qual i ta t i~c  u ~ i d  qu;iniila!ivc Unteisuchungeri über clic Ariss- 
cli~iclui~g t~~gariiscl-icr Verbintiungen auss den Kcimu,urzeln ties Hafers (Aveiza 
.sntiva L.). 
Ntrr~~riviss. 33, 227-228. 

P.\~rir\co\ D. - 1955. Libcration of amino-acids by oat seedlings. 
i t ini~lrc ,  176, 35-36, 

Pet~soi r  R. and PARKINSON 1). - 1961. The site of excrelion cf ninhydrine - po- 
r,itite stibstances by br~rid-benn secdltngs. 
Plii~lr arzd io i l ,  13, 391-396. 

Prccr G. - 1959. Docaggio mic~obio~ogico di .Icunc vitamine e di elcun ariiiloa- 
cidi cç<!ti ti dLil sénJe du1 ante la gel rniria~io~ie. 
Ailrz Fnc ilgrui-. Uriiil. Pts(1 , 70, 5:-60. 

RI~ICRL. J. - 1960. Eiucli: miiiubioiogiquc cIe 13. rliizosphi.rz (lu blé. 111. Nature 
clcs eucrCiioiis radicellairri du  516 ii la fi11 du tallage. 
Arztl. Iizst. Pnsterir, 98, 313-316. 

ROVIK,~ A. D. -- 1956. Plant rout excretioris in relation to the rliizosphrre effzct. 
Plal-rt niul soil ,  7 ,  178-194. 



S L , ~ ~ K I ? ;  V., R~;';ECKLES V. C. and l i ~ o r s o v  G. -- 19h.l. hlctriboliies libcratcd by 

Roots ol \Vhiit: Pine (I'irzzrs strob~is L.) Seedliiigs. 
P11j;siol. IJluilt ,  i7, 301-313. 

Scsn.\-Rio Il. S. and B.:rr.r:u D. L. - 1961. Rhizosphere studiii.~ in rclüiion t:, 
varietal resistance of 'usceptibility of tornato to Verticiiliunz sviit. 
Ciiii. 1.  Dot . ,  39, 1747-1758. 

SVLOCH.IN.\ Ci. B. - 1962. 13mii1o acids in root exudates of Cotton. 
PI~i i i f  a?icl soi/. 16, 317-326. 

Vrni..~..;~x A.  I., L.\!KE T. 31i<1 FIIXSEZ S. - 1936. Escrctioil of arnino-aciiic; Trom thc 
r.oots iioclules of lcgüinino~is plants. 
i\'clt!~i.e, 197, 277. 

VIRTANEN P.. 1. and h r s ~  T. - 1935. Chernical nature of the arnino-acids cxcreted 
by lcguiiiirious root nodules. 
Narr~re, 136, 756-757. 



2 - Vitamines  du groupe B : 
-___I_L 

L'étude de  l 'é l iminat ion de  c e s  vitamines hydrovolubles p a r  l e  Colza 

a é té  publiée ( ~ u l l .  Soc. Rot. Nord F r , ,  1966, -, m a i s  pour l a  borine com-  

préhension cle l a  su i te  de s  expér iences ,  nous avons p r é f é r é  ne pa s  inclure  l a  

publication, m a i s  r e p r e n d r e  uniquement l e s  r é su l t a t s  qui nous in té ressen t  pou 

1' instant .  

L e s  p r e m i e r s  trrivairx re la t i f s  à l a  p r é sence  de  c e s  f ac t eu r s  de c r o i s  - 

sance  dans  l e s  exsudats  de g r a ine s  en  germinat ion ou de  plailtules cult ivees a -  

septiquement sont ceux dc WEST (1939), qui identifie la thiamine e t  l a  biotine 

dans  l e s  s éc r é t i ons  du lin. Cependant,  l a  validité de  s a  méthode de dosage a -  

yant é té  contes tée ,  la poursui te  d e s  r eche rches  (luns ce t t e  >o i e  n ' a  ét6 r e p r i s e  

quén 1956, pa r  BHUVflXESWARI e t  SULOCHAfiTA, qui, d ' a i l l eu r s ,  ne  donnent 

que d e s  r é su l t a t s  globczux, s ans  f a i r e  d e  dist inction e n t r e  l e s  d i f férentes  vi ta-  

m ines  déce lées .  Des  r eche rches  plus récen tes  ont cependant prouve que l eu r  

p r é sence  n e  pouvait plus ê t r e  m i s e  en doute. I h  ce  q u i  nous concerne, il C 

tai t  donc t r S s  i n t é r e s san t  d ' e n  r e c h e r c h e r  la  teneur  dans  l e  mi l i eu  de cul ture  

de  plantules de  Colza cult ivées aseptiquement.  

a)  Techniques d ' ana lyse  : - - - - - - - - - - - - - - - - - . - -  

P o u r  l a  cu l tu re  de s  plantules e t  l a  t-kcupération de s  e x c r G ~ a t s ,  l a  

technique e s t  identique à cel le  qui a é t é  employde précédemmeii t .  La solutioil 

recuei l l ie ,  f inalement  concentrée  à un volume te l  que 1 m l  cor responde  aux e:: 

c r é t a t s  de  5 plantules ,  e s t  s t é r i l i sSe  s u r  f i l t r e  ivlillipore (0 ,45  JI). 

P o u r  l ' ana lyse  d e s  v i tamines ,  nous avons employé une méthode m i -  

crobiologique s imple ,  basée  s u r  l ' emplo i  de  souches  t e s t  sé lect ionnées  p a r  

COOI< e t  LOCHFIEAD (1959), qui nous ont é té  t r a n s m i s e s  p a r  l e  Service  de  

Microbiologie du Sol de  l ' Ins t i tu t  P a s t e u r  de P a r i s .  C e s  oac t é r i e s  offrent l ' a -  

vantage de  s e  de'vclopper dans  un mi l ieu  nutritif s imple  contenant : 

- d e s  s e l s  minéraux  : pour 1. 000 m l  d ' eau  d i s t i l l ée  : 

NnCl : O, 1 g ; FeC? hH 0 : 0, 01 g. Cette  soLv,tion es t  a jus tée  au  pH 6 , 8  
3 2 

porte'e à ébullition e t  f i l t r é e  a p r è s  re i ro id i sçemcnt .  

- du glucose  : 1 g par  l i t r e .  



- d e s  ac ide s  a m i n é s  : l g  p a r  l i t r e  d e  "Casamino-ncids  vi tamin f ree l ' (Di fc  

- ce r t a i n s  f a c t e u r s  d e  c r o i s s a n c e ,  va r izb les  suivant  l e  m ic roo rgan i sme  

u t i l i sé ,  indiqués dans  l e  tableau 1 qui suit .  

C e  mil ieu  c1c CU-lture e s t  r é p a r t i  dans  d e s  bal lons  d e  100 m l ,  à r a i s o n  de  

40 m l  p a r  ballon. 

L e s  solut ions  de  f a c t e u r s  de c r o i s s a n c e  sont  p rgpar6es  aux  dose s  

r e spec t i ve s  d e  50 flg pour  l a  th iamine,  l a  pyridoxine,  l e  pantothénate d e  ca l -  

c  i um,  l ' a c ide  nicot ine  ; de 10 pg pour l ' ac ide  folique ; d e  0, 2 pg Fou i  la v i t am 

ne  B - de 0, ! ~ l g  pour  l a  b i o t i ~ ~ e  ; dose s  que l ' on  d i s sou t  respec t ivement  dari: 
12  ' 

100 ml d ' e au  d i s t i i l ée .  Chacune d c  c e s  solutions e s t  s t 6 r i l i s ée ,  puis r é p a r t i e  

r a i son  de  1 rnl par flacon 03 l e  fac teur  e s t  r i éccssa i re .  

P o u r  m e t t r e  en  évidence l a  p r6 sence  d ' une  vi tamine,  ori d i spose  : 

d 'un témoin "négatif" contenant l e  rnilieu de  c i ~ l t u r e  cornplet sa.uf !a vitarniiie 

à ca , ract<?r iser ,  dans  lequel  l a  souche ne  peut  p r o l i f é r e r  ; d 'un  téi-noiri "posit i i  

conteriant ce t te  v i tamine e t  dans  lequel  l a  souche pro1if;:re ; e t  enfiil d e  plusjar 

f lacons  contenant l e  mi l i eu  de  ba se  plus 1 rnl d e  f i l t r a t  à t e s t e r .  Da.ns c e  r n i l i c  

l a  çouchc ne prol i fère i -a  que s i  l a  vitamiiie e s t  p r é sen t e  dans  l é  f i l t ra t .  

T A B L E A U  I 
So~icilcs l ~ s t  utiliséch poitr I n  ~IPtpcl io~i  iles faclciits dc cuoi.ssatrce 

-----.=- - m P - - - _ I U _ _ - I _ _ M _  

SOIJCHES TEST 

lil 

Corzipo ,itian ( ! I L  i~ii l ici~ de 
L'ITI~?~IXZ'E cu!t~:.,~ tCtnoir1 ~li'p:t!if' > ,  

RECI-IERCHt'E 
I 

f -----A 

824 ( A r t h r o b a ~ t e ~  \p.j . . 
54 (,\/licrococcus si).) .... 

' SI01 (Flax ohacteriuni sp,) 

Ci3 ..................... 

GR28 (Agscjbactcrit~m sp.) 

GU94 ................... 

I 

-- - - - - 
Thiamiric « Cas,\rni~io acids s 

Bio tine « Caianzino acic!s » 
Sl~ia~rriilc 
Vitarriine B,, 

Ac. pantothé~ziquc « Czisa~nino acids » 
Thianiine 
Uiutiiic 

Ac. 12icotiniquc 

Rioiiiie 
Pantoihénate de Ca 
Ac.  folique 

Ac. foiiq~ic 

Riotirlc 
Ac. nit o tiniquc 
PantotiiCnate de Ca 

Pyridosinc , << Castinillo acids » 
Thi,tirlinc 
Wiotine 

Ac. Ir,licl~ie 
Ac. r?iccitinique 
P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  \ V~trt:llinc Ri? zutrait de leviire 

- 
>--- 



Pour  l e s  dosages  quantitatifs, en  plus  du térnoin "négatif" e t  "posi- 

tif" on d i spose  d'rine s 6 r i e  de  flaconc ?ecevarit de s  doses  z r o i ~ s a n t c s  de  vi tam 

n e  pu*.c, qui donliera ap7.è; inoculatioxl c t  inc:ibation,la courbe étalon de  dosags 

e t  d 'une s é r i e  de f lacons recevant  de s  volumes c l é c ~ c i s s a n t s  de  f i l t ru t  2 étiidie 

rcspectivcr-lent  1 ml ; O, 8 m l  ; 0,6 r n l  ; 0,4 ml e t  O,2 rnl.  

E7:fin cbnclile f lacon e s t  amtné  3. un volurne égal  cle mil ieu de  ct~ltiart 

e t  toutes l e s  expCriences sont condilitcs en double. L ' inoculum e s t  p r é p a r é  & p; 

t i r  d 'un mil ieu de  cu1ti~i.e contenant une concer~ t  1-ntio~i siiffisa niment faible de 

l a  vitamine tes tée  pour que ce l le -c i  soit  to ta lement  ut i l i séc  pendant l'inci-rbatic 

A p r è s  inoculation, l e s  rlnilieux sont por t6s  2 l 'c'tuve 28 O C  pendant 5 jours ,  e t  1, 

l e c tu r e  d e s  re ' sul ts ts  s e  fai t  pa r tu rb id imét r ie .  

Cct te  tcctiriiqile p e r m e t  de déce l e r  jusqu 'à  5 mpg de th iamine,  O ,  1 

rntlg de  biotine e t  1 mu, d ' ac idc  folique p r é sen t  daiis l a  p r i s e  d ' e s sa i .  I 

Cette  niéthode nous a p e r m i s  d ' ident i f ier  l a  p r é sence  dc th iamine,  

biotine, ac ide  pantothEnique, 2cicl.e nicotinique e t  ac ide  folique 6aris le rrillizu 

de cu l tu re  s t é r i l e ,  ap rSs  5 et  9 jours  de  gerrnirlation ( ~ a b l e a z i  TI). Par cout re ,  

ap rSs  3 jours ,  t r o i s  v i tamines  seülement  p a r m i  ce l les  é tz icnt  recirercli4es 

orit pu ê t re  m i s e s  en évidence de  facon cer ta inc  : la tkiinrriine, la Liotine e t  l 'a,- 

cide pantcthEriique, Qnanr: à la  pyridoxine e t  L 12 vitanline B 1 z9 e l les  q 'on t  ja- 

m a i s  é t é  dé tec tées .  

.... ......... s.=zc??---%?---=---Y-- ...... .. 

TEMPS DE GEBP~lINRTICN ' 1  
VITiZMINES ---.-- 

3 jours 5 j o u i c  1 gjours  
- - ------- - 

j 
-, 

.................... ï'hiamiiic -t + 3- 1 ! 
....................... Biotine + i -t i 

Ac. parito thénique ............ -t + + 1 
l 

Ac. ilicotiiliquc ............... traces + + 1 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Ac. fijllque traccs + -,- 1 
................... O O O 1 

Pyridoxine 

Vit:riîiinc 13,, ................. 3 O O 1 

. . . . . . . . . . .  -- - .-. .- . --- . . -- -- -. - .. .. 
-w>- 

1 
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P r é s e n c e  de vit nmiries dans  l e s  exsudats du Colza cliltivC s t i r i l c i nen t ,  



Nous avons  ensuite e s s a y 6  de  donner  Urie valcur  cluailtitativc pour 

la  t h i x n i n e ,  l a  biotine e t  l ' a c ide  folique.  L e s  rés i l l ta ts  sont  r,lssemblL:s dans 

l e  tableau III. Re~ r l a rquons  que l e  taux d e  c e s  v i tamines  évolue de  fcx<sO1l ciiffé- 

rente e n  fonction du t emps  de  germina t ion  d e s  g r a ine s  de  Colza .  Eiz par t icul ie  

pour l a  th iamine,  s i  la concentra t ion est  re la t ivement  é levée  a p r è s  3 jours  de  

gernnination, e l l e  augmente  ensu i te  t r è s  peu.  

Lm= "- - -- - -- - - - - - - - - 
?'cxrips de  Thiamine 

germinat ion (en  ,pgjg de  g r a ine j  
- -- ----- 

3 jours  O ,  57 

5 jours  O,  60 

9 jonrs  O, 67 

=- . -- - ---Sm- 

Biotine Acide folique 
\ I  en i ~ g / g  de  graincj! 

.-------A 

t r a c e s  
1 

15 ,5  0, 59 

1 2 , 5  O ,  7 0  

T A B L E A U  I I I .  
- - - - - - - - - - - - - - -  

Etude quanti tat ive de  l ' é l i ln inat ion d c  qu.elcjues v i tamines  
1:cncIawit la  gerniinatiorz di1 Colza  

( les  r é su l t a t s  son t  e x p r i m é s  en pg ou en rriyg par g. d e  g r a ine s  ensemericées) .  

c )  D i s c i ~ s ç i o n  e t  conclusion : 
- - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Nous avons  proLxvé l a  p r é s e n c c  de  5 v i t amines  dn groupe B dans  l e s  

çécr6t ions  dcs jeunes  plantules de  Colza .  L a  r e c h e r c h e  de la pyridoxine et  de  

l a  v i tamine R a conduit à un r é su l t a t  négatif qui peut  ê t re  irnputable,dlai l leur 
1 % 

à. une sens ib i l i t é  insuff isante  d e s  souches  eniployées.  C e s  vi tamines ,  e t  plus 

sp6cialernent  la th iamine  e t  l a  biotine,  peuvent jouer  un rô le  irnportant  dans  la  

rh izosphère  c a r  d e  nombreux  g e r m e s  sont  exigeafits vis  - à -v i s  d e  c e s  fac teurs .  



Noi,i.e e'tude por tant  S U T  1'6volution clcs subs tances  c r g a ~ ~ i c y ~ i c s  élimiiiGc 

en p r é s e n c e  d'uilc n ~ i c r o f l o r e ,  cic~ns l e  ml i ieu  dc  culturc,  p a r  l e s  plailtules de 

Colza,  s ' c s t  l i rni t4 ailx ac ides  a1niri6s e t  vit,%]-niriés du groupe B. En effet,  l e s  

acjclcs o r g n i q u c s ,  e t  l'lus i>~éci;;6rnet1t lf-lc,ide rna1iqv.e pré'stmt ciaiis l e s  cxsu - 
da ts ,  nl~i"frr :nt ,cn tCxi?t C~UC i i u l ~ ~ t a i l c e s  énergc5tiques or: nu t r i t ionae l l cs ,  clu'iln ir. 

t6r.Et m ineu r  s u r  le plan r:iicrobiologic~ue. Pal- con t re ,  l e s  s u c r e s ,  et  p s r t i cu -  

librerrlent l e  gluco:;~,  rel;r6se1itcnt une sotiLce 2nergEticjuc t r S s  appréc iab le  

pour la r r~icrof lou c te l lur ique,  m a i s  non s f  lec t ive  vis  -X -vj s des  g r - o~~pemen t s  

n ~ i c r o b i e n s  pr6serlt.s. Cornme une étude prCcise ,  e i i t r cpr i se  p a r  KUNC et  hlh- 

CURA (1965), a perxnis de  m e t t r e  en évidence l eu r  utilisatioil dans  ctcs s ~ l s  

rhizosph6rlquec, ,  noils n 'avons  p a s  c r u  indispensable de  rcpi-endi-e c e  problènî< 

Poiir. s u i v r e  cc t te  6volutiori d e s  acide;  a ix inés  e t  v i tamines  dans  l a  r h i -  

zosplièrc clu co lza ,  nous avons prdfe 'ré ne  pa s  i ~ t i l i s c r  In t e r r e  e l le  --même corn 

m e  s u b s t r a t  de culLure c t  sou rce  de  mic ro f l o r e ,  rnais  to:ljocrs notre  systCme 

de cu l t u r e  sllr s ah l c  en tubes ,  en y incorporant ,  avant  i ' e ~ ~ s e r n r n c e m e n t  dcs  

g ra ines  ou a p r è s  l e  ciCbut de la ~ e r m i n a t i o n  suivç?,,ni l e  c a s ,  une sur:pcnsion d c  

t e r r e  p~.e'pzirée srriv;tnt llne rnéthorlologie p ~ é c i s e ' e  d,~ns: !e prerri ier  c l i a p i t ~ e  1 : ~  

ce rr iémoire.  

Afiil d '  é l im ine r  de ce t t e  t ~ i c r o f l o r e  to ta le  l a  g r 6 s e n c e  dc  i; cliampignons 

et  m ê m e  des  ac t inor~ iyc4 ta les ,  nous avons e s sayé  p lu s i eu r s  techniques : la Eil- 

t ra t ion s u r  m e m b r a n e s  ou s u r  d i v e r s  subs t r a t s ,  l a  ct>i~trifugatioi l  ou l a  s6dimei 

tation, rnais  llous n',ivoas j ama i s  pi1 about i r  à l 'obtention d 'une  mic ro f l o r e  pure 

mcnt  bacte ' r ienne.  

L e s  r é su l t a t s  obtenu? ont é t é  publiés aux Comptes  Rendus  (1968, 56). ln, 

la  sui te  de ce  t r ava l l ,  nous avons  p r é c i s 4  l ' impor t ance  de  l a  biosyi~th'c,se de ce :  

ta ines  v i t amines  p a r  l e s  bactc3-ies rh izosph4r iqi les ,  e t  l e s  nouveai:r r6sul tu ts  

ont été p u l ~ l i é s  d a n s  Ics  r',.nnales dc, 1'Iri:;titilt P a s t e u r  de  Li l le  (1969 - 20). 
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MICROBIOLOGIE DU SOL. --- Ciizitique (le l'ei.oiatio~~ des ccciilts rtmii~t;s ei cks 
~i tn i j i i i les  ~ ~ d ~ o s o i ~ ; b ! , o s  clntzs Icr iliixo~ph2re cles pl(ii!tules de Colza (Brassica 
Napus oleiféra). Note (*) dc M. Keland Bloiidenii, présentée par M. Roger 
FIsiin. 

Dalis la r1iizosphèi.e de la plantiilt: de Colr:i. la tnicroflore t-ll~iriqiie iitiliic les ricides aminés 
lib&rCs pnr le systtnie ra~liçulaire. Par coiiire, elle syntherise cerrciii~cs ~itlii~lirics hydrosolubles : 
acide folique et acidc pailtothétiique en parti;-ltlicr, dans nos coiiditions exp(.~~iii:cntalcs. 

En cultiirc stérile, les graines eii voie de çersnination et le systénie radic~iaire 
des jcünes plantules 6liininciit deî acideî amiliés et des vitaniincs liydrosol~~bles. 
L'excrétio;~ de ces acic!ci '>minés a d2jA donné lieu à de nombreux résiilrats [(') ii 
alors qtic la présericc iles vitamines dans !es cxsuciats a été pcii reciierchéc, probable- 
ment ü cari4e de la dii-llciili6 du dosùs:: [(", ( 7 ) ] .  

T<ii préscnce c1'1iile ri1icro:lore tc'lluriq~ie. I'utilii:itio~i c!e ce., frtcizurs de crcjissncce 
par les bactéries n'a jain;tis étC é t ~ d i f c  de fnçon t1.é~ przcise. Dails une Noie ~ i ~ t é -  

rieurc, nous avons sigiinlij- que les escritats rndiecllaires tiu Colï:~ (9 stimu!aient 
préfércntjellernent les bactéries rie nécessitant que des acides 'itriinés poiir lcuï 
biosyiitliéce, ail détriment de celles clui avaient i ~ t r  ycuvoir de syaihèse plus ré:luit. 

Ici, noug nous sommes proposé d't2liidier sirriu1t:lnérnent la cinétique de l'évo- 
lution tles acides arninfs et des vitarniries du groiipv 73 au cours di: !a gerniinntion 
du Colr;i, comparativei~icnt en ~ i i l tu re  st&riie, oi! ei; pré5cnce ii'uile niicr~florc tcllu- 
rique. Par;illélcnicnt, nou\ ax:ons ~2i1ssi suivi I'activi!C biologique de ccrtc ~nicroilore 
en évaluant IP 110r:lbre de bactéries présentes en foiiction d u  teiiip de germination. 

MZIT~RIEL ET T~CIIvIQUL'S. -- Les tubes de c u ! ~ ~ r e  employés coit:ic;~iicnt de la 
laine de verre s ~ p p o r t a r ~ t  12 substrLit de gcr~lii~::~tioil : du szk~ic de F o l ~ t a i i l t ' b ! ~ ~ ~  
ltivé aux acidzs. La soliition dc Krlop dihiée au cicini constitue le nilieu nutritif. 
Chaque tube reçoit, en plus, 1 ml d'une îuspensios: ditution ci'u~ie terre de réfzreiice (') 
diluéc au 1 O/,, ; stéri!e oii pas, suivant le cas. Lcs graines de Co17a 11tlli~éc5 (vaïiété 
Crésus) sont préiilab!enteiit stCrilisées à l'hypochlorite de calci~lm. Elles soiit elisc- 
mencees à raison de 25 par tube, et les semis, disposé5 daiis i ~ n e  piéce régulée à 
22 OC, sont soumis h u ~ i  éclairenlent de 12 h par jour. 

A intervalles Ue temps régulier\, et après \érilLc,ation éicririlcllc de !a siériiité 
des tubcs, les sen?is sont élu6s avec de i'eau bidiçti1ici.e. T.e5 é!v,:i:s, p~hçés sur filtres 
t( MiIlipore » à potosltk de 0,45 I L ,  soiit erlsuile conceiitrCs %:)LIS vide juslu'à un 
volui!:e tcl que I 1111 co~rcîporide au\ e~crétats  de 2 pla~~tules. 

Ce ~oli inie est alors divisé cn 2 fractions : lii prernrkre, aprLs co~:gélatioii, est 
stérilisCe par fi1tr:iti~il ; elle sera dc~iinée aux dosagcs vitdrniniqii,~~. La seconde est 

, . utilisée pour Ie dosage ;!es acidcr i i ~ l ~ i ~ i ; ~ ,  iiprès pc:lhsgc Siir S L ~ ~ I I C  I1ou:e.r 50 (kirne 
acidc), Clution avec :!ne so!uticn animoniacciic, s~!i./ir d'unc coi~v~n~rnriùii  et d ' i i n ~  
lyoi~lii!isition. 



Les vitamines hydrcsolublcs sont dos2es par une rnéthode nlicrobiologiyue : 

Lucrnbari/iiw virirlc.rcetu ATCC 12706 a été utilisé poiir la thiniiiine. 
St;.~q)iococcusfirecalis ATCC 8043 a 6tf. utilisé pour l'acide foliq~ie. 
Lccfobacill~ls planiar~un ATCC 8014 a été utilisé pour la biotine, l'acide iiicoti- 

pique et l'acide paritothénique. 

La lecture dcs résultats se fait par 1ifp1iClornétrie. Les cul~ures étant exposées 
à la lumière, la r-ibofla\~iiic et la pyrictoxine ii'oiit pas été étiidi2es. Les acides :ilninés 
sont caractérisés par chrornntograyl~ie sur placjues dc cellulose, ou dosés p2r chro- 
matographie sur colontle (appareil 'Tcc!~~iicoi\) ('O). La rnicioflore des tubes non 
stérile', est évaluke p31. eriscrnencenient sur milie~i gélosé de Bunt ct Kovira. 

~ É S U L T A ~ S .  -- L'analyse chromatographiquc des acides amiiiés sur coloii~ie a 
permis d'en identifier 24. Les tableaux I et 1' groiipent les résriltats obtenus avec ceux 
qui sont le plils aboridan:iîient excrctés. Ces 10 acides riminCs représeiiteiit 82 % 
du Lotal, aprCs G jours de germination cil contliiions stériles. 

Cinifique de 1'PvoIirtion ries priilciijrrtlic acities c;/>~ittCs dlrns  le,^ .semis stériles (ST) 
ou en pr:setzc.e d'rltie ~i~icrofht.e tel/rrriclc!e ( M T )  

(exprinice en 10 - 3  pniolçs par plantule) 

3 jours G jours 9 jolirs 

S1' 1,50 1,43 1,73 
Sérine . . . . . . . . . . . . . .  ( MT 1,57 0,55 032  

ST 1,55 2,11 2,50 
Acide glutamique . . . .  

1,25 0,15 0,13 

ST O, 64 0,59 
Proline 

0,54 . . . . . . . . . . . . . .  
0,48 0,09 traces 

Glycocolle. I 1,Ol 1 ,O4 1 , l O  .......... 
( MT 0,83 0,52 O,@ 



Acfdedes nriiitlés libgrés après 6 ,joii?s de fe?ir?r'!ln;ion ifcr~zs les sc17tis st<;riles ; 
et degré d'ufilisrrfion (le cliccim d'eus ynr la triicroflore teiliriique 

04 par rappcrt aux % ~itilisé par 
acides aminés totaux la micioîlore 

Acide aspartique .... 
Thréoniiie . . . . . . . . . .  
Sérine .............. 
Acide gliitamique .... 
Proline ............. 

. . . . . . . . . .  Glycocolle 
a Alanine ........... 
Va!inc ............. 
Leiicinc ............ 
Ilistidiiie ........... 

Le tableau II correspor-id aux dosages vitaminiques réalisés parallèlctnent. 

TABL C,AU I I  

Citrétique I'évolrrtiort des vitatnfiies Izyriroroi'c;/?lcs 
(expriil?Ce entrfig par pl:,iitule) 

3 jours 6 jo~ïrs 9 jours 12 jours 15 jours 

ST 0,013 0,023 G,OQl 0,062 0,067 
Biotine ............... 

0,012 0,015 0,024 0,033 0,935 
ST 0,28 0,55 0,62 0,65 0,72 

Acide folique .......... 
0,48 0,94 1,12 0,98 0,8 1 

Acide ~iicotinique. 
ST 11. ...... 

1 O 
ST 7 14,3 20,s 23,l 27,2 ... Acide pantotl~ériique ( MT 12,l 16,4 21 19,3 13,4 

Enfin, Ic tableau III cosrv~porid h l'évolution de la microflore tellurique eiise- 
mcncCe dans les tiibes de culture. Les résultats sont doilnés eil niiliiers de Serines 
préseiits dails 1 mi de milieu dc culture. 

Noinbrz de bactçrics Taux de crois- 
Jours (en milliers) sarice par jol.ir 



INTERPRÉTAIIOY »r4 RÉSUI:LA.IS. - La cinétique de l'élimiiiatioii des acides 
aininés par les plntitulcs stériles vaCie suivant leilr iinture. Ainsi. pour l'acide aspar- 
tique, la quantité dusCe est propcrtioilnelle à la diirie de zerr-i~inatio~! (tout au inoins 
dans Ics limites de l'expérience). A iin nioindre degré, on retrorive la même ciilktiqi~e 
pour la tlir&oniiie, l'acide glutanîique, la v~iline et la leucine. Par contre. le taux des 
autres acides amiiiés varie peu aprés 3 jours de -;errriiri:~tiori, ou peul ~iiême diininuer. 

En présence d'unc microflore tell:lrique, la coiiceiitratio~l cies 24 acides a1nin2s 
identifiés a toujours kié plus faible cpie dans les sciiils stériles. TCLIS paraissent Ctre 
iirilisés par les bactéries (tableau 1'). I le  plus, l'acide aqparticjue, l'acide gll?tamique 
et la ;eucine sont 1~rCf6re1itiellcrn,-r7t assimilés dks le début dc la germination, ainsi 
que l'asparagine, I'isole~icitie, et la lysine (noil represeiiiés dans 1c tableau). 

Daris Ics seinis stérilcs, l'éIiniii?aliün des \itumirier du groupe B est alissi pro- 
portionnelle au teiîips de g~rrnin~ttion, qiiclle que soit la \iramilie considérée. Cepeii- 
dant, en présence de la niicroflürc tclluricliie, s'il y a :itilisation de la biotine et de 
l'acide nicotiiîiquc, il y a par coritre augnierit~ttion cü1isid6rablc du taux d'acide 
foliclue, et, ;i 1111 ~i io i i~dïe  degré, cic celui de l'acide ~~~iil-torhiiriic~lie. Qriant B la thia- 
rni~îz, sa teneiir cianr la rhizosphere ii'ebt prciticlucmcn~ paq riiodili6e. 

L'acide folicl~ic ct l'acide paiitotiiénirlue ser:riz~it doi:c syilihCtisés par Ic.; bncti- 
ries rhi~ospliériqut-S. La production est d'ailleiirs en rapport avec Icur taux de 
mu!tiplicatioii (tableau Ill). Elle est active pendant les premiers jours dc ~erriiii~aiioil, 
puis la concentration diininuc, polir ulic raison encore indéterminée. 

Eii coilclusioii, dL:s le débur de la croissance des plantules cle Colza, le taux des 
acidcs ,irniiiés et cics vitntniiieç li~drosolub!cs parie dail> lz 1nCni~ sens si lc:, sixriils 
sont st6ri!es. En présence d'une riiicrofiore, il y a dinii,iution de tous les acides 
aniiliés, mais biosyiithèse de certainzs +itamiiies. 

(*) Skii:cc du 22 avril 1968. 
(1) C.  B. SL'LOC~~~\NA, Plutzt nid .Soi/, 16, 1962, p. 312. 
( 2 )  V. VANCURA et A. I I o v a c r ~ ,  I'lin;t ftiirrobes rclati?ti.ii::p.s, Proc. Si.~tzp., Prague, 1963. 
( 3 )  V. SLANKIS, V. C. ~ ~ U N P C K L E S  i't G. KRO~KOV, Plrztlt urid Scii, iji, 1964, p. 301. 
(4) A. CI~ALVIGNAC, T/zi>se Sc., Paris, 1964. 
(') n. ROUL'TEK, .f. J. JFRFMY et kl. WII.D!SG, f'/(iint c i ~ d  Soi[, 211, 1966, p. 121. 
( 6 )  A. il. ROVIRA et J. R. IIARRIS. P:u:it rrt7d Soil, 14, 1961, p. 199. 
(7) C. B. SUI.OC.HANA, I"[(lilt arld Soi/, 16, 1962, p. 327. 
(8) R. BLONDFAU, Bill/. Soc. Bo:. )<oril Fr., 19, 1966, p. 27. 
(9 lR BBLQNDE~~TJ, Bi[!/. .%c. Bot. hrotd Fr., 21, 1965 (so~is presse). 
(10) Ailalyses réalisées au !aboi.atoin de Pliysiologie végétale de l'lristititt catl~olique de 'Touloiise. 

19. - -  Iinp. JOIJVC, 12, uuc c i t  'Tc:irnon, Paris (6") 

:rriprinié en Fieiice 
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SPECIFICITÉ DE 1 A BIOSYNTI-1ÈSE DE CERTAINS F:AC IIEURS 
VITAhlJNIQUES DANS LA RZ-IIZOSI'HÈRE DES I'1,ANTULES DE COLZA 

(URA.SS?CA NAl'US OLIdFEKA)  

B~.O~JIEAU R. 

(Laboratoire de Cryptogarnie - Faculté des Sciences de  Lille) 

Bcirzs les scr~zis tle colza cflrct~iis cti pl-i;serzce d'ri17c >i~icrofiore r e l l ~ { r i t / ~ l ~  tIo71:zt!e, 
certnilzes i.ifcii~iiries hj~drostilrihles srii111le1:t é?re s?.ritliétisies d u ~ s  le srrh,rll.cit tie gcririi- 
izatiori. C)iz prz~t  se tle111c117<Ic>r si ces D ~ O S ~ I I ! / I > S C S  rc~~pnruztes sont, soit fu~lctiofz ;le la 
riritrire cirr iizicr-oflotes tcil~iriq~tes introtiriites, soit rles plai~tliles el/cs-i?14ir1s., pur l'izter- 
i?iitliniïe tle lrrirs e.ro'itats. 

Dans une note préckiente, nous :ivons signalé 1:i présence d'une biosynthèse 
de ccrtnincs vitaniines hydrosolubles, cri particulier de  I':\ciJe foliqiie et de l'acide 
pnnto!li6niqiic, daiis !a rliizosph6re dc ia pliint~ile de colza. Ce r is i~l tat  ayant ét6 
obtcnii à pariir d'i~nc seii!e origirie de niicroflore te!!~iricli!e. noiis avoris voulu 
préciser Ics facteurs co!icli:ionnant cetic synthese en c~i1tiv:trit les pliintules en 
~.>Fscnce de pliisiciirs !ilicr»flores de i~citiire différente. En oiitre la prése~ice de 
vltaitiiric B,, de riboflavine et dc  vitanii~ie Bi?, qui n';iv:iit jamais été dctectéc dans 
la rhizosphhre du colza, a aiissi été recherchée. 

La techriique de c~iltiire des grailles. ainsi q:ie !e x o d e  de préparation et 
d'incorpoi-utioii dzs microflores te1liii.iqiii.s ont dGji éia 11r6cisés (3). U I X  petite 

: niuctificaiion R ccpeiic1;;rit C!é apportée ;IUX tubes de c~iltiire : la partic inférieure 
de ceiix-ci, corresponda~it à la Iiou!eiir c i ~ i  s~ibstrnt de gerrninatiori, est placée 
dans I'ciksscn:.ité, cri vue d'éviter la photolyse cies vitaniints pliotuscnsibles, e t  
permettant ainsi leur dosnze iiltérieiir. 

Ce  s~ibslrat de gern~i:i;ition est coiiriitu5 paï t l ~ i  sable de Fontainebleau Iav6 
aux acides. 1.a so1:itic:n de Knop cliiuGc au denii cst employée corniiie rnilicu 
iiiitritii. ,/?vaiit erisemericcri:e~it, les gr:iinzs tle colza, de variétS Crésiis, soiit stéri- 



lisées par passaqe clans un bain d'hypochlorite de calciiim, suivi de 5 lavages à 
l'eau stzrile. Enfin, les semis sont disposés dans une piCce régiilée à 18 O C ,  et 
r e~oiven t  LIII éclaireinent de 12 h par joiir. 

Les rnicroflorcs telliiiiqiies employées correspondent à des teires de texture 
et de coinposition très variées. Lc tablea~i 1 résume l'oripine des cinq microflores 
uti!isécs, et préciic 1'iniport:ince de Ici popiilation bactérienne prkeiite, évaluée 
par enseniencement sur milieii geioié de BuNr et Rovrnh (4). 

Microflores 
telluriqiies A J P O F 

Terre Terre de 
Origine moirienta- jardin trés Tcrrc .de " y  Terre de 

riénicnt iichz en prairie a 
inculte iiurnns pH acide pH hasiqrie 

Ko~nbre de bacteries 
en inil!ions/g de terre 61,330 80,750 19,100 50,5UO 36,500 

Les vitamines sont ciosées par une inéthode niicrobiologique : 
Streptococcrts ftrecctlir ATCC 5043 perrii-t le dosage de l'acide foliqiie ; 
Lnctohncillrrc plaritcrrcitt~ ATCC 8014. celui de l'acide pantothériique, l'acide iiico- 
tiiiiqiie e t  la biotine ; 
Loctobncillus viridesceiis ATLC 12706. celui de !a thiamine ; 
Lactol~acillzrr c n ~ c i  A rCC 7169. ccliii de la riboflavine ; 
Lactobricillris lciclrttzn/lr~ii ATCC 7830,  celui de la vitainine B,, ; 
Satcl~cirorr~yces carlshergenris ATC'C 9080, celiii iie la vitdiriine R, (l'eiisetiihle 
pyridoxine, pyridoxal e t  pyrrdoxonïine). 

Lü Icctiire dcs iE\ultats sc tait par népliélométrie. 

L'6liition des siibstiatb de germination a été eftectuée après 6 jours de 
cultiire, c'est-à-drre à lin inoiiient où, danî !e s ~ i b ~ t r d t  de germination, la dinérence 
entre le> concentrations vitaniiniqiics d'origine bactélienne et végétale est suffisam- 
nient élevée, comnie nous l'avoris cléjh signalé (2). 

Les éluats sont ensuite concentrés sous vide jusqu'à uii volumz tel que 1 ni] 
corresponde aiix excrétats de 2 pl.tntu!e5. et sont finalement pissés sur filtres 
x klillipoi-e » (porosité 0,55 IJI. 

Ides rés~iltats, rassi.-niblés daris le tableau 11 sont donnés en 10-1  tg et corres- 
pontlent à une pf;i~itule. La preniière colonne cie r2sultats 'loiine Ics concentratioris 
obtcii~ies à partir dt: seiiiis stCrileii? ço~.resl>onda~lt donc aux cxcr6tais sadicellaires 
se~ils (l'a~ito :ipport vitaniiniqiie relevant de I'jritroduction des microflores dans les 
tubes de culture >'est rcvélé insigtiifiant). 

Il ressort de  ces résultats qiic 2 vitanlines : l'acide foliq~ic et !a vitamine Bi, 
çorit toiijours retrorivés à des closes p!iis élevCes lorsc~ue les serriis sont effectués 



Conceritration en factctdrs d e  croisscitzct. des s~!l~strats  tic gerruinati~n 
~ ~ ~ O C L I I C J  par diverses t~iicrollores t~'I!uriques 

Microflores telluriques : A 3 P O F 

Acide folique .................... 0,65 1,48 
Acide panlothénique ............ 13,6 8,2 
Acide nicotiriicliie ................ 16,l 10,9 
Thiamine ...................... 0,19 0,!7 
Biotirie ........................ 0,031 0,025 
Vitamine B6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,20 0,26 
Riboflrivine. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  <0,0012 (0,0012 
Vitamine B,, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,0041 0,OilO 

en p r é ~ e n c e  cl'iine microflore. L a  vitaniine B,, à une exceptiori pr5s est, elie ni!s~i, 
plus concentrée dnnî !CS él~iats i:ori stériles. 

Ces 3 vitairiines semblent cioric être synthétisées p:ir la inicroflore rhizosphé- 
rique, iridépendijn1n:ent de la cornpositiori de la microflore introduite d;ms les 
semis. 

Ides aiitrcs vitamines : acide paritothénicliie, acide nicotinicliie, tliiamine et bio- 
tiric sont, par contre, presque toujoirrs ~itilisécs par la rnicroflorc, a ~ i f  dnns quelques 
cas : en particulier celui de In thianiine, en ~îréscnce de la micr~o!lore 0, et tle la 
biotine, en présciice de  microflore F. Lciir qiithèse serai: donc ~iriitli~ernent fonc- 
tion du spectre blictérien de l n  niicrotiore telliiriqiie iiitrod~iitc dans les culturçs. 

Enfin, en ce clui concerne 1,i r;boflL~vinc. elle n'l  jani,lis pu être mise eri 
évideriez. La technique utili,ée perr1iett:iit pciii~ar,? de clcccler une c o l i c r ~ ~ t r ~ i t i o ~ i  
correspond:irit 9 i,3 L I .~P  par plant~ile. Ce rébultat est en accord avec c e i x  dc 
RGVIRA et  I f ~ l ~ ~ i s  (9) ciiii nz Irotivent 1'1 ribnfi:~vine qii'h !'état de traces, ct dans 
certain? exs~iJ,ils i,iilrccll,~ircs >eulement. P'ir contie, Ctizr vrcl\ilic (5) cn détecte 
rlari~ les cx~iitl.its de  plant~iles de lin, et Piccf  ( S )  dans la sperrnosphère de 
qiielques grriinci (Trigonelle, niouttirde et navet). 

DISCUSSION 

X,a synthèse apparente d'acide foliclire. de vitarriine B, et B,,, par la niicrofiore 
rhirosphériqiie devait cepenctarit Cire vérifiée de facon plus précise. E n  etlet, elle 
pouvait être inip~itée à l'activité ci'une rii?iiie flore bactéïieiine se développant 
dnns toutes les terres aci moinerit de leur çonditionnernent (séciiage ou  corisir- 
vation). Une nouvelle exp6riencc a ainsi <té entreprise i partir d'iinc terre non 
séchée, eniployfe cornn-ie sakirce de riiicrofiore. 

Cette terïs, pr6levéc nu mEiiic eritlroit que la terre I', 9 donrif exactement 
ies niênies r<s~ilt:lts, c'est-à-dire I:I présence, a p r k  6 joiirs de gcrniination d'environ 
4 fois plus d'acide fo!ici~~e, et pliis de 2 lois pliis de vitatr~ine U, e t  B,, daris les 
seniis non st6iiles. 

Cette él6va:ion de  la conceritr;ition en f;icte~irs de croissar~ce pc:uvait de 
même Ctre i1itcrprét6c pdr la ~ntiltipIicntioti ci'iinc rilicrollorc, intlépen(1ante cles 



excrétats racinaires, se développant uniforml.ment dans les tubes de culture avant 
l'implantation de la radicule dans le substrat de germination. 

Pour éliinirier cette IiypothSse, nous avons dosé la concentration d'acide 
folique présent dans les él~iats des tubes de culturc suivants : 
- tubes stériles non eiisemencés (T) : 
- tiihes ensemencés avec une niicroilore A seule (MT') ; 
- tubes stériles ensemenet5 avec des graitlcs se~iles (STC) ; 
- tubes ensemencés avec des graines, en prSsence de la microfiore A 

(M71'oC) ; 
- tubes stériles ensemencés d'abord avec des graines, puis, après 72 heures 

de gerniination, inoculés avec la ri-iicroflore A (?r,fT,C). 

Les résultats, obtenus après 8 jours de  gcrminatioii (tableau III) pcrriiettent 
effectivement de rejeter cette hypothèse. 

TABI.E.IU III 

Acide folique : T RiIT Sl 'C MToC hlT,C 

(en 10-3*~g/tube de culture) . .. . . .. . . .. . O 1,92 13 21 30,36 28,93 

Enfin à propos des tiois facteurs de croissance : acide folique, vitaixine B, et 
BI,, soulignons que dans l'état actiiel de notre expérinientatiori, on ne peiit pas 
encore affirnier qu'il y a biosynthèse dc vitamines proprenient dites par la nticroflore 
rbizosphfriqiic. 

E n  effet, on ne détecte fin:ilernent ces biosynthèses de facteur de croissance 
qu'en fonction des souches tests utilisées : or, Streptnco<.cl~s fnec,rrli.s, qui répond 
à la présence d'acide folique (acide ptéroylgltitamiq~ie) e t  de q~ielyiies dérivés tels 
que l'acide ptéroïqiie et  la rhizcptérinc, n'est que très peu srirnulé par les fornies 
polyglutamiques de cet acide foliq~ie. Dans nos semis, notrî ne connaiîsoris pas 
la forriie présente. 

SaccIrriro~)ijces carl~brrgensis répond aux trois formes de la vitarinine U6 : 
pyridoxine pyridoxal e t  pyridoxnniine, ni,iis ne peut renseigner stir l'importance 
relative d c  chactine de ces tormes dont la nature peut varier en foncticii de  la 
présence de la microflore. 

Enfin Lactobncillirs leich~~zannii permet le dosage de  la vit'lmine BI, c'eît-à-dire 
de la cyanocobalaniinc, mais il est aussi scnsible aux analogue: de cette vitamine. 
Il est d'ailleurs peu probable que les plant~iles de colza éliminent la cyanocobal~iniine 
elle-niêrne car on ne connaît pratiquernent pas de telle qnthèse dans le règne 
végétal. 

FRIES pourtant en a trouvé dans des graines de pois gerniant daris de l'eau 
stérile et considère qii'elle est synthétisée par les cellules végétales. B.4no1-ki (l), 
reprenant la mênte expérience et en incorporant du @Co aux p!ant~iles, infirnie 
cependant cette possibilité cle synthèse. \.'ALENCI!\ (10) a PLI aiissi rléceler des 
cubalamines dans les feuilles vertes de bié ou de trèfle rolige, ainsi que GRAY et 
DANIEL (7) qui isolent de ia cyanocabalan~iitc des feuiiles d u  navet. 

En ce qui concerne les grairies de colza, ce  facteur de croissance pourrait 
bien sûr avoir une origine exogène, c'est-à-dire indépendante tlec synthéses vCgétales, 
et être élinliné a u  cours de la germination. 1,'augnientatior-i de sa concentration, 
en fonction (ILI temps de germinaticin dit colza, que nous Ctvüns PLI vérificr dans 
des serilis stériles, nous incite cependant à rejeter cette hypothèse. 



Pour éliicider l'ensen~ble de ces ploblèmes, il sera donc nécessaire d'envisager 
la séparation chromatographique de  ces trois facteurs de croissance de façon à 
priciser leur natiire exacte et leur biosynthèse propre. 

E n  présence dc plantules de colza (variété Crésus), le substrat de germination 
contenant ilne niicroflore tell~iriqiie s'enrichit en certains f a c t e ~ ~ r s  vitaminiq~ies : 
acide folique, en tant que facteur de croissance pour Streptococczis f(~ecalis,  vita- 
mine R, « totale » et vitaniine R,, ou ses analogues. La nature de  ces facteurs 
vitaminiques est indépendante de la composition initiale de la niicroflore telluriqite 
enseniencée. La microflore rhizosphériclue serait donc responsable cle cette spécificité. 

In presence of colza plantules (Cresus variety) the germination siibstratum 
with a telluric microflora makes itself rich with soine vilaininic substances : folic 
acid, as a growth factor for Sttcptococc~rs fnecali.~, "whole" B, vitainin and B,, or 
its analogues. The kind of these vitaminic substances does not depend on the 
initial cori-iposition of the telluric miciotlora sowzd. The rhizospheric niicrollora 
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  probl'eme de l'excre'tion racinaire  en culture 

s té r i les ,  puis l 'action des microorganismes rhizosphgriques sur  l e s  excrétat:  

1) Les substances o r g e q u e s  dans les  excrétats  - provenant de semis  

s t é r i l e s  : 

a - suc res  : CARRE (1959), GIRARD (1963) et  CHALVIGNAC - - - - - -  
(1965) ne trouvent aucun sucre  exsudé dans l e  milieu de culturc des  plantes 

qu'ils cultivent. Nous pensons que ce  résul ta t  e s t  dû au défaut de sensibil i té 

de leur  méthode de dosage c a r  de nombreux t ravaux récents  qui, parfois ,  s e  

rapportent aux m ê m e s  plantes, ne permettent plus de me t t r e  en doute cette 

élimination par  l e  système radiculaire.  

Dans l e s  exsudats des  plantules de Colza, nous avons constaté 

que l e  sucre  le  plus abondant était l e  glucose. La  présence de celui-ci  e s t ,  

d 'a i l leurs  signalée dans l e s  exsudats de presque toutes l e s  plantes étudiées. 

Seuls BHUVANESWARI et coll. (1957) pour l e  mil le t ,  VANCURA et HOVADIK 

(1963) pour le chou-rave, ne le  caractér isent  pas  pa rmi  l e s  suc res  isolés  apr? 

chromatographie mono-dimensionnelle sur  papier .  

P a r  contre  GOATLEY et LEWIS (1966), dans le  liquide de gutta 

tion de germinations de r i z  et  d 'orge,  JALALI et. SURYANARAYANA (1 971) 

dans l e s  excrétats  de  la  plantule de blé, RIVIERE (1960) pour cette m ê m e  cé-  

réale  m a i s  au moment du tallage, e t  VANCURA et GARCIA (1909) pour le  faux 

millet  (panicum miliaceum) trouvent que le  glucose e s t  l e  principal suc re  s ' ac  

cumulant dans l ' a i r e  radiculaire  des  plantes. 

Le fructose,  cpe nous avons a u s s i  carac tér i sé  dans l e s  exsudat! 

du Colza e s t  parfois cité pour l e s  au t r e s  plantes, en particulier chez l a  mou- 

tarde e t  l e  millet  (BHUVANESWARI et col l . ,  1957), la tomate et le  poivrier 

(VANCURA et HOVADIK, 196 3) qui en éliminent abondamment. 

Enfin, des pentoses te l s  que l e  r ibose,  le  xylose et  l 'arabinose,  

d 'au t res  hexoses t e l s  que le  galactose et  le rhamnose, des  di  et  t r i - saccha r i -  

des t e l s  que l e  maltose,  le  saccharose et le raffinose, que nous n'avons pu 



met t r e  en évidence chez l e  Colza, ont ét6 signalés par  cer tains  auteurs  ci tés  

c i-dessus,  et  pa r  VANCURA (1964), ROVIRA et Mc DOUGALL (1967). 

Cette teneur en suc res  des  excrétats  obtenus à par t i r  de cultu- 

r e s  s té r i les  peut diminuer en fonction de l 'âge des  plantules, comme l ' a  r e -  

marqué ROVIRA (1956) à par t i r  de culturesde pois et d'avoine âgées de 21 

jours.  Celui-'ci interprète  d 'ail leurs ce  phénomène comme une réabsorption 

des suc res  par  l e s  radicel les ,  ou une synthèse d'oligosaccharides,  dans l ' a i r e  

radiculaire des  plantes,  à par t i r  des  oses  initiaux. En ce qui concerne le  Col- 

za ,  dans nos conditions expérimentales,  nous avons jamais constaté ce  phé- 

nomène. 

Enfin, signalons auss i  qu'à pa r t i r  d'exsudats s t é r i l e s  de gra i -  

nes,  il es t  poss  ible de révéler  la présence  de  sucres  : pour la  graine du co- 

tonnier, HAYMAN (1 969) en trouve a ins i  de 0,20 à 0,40 mg, en équivalent 

glucose. 

b - acides aminés : à par t i r  des  excrétats  de plantules de Colza - - - - - - - - - - - - -  

l 'analyse chromatographique sur  colonne a pe rmis  d'identifier 24 acides ami -  

nés.  En plus des  10 principaux que nous avons signalé dans la note publiee aux 

Comptes rendus,  il faut donc ajouter l ' isoleuclne,  l'al-ginine, l 'acide $ amino 

butyrique, l 'asparagine,  la  lysine, l e  tryptophane, la tyrosine,  l 'ornithine, la 

phenyl alanine, la citrull ine,  la methionine, l a  cystine, la  (3 alanine et  l 'hy- 

droxyproline, ces  t ro i s  dern iers  n 'étant présents  qu'à l ' é ta t  de t r aces .  

Remarquons que la glutamine ne peut ê t r e  carac tér i sée  en e m -  

ployant cette méthode de séparation d e s  acides aminés,  m a i s  pa r  chromatogra 

phie sur  papier,  nous avons pu vérif ier  ( ~ u l l .  Soc. Bot.) que s a  teneur était 

relativement importante dans les  excrétats .  Contrairement à ce  que l 'on peut 

constater pour la  plupart des  autres  acides aminés,  la  concentration de cette 

glutamine augmente d 'a i l leurs  t r è s  rapidement en fonction de 1' âge des  plantu- 

les .  ( ~ e  même phénomène se  produit pour l 'acide aspartique).  



Au point de vue quantitatif, l 'analyse effectuée aprks  séparation 
-3 

sur  colonne nous donne une excrétion de 10, 3 . 10 pM d'acides aminés pour 

une plantule, a p r è s  6 jours de germination. Ce résultat; e s t  inférieur à celui 

que l 'on  peut approximativement déterminer  aprSs séparation s u r  papier,  mai 

plusieurs fac teurs  peuvent expliquer cette différence : tout d 'abord, l e s  résul-  

tats obtenus a p r è s  chromatographie su r  papier ne sont que semi  quantitatifs 

comme nous l 'avons préc isé  dans la  publication. Ensuite,  l e s  graines de Colza 

employées ne sont pas  de la même variété  : en 1965, nous avons utilise la va- 

riété Valois ; en 1968, la variété Crésus .  Enfin, l e s  modalités  expérimentale^ 

ne sont pas  identiques : l es  résul ta ts  publiés en 1965 proviennent de plantules 

dont l e s  graines ont é té  préalablement préincubées pendant 24 heures  à 26 OC 

alors  que par  la sui te ,  cette pré-germinat ion a été supprimée c a r  les  plantule! 

issues d e s  graines étaient t rop grê les .  

Dans l e  tableau 1 suivant, nous rapportons les  résu l ta t s  quantitatifs 

globaux obtenus pour différentes plantules, après  séparation chromatographiqu 

des acides aminés présents  dans l e s  excrétats .  Pour  simplifier l a  lecture,  
-3 

nous avons exprimé tous les  résu l ta t s  en 10 pM par  plantule. 

Période de  
Plantules étudiées 

pendant l a  période 

( ~ l o n d e a u  1968) 

LUZERNE 
( ~ i c h t e r  et  coll. 1968) 

( ~ a d h u  et  Das 1968) 

T A B L E A U  1. - - - - - - - - - - - - - -  
Aspect quantitatif de l 'élimination des  acides aminés 

pa r  des plantules cultivées en conditions s té r i les .  



Nous constatons que nos résul ta ts  sont du même o rd re  de gran 

deur que ceux de RICHTER e t  col l . ,  relatifs à l a  luzerne. SHERROD et 

DOMSCII obtiennent des concentrations nettement supér ieures ,  mais  leur  m a  

tér ie l ,  d e s  grûines de pois, n 'es t  pas  comparable au nôtre  : ces  graines volu 

mineuses l ibèrent au  moment de la germination des  quantités t r è s  importante 

d'acide s aminés provenant des  r é s e r v e s  cotylédonaires. 

Si nous considérons maintenant l e s  différents acides aminés 

éliminés par  I r  Colza,  nous remarquons l ' importance de l 'acide glutamique, 

l 'acide aspart ique,  la glutamine, la  sér ine ,  l 'alanine et  l e  glycocolle. I ls  r e -  

présentent plus de  l a  moitié de la teneur en acides aminés des  excrétats.  

CARRE (1959), VANCURA et HOVADIK (1963) ont auss i  étudié, ap rès  sépa ra -  

tion chromatographique su r  papier,  les  acides aniinc's pr  Ssents dans les  excrc 

ta ts  de quelques Cruci fères  : CARRE, pour le  chou, le  chou-fleur, le  chou de 

Bruxelles et le  chou-navet, ca rac té r i se  l 'acide aspartique et l a  sér ine siirtout 

puis l 'asparagine,  l 'acide glutamique, la  glutamine,l 'alanine et la leucine. 

VANCURA et HOVADIK, pour l e  chou-rave, notent principalem-ent la pre'sence 

de l 'alanine, l 'acide aspartique, la  leucine, l 'acide gliitamique, ln glutamine, 

la  phényl alanine e t  la  m-éthionine. Nous constatons ainsi  que pour le  Colza, 

nos résu l ta t s  sont ér'es voisins de ceux qui se  rapportent aux plantes de la mê- 

me faimille . 
P a r  contre,  l e  spec t re  des  acides aminés éliminés par  les  autre 

plantes e s t  parfbis a s s e z  différent. Nous n' insisterons cependant pas su r  cet a s  

pect du problème, ma i s  dans le tableau II nous avons rassemblé  les  résul ta ts  

obtenus pour 4 plantes,  ap rès  séparat ian chromatographique su r  colonne des 

exsudats. De nombreux aut res  résu l ta t s  ont été publiés m a i s  i l s  ne sont sou- 

vent que qualitatifs ou semi-quantitatifs. En plus des  rc'f6rence s signrilées 

dans notre  p remiè re  publication ( ~ u l l .  Soc.  Bot. ) notons a ins i  les  travaux de  

VANCURA (1964) SINCiI-I (1967) ROVIRA e t  Mc DOUGALL (1967) AYZRS e t  

THORNTON (1968) s u r  le  blé et  d 'au t res  céréales  ; ceux de MILLER e t  

SCHMIDT (1965) s u r  le  haricot,  de VANCVRA et GARCIA (1969) sur l e  millet, 

et de LEELAVATHY (1970) sitr l e  r i z .  Les  résul ta ts  consignés dans le  tabledu 

II prouvent, d'une pa r t ,  que le  milieu de culture peut intervenir dans la compo- 



période de vé- 

type de culture hydroponique 

4,80 1 4,79 

ac .  aspartique 22,Ol 1 l b , 1 8  

ac .  glutamique 

homoseririe 
isoleucine 

m e  Lhionine 

1 , 3 4 1  1,47 

non identifié 

T A E L E A U  I I .  
- - - - - - - - - - - - - -  

ASPECT QUANTITATIF DES ACIDES AMINES 
PRESENTS DANS LES EXCRETATS D E  QUELQUES PLANTULES 

(LES RZSULTATS SONT EXPRIMES EN 5). 



s i t ion en  ac ide s  a m i n é s  de s  exsudats  (BOULTER e t  coll .  : élimiiiation i m p o r -  

tante  d ' homose r ine  quacd l e s  ge rmina t ions  sont  ef fectuées  s u r  sable) ,  e t  d ' au -  

t r e  p a r t ,  que ce r t a i n s  a c ide s  arr,inés peuvent ê t r e  dominants  dans  l e s  excré t io i  

de  c e r t a i n e s  p lantes  (homoser ine  pour  l e  pois)  e t  ab sen t s  chez d ' au t r e s  (homo- 

s e r i n e  pour l e  Colza  e t  la  ~ u z e r n e ) .  Potir l e  pois ,  si l e s  t eneu r s  en ce r t a i n s  

a c ide s  a m i n é s  ne  cor responden t  pas  en comparan t  l e s  r é su l t a t s  de  EOULTER 

e t  coll .  , e t  de  SHERROD e t  coll .  , il faut  peut ê t r e  f a i r e  in te rven i r  !es variéte'! 

qui ne  sont  p a s  identiques : l e s  p r e m i e r s  ut i l isent  l a  varie'té "Alaska", l e s  s e -  

conds,  l a  v a r i é t é  "Wurider von Kelvedon" . 
Enfin, soulignons qu 'en  c e  qui concerne  l a  cys t ine ,  absente  dan: 

l e s  exsuda t s  d e  Colza ,  BOULTER e t  coll .  (1966) ont démon t r é  que celle - c i  e s t  

toujours  absen te  quand l e s  ge rmina t ions  sont  effectiiées s u r  sab le .  

c - ac ide s  organiques  : nous avons identif ié  cie façon constante  - - - - - - - - - - - - - - - -  
un s eu l  ac ide  organique dans  l e  mi l i eu  de cul ture  d e s  p lantules  de  Colza : l'a- 

cide mal ique.  <ARRE (1959), à p a r t i r  d e s  exc r é t a t s  d e s  c r u c i f è r e s  p r ice 'dem-  

men t  c i t é e s ,  n ' en  c a r a c t é r i s e  aucun ; VANCISRA e t  I4OVADJK (1963) pour uiie 

a u t r e  c r u c i f è r e  : l e  chou-yave,  tout en notant l a  p r é s e n c e  d e s  ac ides  m a t i q u c ,  

lact ique et  glycolique, sotdignent en  ou t r e  l'élimination i ~ n p o r t a n t c  de l ' a c ide  

oxalique. SLANKIS e t  coll .  (19643, VANCUKA ( ~ ~ ~ ~ ) , I ~ o T J I R A  e t  McD0UGA.L.I 

(1967) ont pa r t i cu l i è r emen t  étudié c e s  a c ide s  organiques  exc r é t é s  pa r  de  jeune 

plantules ,  m a i s  ne donnent aucune va leur  quantitative. Su r  c e  plan,  nous ne 

pouvons donc pa s  c o m p a r e r  nos  r é su l t a t s .  

d - vi tamines  hydrosolubles  : pour l e s  8 vi tamines  du groupe B 

r e c h e r c h é e s ,  seule  l a  r iboflavine n ' a  pu ê t r e  déce lée  d a n s  l e s  exc r é t a t s  du  

Colza .  Le f a i t  e s t  a s s e z  su rp r enan t  c a r  l e s  p lantes ,  e t  m e m e  l e s  g ra ines  (~(713 

e t  BRAEKKAN, 1967) en contienncnt d e s  t eneu r s  a s s e z  a-ppréciables.  Auss i ,  

nous  pensons  que ce t t e  vi tamine par t i cu l i è rement  photosensible  s e  déna ture  lcnr 

de  l a  récupéra t ion  cles éliiats r nd i ce l l a i r e s .  Récemmen t  NICHIK (1 970)  a signa 

lé l a  p r é s e n c e  de s  a c ide s  pantothenique e t  nicotinique, d e  biotinc et  de pyr ido-  

x ine  dans  l e s  exsudats  du Colza ,  confirmalit a i n s i  l e s  r é su l t a t s  de nos analy:;c% 



Etant donné l 'absence presque totale de donn4es quantitatives 

complètes concernant l 'él imination de ces  vitamines B pa r  les  rac ines ,  ncus 

résumerons  dans le  tableau iii l e s  résul ta ts  obtenus jusqu'à maintenant dans 

ce  domaine. Ce  tableau me t  en évidence l ' importance de  cer ta ines  vitamines 

plus souvent c i tées  : l e s  acides  pantothénique e t  nirotinique, la thiamine et  l a  

biotine. Pour  l a  bictine e t  l es  ac ides  paritothénique e t  nicotinique, l e s  valeur: 

que nous avons e s t imées  sont du m ê m e  o r d r e  de grandeur que ce l les  de  ROVl 

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

tomate  e t  1 

ac .  nicotinique 

T A B L E A U  I I I .  
- - - - - - - - - - - - - - -  

P r é s e n c e  de vitamines hydrosoliibles 
dans l e s  excrétions de quelques plantes.  

Nous ne reviendronspas  i c i  s u r  l e s  p roblèmes  que pose l ' identification 

de  l 'ac ide folique e t  de  l a  vitamine B mentionnés dans l a  précédente note 
1 2 '  

publ iée  aux Annales de  l ' Insti tut  Pas t eu r ,  l e s  3e et 4e par t ies  de ce  t rava i l  

étant ent ièrement  consac rées  à l eur  étude. 



Origine d e s  subs tances  exc ré t ée s  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous n ' avons  pa s  analysé  l e s  composés  organiques p r é s e n t s  dans 

l e s  rac ines  de  Colza., m a i s  il e s t  probable  que toutes  l e s  snbs tances  identif ia-  

b les  dans  l e s  exsudats  proviennent de s  t i s s u s  de s  plantules. C ' e s t  d ' a i l l eu r s  

l ' av i s  de  RIVIERE (1960) e t  de  CHALVIGNAC (1965). Cette d e r n i è r e ,  pour  le  

l in ,  r e t rouve  a i n s i  dans  un ex t ra i t  alcoolique de  plantules,  tous  l e s  a c ide s  amine 

ac ide s  organiques  e t  v i tamines  hydrosolubles  p r é sen t s  dans  l e s  exsudats .  D'au 

t r e s  che rcheu r s  : TESAR et  KUTACEK (1955), ROULTER et  coll .  (1966), I-IOF 

BAUER et  MINAR (1968) ont l imi té  l e u r s  ana lyses  en ne considérant  que l e s  

ac ides  aminés ,  m a i s  l e u r s  conclusions sont  identiques.  BOULTER e t  co l l . ,  

pour l e  pois ,  p r éc i s en t  cependant que s u r  l e  plan qualitatif, l e  taux de  certains 

amino-ac ides  e s t  différent  dans  l e s  r a c i n e s  ; TESAR et KUTACKK remarquent  

a u s s i  que l ' a c ide  arriino-butyrique e t  l a  prol ine  ne  sont pa s  r e t rouvés  dans  le. 

exsudats  de  blé.  E n  ce  qui concerne l e  Colza ,  signalons que VAN E T T E N  et  

coll.  (1963) notent dans  l e s  g ra ines  de c ruc i f è r e s  une concentrat ion par t icul iè-  

r e m e n t  é levée d ' ac ide  glutamique e t  aspar t ique .  Or ,  corrime nous  l 'avons  p r é -  

cédemment  souligné,  c e  sont  surtout  c e s  ac ides  aminzs  que l ' on  r e t rouve  dans 

l e s  excrét ions .  

Site d 'exsudat ion d e s  substances  organiques  : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

PEARSON et  PARKINSON (1961), SCHROTH et  SN'YDER ( i961 )  dé- 

montrent ,  a p r è s  imprégnat ion s u r  pap ie r  f i l t r e  d e s  exsudats d e  r ac ine s  e t  rév6 

lat ion de s  subs tances  posi t ives  à la  ninhydrine,  que l e s  zones d ' excré t ion  co r -  

respondent aux  rég ions  jeunes p résen tan t  une act iv i té  protéolytique &levée.  

De m ê m e  SLANKIS e t  coll.  (1964), pa r  autoradiographie  d e s  s éc r é t i ons  r a c i -  

n a i r e s  de  plantules de  pin a p r è s  exposit ion de  l a  pa r t i e  fo l i a i re  en préserice de 

1 4 c  O constatent  q u e l a  distr ibution d e  l a  radioactivité s e  mani fes te  sur tout  
2 ' 

a u  niveau d e s  jeunes r ac ine s  e t  à l ' apex  d e s  r ac ine s  plus âgées .  

Cependant Mc DOUGALL (1968), en uti l isant  une technique b a s é e  
14 

a u s s i  s u r  l 'u t i l i sa t ion du C O,, observe  une exsudation de s  composés  m a r -  
14 

L 

q u é s  au C ,  non p a s  aux ex t rémi tés ,  m a i s  d 'une façon uniforme autour  de s  

r ac ine s  de  blé.  



Récemment,  cette contradiction apparente dans l e s  r4sul tats  vient 

de t rouver  une explication pour le  blé (Mc DOUGALL et ROVIRA 1970) : deux 
14 

types de composés marqués  au C interviendraient : l es  uns, non diffusibles, . 
étant exsud&s pa r  l e s  apex, a lo r s  que les  a ~ t r e s ~ d i f f u s i b l e s ,  s 'é l imineraient  

su r  toute la longueur des  racines.  

2 - Evolution de la teneur en acides amine's et  vitamines des  excrétats  

=résence d'une microflore  : 

Dans la  rhizosphère du Colza, nous avons trouvé une diminution t r è s  

rapide de la teneur en acides aminés des  excré ta t s  quand l e s  cultures sont 

effectuées en présence  d'une microflore  apportée par  incorporation a u  milieu 

de culture d'une suspension-dilution de t e r r e .  Pour  cer tains  acides aminés  en 

particulier : l 'acide glutamique, l 'acide aspart ique,  la leucine, la  proline et 

l a  valine, nous avons d 'a i l leurs  souligné l ' importance de ce phénorn'ene. 

Cependant l a  bibliographie nous donne t r è s  peu de renseignements 

dans ce domaine. Cer ta ins  auteurs  ont abordé ce  problème, m a i s  dans urr con- 

texte tout à fait différent du nôtre : c ' e s t  l e  cas  de ICUNC et MACURA, (1965) 

qui étudient la minéral isat ion d'une mixture d 'acides aminés introduite dans 

une t e r r e ,  afin de pe rme t t r e  l 'établis sement  d'une rhizosphère ar t i f ic iel le ,  e t  

de GUIRGUIS et coli. (1969) qui, pa r  une méthode manométrique, comparent 

la  vitesse d'oxydation de quelques acides aminés  incorporés  dans une t e r r e  rhi .  

zosphérique ou non rhizosphérique, 

D 'au t res  au teurs  : PAUL e t  SCHMIDT (1961), VAGNEROVA et VANCU- 

RA (1962) démontrent un phénomène inverse : l e s  p r e m i e r s  trouvent en effet 

que l a  concentration en acides aminés l ibres  d'un sol  rhizosphérique e s t  plus 

élevée que dans un so l  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 î r 2 s  diffé - 

rentes  des  nôt res ,  en part icul ier  pour VAGNEROVA et VANCUKA, i l  e s t  tr 'rs 

difficile d ' in te rpré ter  ces  données. 



Nos résu l ta t s  confirment néanmoins ceux de ROVIRA ( l  959). Celui-ci ,  

en comparant pa r  chromatographie s u r  papier l e s  acides ai-nin6s excré tés  par 

le  système radiculaire  de la  tomate en conditions s té r i les  et  en prc'sence d'ut 

microf lore ,  note que le  taux de ceux-ci diminue lorsque les  cortditions de cul-- 

ture  ne sont pas  s té r i les .  Ce phénomène es t  particulièreinent net pour l 'acide 

glutamique, l 'dalanine e t  la leucine, a l o r s  que pour 1z glutamine, il n 'existe 

ipratiquemerit aucune variation. 

Dans l a  seconde part ie  de ce mémoire ,  lorsque nous considérerons l'a.4 

tivité microbienne dans la  rhizosphère du Colza,  nous reviendrons s u r  cette 

utilisation des  acides aminés  pour l e s  bac tér ies  rhizosphériques.  

"In situ", contrairement  aux acides aminés,  les  analyses vitaminiques 

montrent que 1t:s vitamines hydrosolnbles sont ra rement  uti l isées par  Ja lnicrc 

f lore  rhizosphérique du Colza. Au cont ra i re ,  on peut me t t r e  en évidence leur  

synthèse par  voie microbienne dans l e  subs t ra t  de culture des  platitulrs. 

A l 'appui de ces  rEsultat5, signalons que plusieurs chercheurs  r u s s e s  

ont m i s  en Fvidence la synthèse de vitamines du groupe B par  différeiltes bac-  

t é r i e s  dl , îr igine rhizosphérique. C ' e s t  l e  cas  de SMALTJ (1963 e t  1954), KTSE- 

LEVA (1 9631, PE'TKENKQ (1 965). KISELEVA p r  Scise l ' importance de la  syri-. 

thèse d'acide nicotinique et  de thiamine par  d e s  bac tér ies  rhizos phériques d u  

cotonnier, PETRENKO, celle de la  thiamine, l 'acide pantothénique, l a  pyrido- 

xine, e t  la biotine par  des  bactér ies  rhizosphériques du mai's. 

BAI,IC KA et coll. (1965) notent auss i  lâ synthèse cle cer taines  vitarninc. 

dans le  milieu de culture de bactér ies  considérées  comme rhizosplie'ricyues : 

Bacillus o l ~ g o n i t r o p h i l ~ ~ s ,  B. mesenter icus,  -B. subiilis, niais comme nous le  

ver rons  clans l e  chapitre suivant, nous ne pensons pas q u e  ces  bactér ies  du 

genre Baciilus puissent ê t r e  considérées comme des gerriies typiq~uement rhizo 

phériques.  P a r  contre,  l e s  résul ta ts  de WUSSAIN et VANCURA (1970) concer-  

nant la  production, dans le  milieu de culture,  de biotine, d 'acide nicotinique et 

pantothénique p a r  cles Psé~:c!oman;i-i_ç et  eri par t icul ier  flu-ore s<-en_ isolés  

de la rhizosphère du rna!'s pTésenteilt un cer tain intérêt .  



Les  teneurs  en thiamine et en biotine de t e r r e s  rhizosphériques ou non, 

analysées pa r  ROULET et SCHOPFER (1950) prouvent de même  qu'une synthè- 

se  de ces  vitamines e s t  imputable aux germes  rhizosph4riques. 

Enfin, l e s  recherches de LOCIlHEAD (1957) relat ives  à la synthèse de 

vitamines E pa r  des bac tér ies  isolées  d'une t e r r e  témoin e t  d'une t e r r e  rhizos.  

phérique (cult  u r  e d'avoine) conduisent, par  un moyen différent, aux mêmes  r é .  

sultats que l e s  notres  puisque 81 ,7  70 des  souches rhizosphériques sont capa- 

bles de synthétiser une ou plusieurs  vitamines, a lo r s  qu'à pa r t i r  de la  t e r r e  t é  

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

Conclusion : 

Autour des  graines de Colza en germination et  pendant le  dévelop- 

pement du sys tème radiculaire ,  l es  ge rmes  telluriques sont donc en présence 

d'un apport appréciable de s u c r e s  s imples ,  d 'acides aminés et  de vitamines 

l~ydrosolubles .  Certaines  bactér ies ,  st imulées par  ces  fac teurs  de croissance,  

donnent a ins i  naissance à la microflore  rhizosphérique. Cette flore utilise les 

acides aminés  exsudés par  les  racines,  mais  res te  plutôt indifférente vis-à-vis  

des vitamine S .  Nous pouvons ainsi  supposer que la  microflore  rhizosphérique 

du Colza, dans nos conditions expérimentales,  s e r a  ca rac té r i sée  par  l a  pré- 

sence de g e r m e s  à pouvoir de synthèse a s s e z  élevé. 



Z e  P A R S I E  



6 6 
Dans  ce cl lapitre,  complémenta i re  du  ps-écédent, nous alloris étizciier 

l ' a spec t  p u ~ e m c i ~ t  n i c roh io log ique  de  l a  rhizosph'ere d e s  plaritules de colza,,  
11 e s t  probable  en effet que toutes  I c s  subslanc:es orgz-iliques l i bé r ée s  ijar l e  
syst 'eme r ad i cu l a i r e  du Colza, vont af fecter  p l ~ ~ s  ou moins  ~6 l ec t i vc rncn t  l e  ci 
veloppcrnerit de c e r t a i n s  groizpemetits bac td r j  eris de  l a  rriicuoiiore t e l i u ~ i q u e  
cnvjronnarite. Deux points peuvent F t r c  envisctg6s dans  L C  ~~hénoni ' eae  : d 'unc  
p a r t  l f ac t iv i t4  biologiqile ct  phy~iolcgicy~ie  dc l a  i r l icroflorc rliizospl-iériclue, a 
t ivi té  qui sel-a fonction d c s  pote~i t i , i l i tés  enzymC*tiques  de  c e s  bac t é r i e s  e t  du  
type de  rrlétnbolites m i s  =t la disposi t ion de l a  f l o r e  microbienne p a r  l e s  plart 
d ' a u t r c  p a r t  l e  s p e c t r e  hact6riei i  p rop remen t  d i t  de  l a  f l o r e  r i i i z o s p h é r i q ~ ~ e ,  
c f  c s t  à d i s e  ? e s  rliflérclLl :; g;crmes, taxor~olrl ic~~~t: ineil l  dé f ia i s ,  q l ~ i  ~ c r o f i t  5 t h  
15s. Nous al lons i ; u c c e ~ ; s i ~ i ~ ~ n c r i t  et i ldier ,  pour  l e  Colza ,  ]cc; decrx a s p e c t s  dc 
ce p r  oblèmle. 

Les p r e ï n i ? ~ r e ç  rech .e rches  efj:ectudes dans  c e  doiz-iaiac-, étaient  Ir,a.sccs: s u i  

l 'ernpl.oi du bleu rie rne'tliyl'c~ie,clont l a  v i t esse  de  rét iucti~ii ï  p e rme t t a i t  clt: t r a -  

d u i r e  liactivitc.' rnétaboljquc de l a  ~ z ~ i c r o f l o r e  rhizosphSr-jqac,  Depuis ,  cirs 

techniques pl:ts p r G c i ~ e s ,  m i s e s  ùu poiyit p, r l f 6 c o l c  tic T'OLIlON e t  scl:itives 

aux  ana ly se s  dcs  " g r o ~ i . p e ~ e s  forictionnels ", ou p a r  c e  Lle de L,OCi-IIiEXL) 

o r i en t ée s  plutôt v e r s  l 'e ' tude d e s  groupcnlents  riiitl-jtioniïcls, ont pc rn i i s  d ' ap-  

profondir  la  col-inaiss;*nce d e  ce t t e  activite' niicl-ohierinc e t  d ' a  dhdui re  son 

r6 l e .  P o u r  l e  Colza ,  noirs avons çiirtoill ern!~!oyG cchs t c c h  iiyties. 

P a r  lei; t e r i n e s  "grocrpemcxltc, foi-icti onneis" ou "groupt~nicnts  physiolagi-  

cliies" on so:~ç -entends l e s  cnsern'oles de ger-mcs dou6s  d 'une îoxictioi~ pliysio- 

logiclue bien déf in ic ,  co~ i s l i t uan t  iin clininon clt: cyc ie  c l c  1'a:sot.e ou clil c a r b 3 1 ; ~  

1 ,e i . i~  différenciat ion e s t  ha s6e  s u r  le c'iioix de c e r t a i n s  mi l ieux de cul.Lizre S E -  

l e c t i f s ,  l a  c a r ac t é r i s a t i on  f inale  &tant  obtenue par L'analyse clij.rnique d e s  r é -  

sui-tats. 

IJes gi.ou.perrlents ri~itïlitionne1.s s o ~ t  dcfilzis uriiqi.~ctrnent pa r  l e  pollvoir de  

synthèse  d e s  bac t é r i e s .  Ce lu i - c i  e s t  t r è s  v a r i i ~ b l e  ,nuisyi.xe ce r ta ins  gcrri-les 

pcu.vent ê t r e  ciiltiv6s siri. d e s   nil lieux s t r ic ter rLent  n i i r , é r a ~ ~ x  al0:i.s q3.e d ' i7u '~re 

exigent  en  plus de nomlbreil't i'a-cteur s cie csoi ssz-tnce, d e s  sirbstu.xice:; dont l a  

s t r u c t u r e  [ l ' es t  p a s  ericoTtc coniiue, yai sont p ~ é ~ e . i i l ; e ~  dans l 'extrr i i t  cie t e r r e ,  

Entre c e s  d c i ! ~  e r r t ~ l ) ; n ~ c s  ex i s te  bii.11 sQi. toute 1.1r1~ g,inilne q11.e 1î.0113 avons  ; l r -  
, , ., 

bitr ;~iremcii l i  divisGe cil 4- ~ ~ O L I ~ G U ;  en E~~~\ct : io i i  des do-n i i . 6~~  cicr:,n ;i~cll.iidcrf~ dails 

c e  donialne p a r  d'autre::; cf?e;:~:heu-t*s, 

, . Lcs r6:inlt:tts dc  zic;s r.oc:;ic-tchcc: rcl;-itivc:i; a.i~;u c ; i . r ~ ~ c : ( ~ ~ i s l i q u . e s  pl.1ysio1.c;-- 
çic;,ie:; c t  ~ii;,tr.i.t.io~!ixi:iie:s di: micr.~>floii.e rIl~i~i7sph.6i-i;lue: 61~  C:olz:x c)nt 6t4 
pi~hJ.i6cs (1;~1.11, Soc:, B~;E, .Nord :TT. , 1 9 6 6 ,  ! ')). 



AC'%"I?/!TE BIBLQGSQUE DE LA 4$4ICROFLO2E 
AUTOUR DU SYSTEMii fLIADlChSL,fiISalT*E DU COLZA 
(3i',ASSla;dtch M,+AtPUS) PEPfDANT LES PREbw\%rYP,$ bj'TfÊDES 

BESA C??",QISSAk4 GE 

Nocis üvoris déjh iiiontrti q u e  des substni~ccs  oi.g:~niciiiéc, not~~rnmrtnt ,  
SL:CI'CS et acicicls ailiiriés, étnicrit iiliriiiilés par le colza pèiitiurit sa g e r ~ ~ i i -  
rintioli et  ses pl'!:r~!icl.s stailcs (li: C ~ O ~ S Ç ~ L ~ C : :  (~ I~ .OXI)~ . I I :  IGij5j. D~II IS  cette 
~ e c ~ < l i i ~ l c  tilal)e, i1o~i.i noiis somilicç ;)i.oposi5.s tl'eicitiicr les ~.C.pei~ci~ssinris 
( le  ce!le ~ ~ c c ~ ~ ~ ~ l i i J ~ ~ L i o i i  cl'éIk~li~>:!is 61ier;;t!!iq1ws scir l ' iic[i~ilil~rc t!c l , ~  iiiic,ro- 
f1i:i.c: Iell:lr.iqi~e. l->i!iir ccln, !loii5 ~ i \o r l s  encore utili14 la culi\ii.c eii tube 
ti \.ec sii!içlra t aïiifrciei. ;~roc~étlC coiiiniiiiio ct p l i i , ~  i,i;;oiiieur c jiic i i l  c:il t ~ i t t t  

eri l)i:!3. iie>s i.é~i:ii;~ls obtcriii:; (laris <:CS coli{iiiiciilc pt>i.têiiL sui' l'nc:tivitt; 
l~iol~);ii!i.ic: s;loi)al;: (r::~riic~ra!ioii tic In r~iicrolloie t(iiiiie) et stlr les gi'ou1:e- 
iiic!riis I )ûc té r i c~~~s  ~ ~ ) I l y s i « l ~ ~ i q i . l c s ~  ii-ii,i.~:holo;irjri(+s et ~i:iti,itioriritilç. 

! , ~ s t i . a \ : n ~ i x  relatifs h ces riic->tii,'içn!ions i r i i~n .e r i an l  dan; la tiiicro- 
I11.1i.c prkccutc aiiiour rlcs gi'ai:ies au rnoxîeiit ilc  lei^^. gc~iiiirii~licin soni, 
as::cz 1.t51~eiitç. Koi,i,)ns les ~<:(:ii(:i,~l;e~ tlt? T ~ w s i r  (1040). \:,'.?r,r,.\ce et f<r?;l: 

( 1  9,) ) , !,C\~~IIJ~'~.!II ~ \ ' o [ J . Y ~ T  ( i \ ) Z ) ,  KIXL~ e!, ~"\':II~L,\(~!< (i935), ~ ? O \ ~ [ ~ I > ,  (j.956), 
IitTzsi.:r_,csos el Roc!irr (195'71, Al.iccl:~ (l!358). ::nrr:i.r.r (Lc)a!ij et \VA(;NEMOV.\, 
C.\<vsii.\ tl hIhcr-n:~ (IciGij), q u i  olnl iililisé (les çxi.)-r>pses da  1)1é, d'nvoirii: 
oii (t'orge. S ~ ~ l i g i i ~ i : ~ ~  niissi les tix\-aus tlê l'oc~ios et ses cc~llnkornteiirs 
(iY60), sur le iiiaïs ; dc i V o r . n ~ s n n n ~  jiOe2) s u r  Ic r a~~-g i~c l s s  ct le pois ; 
eritiii ceux (le (:~I~\L,VT~;:J.\C (i9G5) 5111' le l in.  

Ili?s L1;11eç iic ciilirire iitilis2.; ( 4  s 15 cni) rxori:ie!irienh dc la Inicc du 
~ . c ; ~ ï c ,  si:l)i>oila~it Y) (le ~t : i j i ( .  dti I~o:iiGirii:l~!i-~ai~ i i l ~ é  ai ls  ac idcs.  iipi.6~ 
bui.ic;iltige 311 coir~ri et s!&ri!iç;~iioii, ces tiibes i2cc;oiv~nt, 9 ni1 cie sollition 

. . ,  . . 
1iut:iiiyi: str5rilc dtt Ii:<i>i, tliluCe (30 !i!o:iie, n;n.ïi :iii'iinf !iiiici'otlorc? totale, 
!i.l,i'és~iti.c> l'ni' 1 in1 ti'iine c,~i?~:~~i!çiori d e  tt>ri% h 1 :JO. 



L,cs graines de colza (variété Valois) sorit st4riliçCes par pnsia::e dans 
un  btlin d l-iypoclilorite de citlciti!~: yericlailt 30 iiiinulr~s. sui\ i (32 5 1:tvages 
silccessifs dails de l'eau disiillée stérile. 

Ces glaiiies so111 ciiseineilcées B raison de 50 011 100 pas lul:e, sel011 
1'CLode envisagée. 

,\pi'Ps l'ençeineiiceii~enl, 3 g de ss l~ le ,  1)it5al~!l)l~iiit~i~t sti'i.ili>C dans 
dc petits lul:ea, soril ~ e r : é s  su r  cliclrl~ic scriii5. r;e f , ~ y o ~ \  't favoi'iscr la 
coloriisntio~i ultérieure tie la siir1,ice tfcj graiiles par la rnicrofiot'e. 

Eilfiri, les tubes sont ~ccouverls  d'uri l)a;,iei8 tl'éic~in el ljlticés il 

I'obscuriié peiidant 24 heiires daris iirie tiIu\.e 2 < j U  C. Ils ~ ( j n i  eiisiiili 
s o ~ l n ~ i s  ?L une teiz-ip6rat~iïe T-ai'innt dc 20 A 22" (:, cl rccc>i\-iciii riloias 
12 lic~irei cle lurriiki-e et 2 2 i ~ e u ï è s  c:'ubscurii6 par jour. 

Elle est ei'fcctuée s i i i v a ~ ~ t  ln ttichniqiie classic~uc d'c:riseinr?~:ce~?i~~~~i 
dc susi)ciisioiis-ciilutionç sui. ficlc~se-.eïtrait tle ti?ii'è (i'ucirns 1952). (:es 
suçpcnsiciis-ï!iiutioiis soiit rCalie6t.s il i);li.tir dc t iil~cs co;ilciiai~t le.; sciilis 
ainsi 14i1'i  lnrti l* de ti i i>es tériiuins. [:ne qu:iiiiii c!ï:,;iiic dt. i:ilti;.r!iic 
(1'c:il.i.c elles es1 étaléo siiia cies p1ai;iies gélus4zs h I1e:ilri!it de !eii,e. '\,II.$:: 
inc.ut,rtiion. à i 'é t is~e il 28" C. on pi'ockile au coiiiljlnye des c ~ l ~ i i i e j  et 
l ' i i~ te~~~)r .Bt ;~ t io i~  des ït;sulttit,s. 

[ci i?i!cc>i'e, on rtîfectii~ clc.; :ti~i;.s tlè ~?iiiitio:is rit? 11)-' :: LC-Y eei chaciinc 
il'c1i:L re cllcç st:i.i B erisrliiieliïe: les i ~ ; i l i : i ~ i . ~  :iCleil i is l!oL!i' l ' t " i i i t l (>  clc 
l ' a i ~ ~ n ! ( ~ ~ i i i i c ~ ~ I i o ~ ~ ,  f r ~  pr0!6o!)-s2. la  ~!611iti.ific;i[io11 (,cycle cl(: î 'tl~.~?tc), e:l 
l'niriylolysc (cycle d ~ i  carl~oric!. 

T.3 Lec?3:1ic~ile u t i l i sk  est relit. (te I~.\I:J.:I: Poi:rio:\f (i!Y13) inoiiiii6e pais 
(;r:;\~.vir;s~c (i!!û23. L 1 a i p a i * a ~ l n e  i ~ i l i . o ~ l i ~ i ! t t  i : : i i ~ ~  le iiiilieii c!e culliirc 
cnrncl6i.isc la foriciion ctiïiiiic-11~i7:l.nil:. 

iJ) Gro~ilîe dcs pi.o!i~oiyti(~~ics. 



(1) Gi'oiipe (les a i l - ~ ~  1013 iiyiies. 

I,a lecliniqiie a Clé iriise au point p;~r. A I J G I ~ : ~  et I \ [ O R E ~ U  (ZOGO). Ide 
nli l ie~i électif pour ccs gernics contierit, cn yt~rticrilier, du riitrate de  
potnssi~iiii el  de l'niriitlon soluble. 

I>oiii. cl~ii(liic fi i3ci~i~1cii:cnt bact6rieri, l'anitlyce a lieu après 3, 5 et 
O joi1i.s (;le gerniinaliori. 

Les tubes de çu1tiii.e eiisenicncé:; curitieiincrit loiijours 50 graines 
dc colza. 

III. Ettide des groupe:nrnts morphologiques et nutrîtioi?nels. 

Iics i-olt~iiienls I~;~cibi.iens so!it cffcc.ti16.; h partir. tie diliitioris a(~é(1iiakes 
é1;~16es s i i r  playiics g.t;lobPcs l'ektr.,~it (le tet,re. \ ~ i i ; l - ,  iricul~atioii, seules 
les l~l~icliic'; l)réqer~i;ttii i O  h 30 coloriic.: ~ o i i t  ~i!ilisécs. I,es s i~uches  ainsi 
obtetiuc..; (50 ou $Obi solil i'cpicliiCei sur le nillicii de coii~e~.vatiori  serni- 
solide de I ,oc f r r~r : i~  (1052). 

Seiiles, Irt nioq~liologic ot l a  colo~at ion dc CF) aqi ont été retenues. 
Cetfe colui'atioi~ de GI-<~III il. été effecti~ée iiiivant la iccli:iii[uc cl,? Li\icrin, 
Ur I1.l1x et i\T.\crrr~cir (l!?:?L), ijréctoriisfic 17x1' I ~ L ' T I I \ I ~ \ .  I~CEHEIS et r r \ ~ ~ ~ ~ l . : ï  
(1963). 

Iie  ouvo voir de b j  ~ I ~ I P S C  (IFS soilc.hes 1:actérieiitics iscilécs est. teité par 
cii~oi:ciii.eniei?i cle teilec c i  siir r l i l ~ t ~ ~ 1  n l i l i ~ i i s  1llii~~itioll1it71s diîïkrcnts. 
ciiojbis ~cti'rrii !es scpl tlc~ I A o c i ~ ~ ~ c \ ~ >  et. Çrr iqi: (lO43). 

-- hliljeil 13 : Jlilicii de hast st3,ieteii:cnt rni!iéi.ûl ~t glucose i l(~IiPOi,  
KNOj, hlgSOi, CaC12, NaCl, C'l3Fe, glricoce). 

- -  ?,ilil~eil i? : Il ost itlcritir~ire nu riiilieu 13, mais colltierlt en pliis 
ties acides an-iiiiés (cnsaiiiii~o-,~cit-i vittiriliric free llifco). 

--. ihlilieii AG : 11 es l  itlentiriue d u  ini l ic~i  -1, i r i ~ ~ i ç  cnntierit cri plils 
(les facteurs d ~ i  croissalice (iliian!ine, I~iolirie, palitotl:éri,ite tie 
ciilciurii, i~c-itlc toli:~iic. acitlcx nicotinicjiie, i'ihotlnl-iné, pyriiloxine, 
aciiie p. iir~iiiîol;ca7uique, ciioliiic. ino:itol). 

- Aliljeu YS : I I  est base ct'esti:iit tie leviii'c (jcn>l exlrtlct Difco) et 
ti'<.sil'nil de tri ip.  

l3oiii. cllii(-iiilti (les soriches isolPos; !lelis enc:emciiceriicriIs successif:; 
miit e!'fcc'li16s poiii. !c iîi6nie iiiilicii, afin i I ' t ? l i~ i i i i i ( : i .  les auio-ap11or.l.s [le 
facteilrs de cr.oissaiicc prcsenls cicilis I'iiloc~ilum. 

i)' .l.. jjic,. .‘.< 111 pi'01ifi;i';i:iori ol~tenise F L I ~  c é t i e  ::,t~in!rie de iliilieux, les 
soiichc:; .:(!ri' clasçLeç tlttrjs l'iiri tlcç cliiiilre gi'o:il,eiiiciit.; l~ro;~«sés.  
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REÇ OLTATÇ 

1. - Microflore totale. 

La terre utilisée poiir l'enseniencemerit de  la riîicroflore été prélevée 
dalis un cliainp cJc grntîtlo cullure ( ~ % I J &  récolte dc ponirile do terre). 
1 riil d 'une suspension au  1 700  de cette terre contient 26.000 pPiiiies, cliii 
s o r ~ t  ainsi inti.odui1:: ilnili. clincliie tiiLe de  culture. 

Lies ~és i i l t a i s  obterius sont ra;seiiihlés dans le lalileau 1. Dans Ics tubes 
en.scrner-icés de co l~ i i ,  la siiinu1:~tion (le ln  flore I~act2l'ielîlî~ est ctéjà. très 
nette 2 jours aprhs le scinis, oii 1'011 trouve près de 800 fois plus  de 
gertncs qiie dans les t~ilies térrioins. 

Iternarcluoris lorltcfois que dnris ces tulites téirioiiis, urie i~iiiliiplicatiori 
bacté~icrine est aussi décelab!e 1ci.s le cinc[uièiiie joiii. (le cu l t~ i re .  Elle 
est due  à l a  pré$erice iilSvitable de stibstarices o~.giiriicliles clans la siis- 
pension de terre cnsrmencée. I,cs résiiitats lcs plus siqnificatifs, tout au 
nloiris dans  l'opti que de  ce truiiail, so!lt donc c~i~!rrius tiurarit les c ~ u a t i ~ e  
prerriicrs jours de gerniinntion. 

P - -- -- - - -- - . - --- - - - - -- -- - - -- -------=-- 
- - -  

Stade de croissance Nombr'c de gerirles préscilts 
(lon8,cLir - (en million\ /xi1 de mllieii nutritif) 

le scrnis ---- 
1 dcs iacines) Tube témoin 1 Tube enscriicncé 

O - 0,0026 
1 sortie cie la radicule 0,0025 
2 10 mm 0,046 
3 18 nim 0,059 
4 27 mm 0,092 
5 35 mm 11,4 
7 41 rnm 48,s 
9 46 mm 73 

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

TABLEAU 1 

Nt~?névaliori dc la t~zicvoflore totale 

II. - Groupen~enes bnctériexis pkiysiulogiques. 

Tes ~~és i i l t a t s  5urit rCrui-riés ti,iiis le ttihlcaii II .  I I ( .  11rtliiiier cliiffre 
indiqiié tlans cliac~iri ries grouj?emerits considtjt6s cori~e~poricl , i r i  riolnbre 
de gcrmcs enseri~t>iicés l>iiï rnl (le iliilieil de cuitiiie. 

Il ressort cle c m  r4sultats i:nc i ~ è s  f o ~ t e  ~ t i~ l i i i i a l ion  di. 1;i riiicr-oflore 
:irnnioriiTianto ; (le In i~~ic:rotlore ;)i.ot5nlyliqui~, ciiti p ; ~ r  ailieiii.> est cn 
zoniicxioti trks éiroiie nvec la l~~éc'ttlc-rilc ; airisi ( ; i i ~  (le I R  microilore dcrii- 
trifi,iiiie. C'effet ii!ax;iiiunî, 011tc.iiii ptlr corri~nra:~o11 aux irii~cs témoins, 



se situe après 2 jours (le germination pc>ctr l'arriiiio~iificatiori e t  la pisotéo- 
lyse, et tipri3s 5 joiirs pour la d6nitrificatiori. En cc qui coiicerne la 
mici.ofloiv.? aniylolytique, une stiniiilutioii n'est décelnblc c~u'aii dcuxiènic 
jour de germination. 

Jo1n.s après P,mmoniiic:it. 
le sernis 
- 
0 jour 2500 

2 jours 
E 9,s .los i 0045 l o 6  

2,s .IO6 
5 jours 

E 1 25 .I l6 

25 .IO6 
9 jours 

E l 950 .IO6 

T == tube témoin ; E = t u b ~  ensemencé. 

TABLEAU II 

Inflt~erzce c l t ~  stade rle croirsnnce du colza 
sur certnitzs gr-ot~p~riierzts bactiri<irs plzysiofogiques 
(Noi;zbre de gemzes par 1722 (ic ~ni!ieu de c~lltitre) 

Iteiiiat~cjuons aussi que souvetit, Ics ~ésu l tü t s  tle (:es iiurnérntioris de 
~nicroflorcs i'o~lctionric~lles senil-ilent tres kicvés par rapport nu tl6iioni- 
hi'ement de la inicroflore tohle iTab1c;ru 1) .  Cette corresponclnricr: 
i i n~~nr f a i l c  des c?iifîres est ccpcr-idaiit cq~ l i cab l e  pnï les teciii~ic[iies de 
riuinérülions utilisées, qui sont tliïférciites. 

Notons cri An que tlcs c s a i s  de riurriératioil tle gcrriies fixalc~irs tl'azotû 
atniosphériclue eri aérol)iîise, de seiziries nitreuu et tlo Serines nitrir~ucs 
n'ont cioi-irié aucun résci!ta!, to~!t au t i~o i r~s  il l ~a r l i r  de la dilution dc tcrro 
ensernc?ic(;t?. (i %"). 

Les r6siilt;~ts c i i~er r~és  tlaiiç le tnl:lriIii II t4n:oigilerit donc tl'unc niiz- 
iiiciitaîiti-i t l i l  norrihi.c ( ln  1):ictdi.i~~ ~)i*i':;cntc~. Par corilr,e, il f i / ~ i t  ntissi 
soulig~icr que ieiir iictiviié est foili?i~icnl stiiltiiléi:. I1our illusti'c!r ce 
phéizorniiiîe, nous avons choisi les couri)cs rclalives nu ciosngc tle 
I'nctivi!é pi'oi60lyti~luc?! qiti sont, parlir:ii!i(irei~iciît éIoc[~ieiites h 5 ct O jotirs 
de ge rii~iric~tion (grûphi<ii~e 1). 



2 1 - tube  fernoin 
O u 9,- ,,,, f u b e  e n s e m e n c é  

O 5 10 jours 

G n ~ r ~ r r u v e  1 : Activité protéolytique après 2, 5 et 9 jours de gcrinir~ation. 

111. - Groupements bactériens niuryliolsgiqucs. 

1,es i4si1ltiits obtciiiis (Ts!~leau 111) portent siir cles skisies (le 200 
i;olernerits ei'Cr~tu6s h partir : 

- de  la nricroflorc totale iritrudcrite dans les l~ ihes  nu Lernps O 



- de la iilicroflore présenle d n n ~  les tubes ténioiiis après 5 jours 
de culture. Le ciéveloppenlerit rle cette flore a étC fonction de la  
com~îositioil du ntilieu cle RWP, des siibstaiices contenues dans 
1:r siiiperision (le t o m ,  et tlcs cc~iiclitions phj~siqiies de ciiliure 
(terripér.ature en pal liculier). 

- (le 1 ; ~  111icrofiore présente Jans  les tubes e i ~ ~ e l i i ~ ~ i c é s  de colza 
c2111.6.i 5 joiii.9 de geriiiiaatiori. I,es ptiranii.trcs d u  dévclopj~einei-it 
tlc cette flore sont les ni6nies (rua clans les t u l , ~ s  télr:oiils, : I T ~ C  en 
11111s la présence (les e~crétdiç  rridicellaires. 

t = rnicroilore introduite. 
T = niicroflore des tcibcs ttmoiils. 
E = microflore des tubcs ensemencés. 

TABLEAU I I I  

Iizcidrnce clc 2 0  gcrri~irzntiotr dc  In grtiirze rlrl colza 
srir Ili tizorpliologie et la réactiotz de Gr(zt~2 de  la t?:icr.oflore telitirique 

Réaction de Gram 
7 

Positive 
(96) 

86 

98 

57 

Morpkiologic 

Ces résiiliûts iiitliq~ietit une très aclte stiniulatioii des balonnets gi'ani 
n$gittif. 

Coccis et cel- 
Iules coccoïdes 

(%) 
---- 

8 

49 

2 

-- --- - 

IV. - Groupements kactérieiis 1.iiitrit3anncls. 

HAtoilnets 
(%) 

- 

91 

5 1 

98 

.-a - -- - - -- - - 

Peur escaj-rs (le p1.6cisci. le plus l)o.;sil)le le type iiritiitionrid! ~iiiliulB, 
:io~is aroris iitilisé 2 iiiicrol!nïeç d'nri:?itie tlifféicrite. T,a. inicrof1oi.e (1 

~)ro\ iei i t  tf'iirir terre icrlilc (le $rn:lc!e cultitre (c'e't CI!? :L ciniin6 les 
1~6s11It;its I J I ~ C ~ C ~ ~ I I ~ S ) .  1,n i~iicrofioirl O l>rovielit d 'une ;tlripe (le l,u,rii,i,>. 

J)aiis clic~ciiii des cas. 3 ~ 6 r i e s  tl'isoli?r,?t.nls tie sc~ui'lies t)actérir.riries 
çoiit enco1.c coii:;i;léréec,. Cci,eritit;i~t les sbries sc i,n!~!~i:r.t;~rit 9 !n iriicro- 
f!ore O lie. porteilt qilc siii. 50 ixileliieiiis. 



TABLEAU JV 

Itlcidence (le la geri~zir~atiotz de la graine (lu colza 
srir les types tirlfritiorztlels (le la i~zicroflore telliirique 

Les i~ésiill'its (Tableai1 $Y) prouvent une stimiilation très riette des 
bactéries cultivarrt sui" azote nrniné igroul3c A) en absence tle facteurs de 
ci*ois.;ailcc ct  tl 'ettrait de tcl're. 

1.1~~; se-: t.ti(iiic rac1iccll;rircs du colr,l i,roi oc~iiciit iloiic de profondes 
riiodific'ati~ns daiis l'équiiibre bi:)logiqu~ d; In  riiicioflorc tcllilrique. 

L'activité globale de cette iiiicrofioi7e, déjh très nl?l-7at2enle a];rès scule- 
nient :.? joi1i.s il2 ~erni i i ia t ion,  se trouve crirnct6rirt:tl par Liiie ~)ïoliférstioii 
c!cs hi'itonnets ji g r i ~ n i  riép;itif. Cette p:iïticu!:irilé, s i~i la lée 1jiii' (le nonibreiix 
cspériirrei:tatciirs, si? retrouve d':iiliecrs tiaris la i*iiizos~~lic '~~e des 1;lantes 
ailuites. 

,\ propos :?es yroupen~erits I~act~ricr is  er1visiigé.j en foriciion de leur 
aclivilé pl-iysioloyic~uc, amriionificatioii, protéolyse et dér!itixification sont 
sti~i-iill&cs. L'a~~yiiientntiori d u  nonibic dt?s ii.lrinionifiants el protéolytiqiles 
a d é j i ~  été s i q a l é e  par ftOï-.k'LT, dès les preiiiiers joiirs de gei'minatioii 
clu blé. Par contre, t'oc~rox et coil.. St~iclinnl le ninïs, iioto u n  conipor- 
tenient tlifi'érent de ces gi8uupernents suivant qiie les caryopses sont 
désinfectés oit pas. ICr-ïc ei 'IS:.i~r.:icr.:, A propos dc L'avoine, ti.ouvent rr:én~e 
ciie iii!iil)iiic?ri a-sez forte des proléolytic~i~cs. Eii ce qui concerne la 
ij61iitiiticatioii. (le noinl:re~ix niiteuis ( 1 .  Poi:~o?; et coll., 
\ \Tor ,c~sr : :~~i ' ,  (:H.II.vxc;N:~c:) sont cepencian1 tl'accortl polir atlniettre une 
sti~iiuiaiioti iiii~~oi.:oiite (i$s les pi3erniciç stacles (le croissance cle 1ü plantule. 

Enfin, les 4cai.i:: ohienus da!is les ré.;iiltnts conccrntiiit lcs aniylci- 
lytiques rie son1 pas suffis,irriinerit significatifs l!«nr cri coiiiblure une 
tic,ti\ itG 1 1 6 ~  A 1~ ~er111in~~Lio11. 



Dc 1'6tiicie nutritionnelle tie la microfioie, il réculte une dominance 
indisçiitahle des germes e\i-edrit de l'azote a-nicé. La prolileration de 
ces gernies est à rnett1.e en parallèle a7-e~ l'élirniiiatioii d'acides nminés par 
le colza. noiaminent acide g l t i t a r~ i i q~ i~ .  alariirie, arziciiîe, :lutrtrriine et 
, roline. prc'sents a u s  toit.: pieriiicrs stades cle ge:.ini~iaiioii. 

Les i~iêrries coilrlusions sont émises Iinr Loc.rrlr~.i~ et Roi-\TT. ROUI\TS, 
c t  T~ncrcr s e: coll. 1 I i c ~ ' i l  ;. quant k lui ,  rle t~o i t r e  cette siirnulation des 
1 ac tky ips  de  type n~iiritionnel A que lors lue la Qrai.lrl. no11 ï b~ilisée, 
cst la > ( > : ~ l ( ~  s0111,ce (112 rtiirro ~ i ' g i ~ t ~ i ~ ~ ~ l e ~ .  

Ir11 c t7 c r i i i  concerne le colza. notle Ilut s i r a  (1011~ 117;'i~nl~nitllt O'étu<lie~. 
le métabolisme de cette i~iicioflore préférentiellement ~l iniulée,  de facoi1 
il recliel c?ier 1 ~ s  eventliclles s6c,'étions l:6n4fiqucs ])otiie ln  plan tc. 
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C OhlPARATÇON A V E C  1.n RFTTZ OS PFZERE: LIE14 A TITRES P L A N T E S .  -- . _n/w"--L-b ~ ~ ~ - ~ ~ - s ~ - ~ ~ =  -- 
Nous l im i t e rons  cet te  d i scuss ion  a,u p ~ o h l è n i e  des  groupei-nents piiysiolo- 

gj ques e t  nutr i t ionnels .  E n  effc t ,  l e s  gïoixpc-ll'erlts r n ~ r y ~ ~ ~ o l o g i q u e s ,  t e l s  que 

ncus  l e s  avons é tud i&s ,  ne sont  pas  significat ifs  e t  p o u r t ~ n t ,  ce t te  tcchnicpe 

employée e s t  t r è s  c lass ique  pour  c e  gerire de  tra-vail ,  Ce t te  anomal ie  e s t  due 

>+ 13 rnorpliologie Lrks p;~r t icul ib i .e  de l a  f lo re  dorninan'c d e s  tei-?-es d ~ i  1\Tord clc 

l a  F r a n c e  que nous  avorln tou jours  u t i l i sées  c o m m e  ir~oct~lurri .  L o r s  que nouc; 

avons effectué c e s  c s p é r i e ~ i c e s ,  i70us 11'aviuns ~ U C U I Z C  rgi 'érence s u r  la t axo~ îo -  

rriie d e s  g e r m e s  colonisant  c e s  t e r r e s  e t  ce  n ' e s t  qu 'au  moment  d ' a b o r d e r  ce,t 

a spec t ,  dont l e s  r 6 su l t a l s  constitiicnc l e  chap i t re  suiva:it, que nous ~ io r i s  s o m -  

rnes rcnclut; cc;rnpte d c  l a  djfficult6 que présentriierit  l e s  ::xamens n ~ o r p h ~ l o g i -  

qücs e t  l e s  c o l f ~ r a t i o ~ s  dc  G r a m .  Cornrxre nous l e  vel-rons plu:; loiii, lc grou1,e 

i-nent b ~ ~ c f  6riei1 l e  p lus  al:ondant d d l i u  ilos ~ - ~ i i c r ~ f l o i ' e ù  t ~ t ? ~ l ~ s  s e  r.apporte acc 

gen re  -kl~-t ,__&,gbr,  c ' e s t  à dize  ?L d e s  g e r m e s  dont la. riiorphologie v a r i e  en 

fonction de l ' âge ,  d u  mi l ieu  de  c t .~ l tu re ,  et  c ec i  citrine fxçon plus ou rnoins r a p i ,  

de suivarit l e s  soucheç .  Leu r  Gra.m a u s s i  e s t  inconstant  : l e  l e r  jour d ' incuba-  

t i ~ n ,  i l  e s t  souvent ndgatif pu i s ,  p r ( ? g r c s  sivèm.ent, i i .  dcïierii. po ; i t i i .  I c i  t :~lco- 

r e ,  suivant  les  soilclieu, l a  pûsit ivi t6 peut  a p p a r a l t r e  clès le ler joilrp rr.ais pa 

fo i s ,  e l l e  n ' e s t  effective que v e r s  l e  5bmc ou. 6i:r;iè jour .  En pre'c,eilce de  t c l s  

g e r m e s ,  x?o~is ne  potlvons donc t i r e r  aucu.-lie coricluçiol-i. d e s  exaii-rcns i-r>icrosco. 

piclues, effectués so-~~v::nt e n t r e  24 e t  36 h e u r e s  d ' i r-~cubation.  

Eli ce qui coriccrne c e s  groupements, nous  avens  constat4 , pour  la 

ïhizospli?.?re d u  Co l za ,  .;ne s t i ~ ~ l i ~ l ; ~ t i o n  de  l fac t iv i . t6  amïnoliiïiante, protSo!yti- 

que e t  de'riiî;rifiazite, e t  a u s s i ,  rsnai.s à un moindre d ~ g r C ,  ce l le  de l ' a rnylolyse .  

Dans l a  I;ibliograpliie, aucune r e c h e r c h e  de  c e  g e n r e  rclittive a u  Colza  rie per- .  

niet  d c  c o m p a r e r  ce:; résult;t6L~, m a i s  UR t r ava i l  de SI'RZ.EI,CZXI< (1951) po r -  

tant s u r  1 ' 2 r ~ ~ r n ~ ~ i _ f i c a . t i o n  e t  la. d6nit:rificatic;r d a n s  ].a rhizosph2re  d ' l ini  c r u c i -  

7 .  f&:rc : 1.e r?ials, c t  cie d e u x  a ~ i t r e ç  p. , !a~>tes  : l e  b1.é e t  l 'oigiion, confirlrse l ' a c t i v i  

t é  inten^;e cle c e s  groupetrne.i;ts ~ ~ i i y ~ i c i i ~ g i q ~ t ~ : j ~ C e l l ~ - ~ ~ i ,  a p r e s  2.1 r:t '70 j (>\irs  (-1 

, . cu l tu re  du rai l is ,  cçî; i .oujoilr~ trCs supcsr~.crri_re ?L c e l l e  iZe l a  terre tt5rrroin, e t  

sou-gent i.-rlE:rle S ccll.i? des rhi:cciç;.:!?>res di? hi6 e t  de  I'oigrion. 



I l  e s t  a u s s i  i n t é r e s san t  de c o m p a r e r  c e s  r é su l t a t s  ob tenus  à p a r t i r  du 

Colza ,  avec  ceux qui  nous oilt é t é  donnés p a r  l ' endive  (BLONDEAIT 1962) c a r  

l e s  m ic ro f l o r e s  t e l lu r iques  employées  a u  dépa r t  sont  de  m ê m e  na tu re .  O r ,  poi 

l 'enclive, nous avinns  une in tense  act iv i té  arriylolytique, uile a m ~ n o n i f i c ~ t t i o n  a s  

s e z  impor tan te ,  m a i s  une p ro téo lyse  identiqtic à ce l l e  d e s  ~ E m o i n s ,  Quoique l c  

techniques  de cu l tu re  soient  d i f férentes ,  l ' endive  6ta.nt cu l~ ivZe  en mi l i eu  hydrl 

ponique, nous somn ie s  clua.nc1 i-nênic tentés  d ' û d ~ x e t t r e ,  daris une ce r t a i ne  m e s i  

r e ,  qu'une spc'cificité vis  à vis  de l a  plarite pcut  i-ilterveriir. 

Dans la  publicat ion p récéden te ,  nous avioris déjh note que ROUATT 

( 1  959) e t  CIIrALVIGNAC (1465) avaient  remarq.14 une fo r te  ac t iv i té  i ~ r r ~ r t ~ o n l f i ; ~ ~ i i  

e t  d6nitr if iantc dans  la  v h i ~ o s p h è r ~ ,  L e s  t r avaux  de  ROUATT por ta ien t  s u r  l e  

b lé ,  ceux  de CI-fALVICNAC, s u r  l e  l in.  D ' a u t r e s ,  dont X/lTZhEI,SON e t  Coll. 

(1956 e t  195'7) 6tudi2nt l a  rhizosplikre du  bli;, de  l'rtvoini., (le l ' o r g e  <:t clu r i z ,  

c t  BALlKA (1 958) Ctudiant l e  se ig le  e t  l a  vesce ,  ahcu t i s scn t  aux  r r~crncs  i-ésirl- 

t a t s .  J1 semble  clone que l'ariimonifica t ion e t  l a  de 'ni tr if i t :~ t ion constituent des  

groupements  pr6pondEt-nnts, e t  que ce  ph4nor;iène so i t  g1:nGral pour l e s  rh izos  

phCres.  L ' in tense  ac t iv i t é  cle'nitrificatricc pctlt s ' e x p i i v ~ e r  p a r  l a  c o ~ i s o n l r n ~ t i c  

é levéc  c1'oxy~;'czle p a r  l e s  r a c i n e s  et  l a  n ~ i c r o f l o i - c ,  c r can t  des condlti:ms d'n11~i.t 

roh iose ,  e t  p a r  la p rEsence ,  5 proitii-nité de.; r a c ine s ,  des  cior~r~etrrs <I ' l iyd~ogLt  

Ce t te  activitc' e s t  pi-obablct-nent reoponsablc  (le c e r t a i ne s  pe r t e s  dlri.zote. 

L'act ivi te '  a.rnyl oly-licluz ne  s emb le  p~1 s ,  ilnant à el le, cîractcc vis tique (ic 

ïh izosph 'cres .  Nous avons  cl4jà signalé que pour  !'eildive, l a  s t in iu la t io r~  étai t  

Ir'cs supé r i eu r e  2 ce l l e  que p r é sen t a i t  l e  C,olxa, S i  IZOUATT (1959) pour  l e  blé,  

t  rol~vc?. de  r io~nbreux  ge  rnico atnylolytiques,  POCHON et  Coli. (1 960) pour  l e  

niai's, CI-~;'LLVICNAC (1  965) pour  l e  lin, de'rrronl-sent soit  un effet nul ,  so i t  une 

inhibition de c c s  ge r rneç .  C e s  r 4aul t ,~ ts  confirïrlcnt donc no t r e  opinioii. 

Nous avions a u s s i ,  pour  1.e Colza ,  noté l labser*ce  de g e r m e s  n i t r i f i an t s  

C e  ph6r,or:1Sne s e m b l e  ge)riéral. puisque parmi .  Lou:i l e s  au t eu r s  c i t é s  c i - de s sus  

qui ont t e s t é  ce t te  ac t iv i té ,  ai1cu.n ne souligne une stirnül.ation quelcor!que. Si., 

clans certair is  c a s ,  sri a pi1 a t t r i bue r  cc t t c  absence d 'ac t iv i t é  à une iiz?nibitic,n 

, . pr0;~ocju;3'e par d c s  s~.ib:;tancés toxiqi.~cs erriit.jes pzr  l e s  r a c ine s  (THX~XOPJ t 951) 



ou p r g s e n t e s  dans l e  so l  (SOULIDES c t  CLARK 1938), dans  la i ~ l a j o r i t é  de s  c a r  

il i a ~ i t  pliitôt t r ouve r  l ' expl ica t ion dans  l a  faible t eneur  cie l a  rhizosphi:re en ic: 
4- 

NH4 
(MACURA 1966). En effet ,  l a  ni tr if icat ion d6pend d e  la l iùara t ion de l ' i o  

4- 
NH4 , m a i s  s i  l a  v i t e s s e  de  rnini:rali.saiion ne  d é p a s s e  pa s  l ' emplo i  hé t6 ro t ro -  

phe dc  l ' a zo t e  p a r  la plante,  oii s i  e l le  ne  dépxsse  p a r  l a  v i t e s s e  de  !'iinlmobili 

sat ion microb ienne ,  ce t te  n i t r i f ica t ion se  t rouve a i n s i  l imi tée .  

L'absence d e  gcr rnes  f ixa teurs  d ' azo te ,  e t  plus par t icul ièremcri t  l e s  

&zotobacte-~_, e s t  a u s s i  ianc généralité '  dans la  r l~ izoçph 'c re .  Dans nos  c s p é r i e n -  

c e s ,  nous pouvions expliqiier c e  r é su l t a t  p a r  la dilution de t c r r c  ernployGe qili 

&tait  a s s e z  élcve'e, m a i s  l e s  txavaux dr. I<AT'%NET,SON e t  Co l l .  (1456), DASTE 

(1958), X<ArTZNELSC)N e t  SrE'RZELC%Y1< (1961) CHAI,VIGNAC ( l965) ,  colifir- 

*ment l ' ab sence  dc  s t imulat ion de c e s  g e r m e s  C!JXLS l a  rhizospliSrê.  D 'aprBs RZ- 

VTERE (1 950) l e  s t ade  de dével-opperrie~it de la piante ei. l e s  condit ions cicologi- 

qucs interviendrait i?t ccperidant dails l e  comporte113ent de ces  &.zqt~~_Le_zrnoci 

f iant  l eu r  propor t ion au tou r  dii s y s tkme  r ad i cu l a i r e  d e s  p lan tes .  

Enf in ,  s ignalons  qu'il. ex i s te  cl 'autres t r a v a ~ i x  i n t é r e s s r t~ i t s  oui. I ' ac t iv i -  

t &  rn6taboliqrie dcç  l>actc'iico i.hizo.;phé?*iques (%A(;XJ~LO et KAT%NET,SON 

1957), rnaiç nous n e  pouvons con lpa r e r  l c s  r4s t i l ta ts  obtenus c a r  les  mc'thr~des 

einployc'es sont t r k s  d i i fgrentes  d e s  no t reç .  

L e s  cleux microflores te l lu r iques  ciiff4rcntes ir,troclujtcs dans l e s  mi- 

l ieux cle culLure du Colza  nous ont donné un r é su l t a t  idciltique : l a  s t j lnulat ion 

d e s  b a c t é r i e s  exigeantes  en ac ide s  srriines (groupe A),  e t  l a  disp.xrition cles 5ac 

t 4 r i e s  à tl.53 fitible pouvoir de  syrithkse YS). STRZELCYJ6 ( 1 9 0 1 ) ,  poux 

l e  r ad i s ,  obtient un résilli , t t  semblable  puisque dans  l a  r h i zosphè re ,  a p r è s  21 

e t  '70 j ou r s ,  i l  t rci ivc 39 e t  46 % de ç,r.:ncs dx gi.oi~pv A, al or^ que daris l a  tc3r 

r e  tGrnoin, il n ' en  rel'eve rcs~>eciivernc-nt  que 26 e t  23  %. ?,lr cont re ,  1;oizr cet  

t c  planLe, 30 % dde bactc 'r ies rl-iizosphL:riclues appartjeiixicnt. a u  groupe Y S  a p r b  

21 j o ~ r c ;  OU 70  j ~ u r s .  Cet te  Y I C I ~ ~ S S C  rel,ttive es t  ;>robablerilerit duc à Iciir der: - 

slt( c r C s  é l e ~ , i c  daris ln  terre témoin (56 y$ aaps'es 21 jours  e t  50 aapras 10 

jours ) .  



Cet te  dominance d e s  bac t é r i e s  exigeantes en  azo te  alniné a u  de ' t r jment 

cles g e r m e s  2 pouvoir de  syil thèse i r'es faible ,i é té  ,.;ouverit s ignalée : pou r  l a  

be t t e rave  p a r  L,OCIIHEAU e t  THEXTOT\T ( 1 9 ~ 1 7 ) ~  pour  d e s  plantes t r è s  d i v e r s e s  

p a r  LOCEIIlEAU e t  ROUATT (1955), pour l e  bl6 pa-r COOK t:t L,OCIII-IEhD (1959, 

pour l e  mai's p a r  TATIDIICTJX e t  Coll .  (1960 et 1961), pour l e  coton pa r  SULO- 

Ci-IRNA (1962). I3ALIC1Gl (1958) a i n s i  que VkiROXA e t  Col l .  (1966) s ignalent  l e  

r nê~ i i c  phénotrikiîe, n ia i s  pour  une léçul-fiineuse : l a  vesc-e, e t  dans  cc  c a s ,  nous 

n ' avons  peut Ctre p lus  I'6quilil.11-e c lass ique  daiiç 1.a rhizosj îhère  c a r  11;ictivit6 

d e s  _ l z o ? ! ~ & ~ p e i i t  s ' a j ou t e r  5 cel le  des g e r m e s  rh i zosp l~é r iques .  IUrI'ZNE:L- 

SON e t  Coil .  (1956) e t  ROUATT ( 1 9 5 9 ) , ~ o u r  de s  cc ' réa les ,  imettent a u s s i  en évi-. 

dcnce l a  mêtne  modific;ition cians l a  f l o r e  rh izosphér iqi ie ,  ~r-iais p a r  con t re ,  i l s  

r e t rouven t  encore  d e  nombreux  g e r m e s  t r è s  exigeants .  I c i  au s s i ,  i l  nous  Sem-- 

ble que c e s  re 'sultats  soient  dûs  à l e u r  abondarice dans  l a  microflore tcllcii.iqüe 

ini t iale (78 'J% cles bac t é r i e s  pre'serrtes dans  la t e r r c  ?~ t i l loce  p a r  MA'ïXl6ELSON 

e t  Coll.  sont  du groupe Y S  e t  83  $, pour l a  t e r r e  ritiiise'e par 1LOTJATT.) 

Nous rie pouvons cependant pas gén6ra l i çe r  c e  r é su l t a t  c a r  c e r t a i n s  tra1cir.i 

s ignalent  la  s t imulat ion d e s  b a c t e r i e s  à pouvoir de  syn thèse  tr'es &levé ( g s o u p e ~ ;  

daras la rliizosph'ere. C ' e s t l e  c a s  de  CEIAf,VJC~NrZC pour Le l i r i  ( J  965) e t  d e  .?A.- 

SANTFIAItAJAN e t  BI-TAi' pour  l a  m u r e  (1967). F o u r  le  l in ,  noter*; pc>urtdrit que 

ce t t e  stiriîii1,ttion s 'el 'feciue quand r~ ïê rne  ail dcpend d e s  gc j -mes  tr?> s cxigcalzts . 

Enfin, ci tons deux c a s  t r è s  p a r t i c u l i ~ r s  : polir l ' o r g e  e t  l ' avoine ,  WAL - 

LACE e t  KIKG (1954) natent  a i n s i  une abondance de germes  exigeatlts en  ex t ra i t  

de l evu re  ; e t  pour l e  bedeau, clès l e s  premi 'cres  s ema ines  de  s a  c ro i s s~ i r i c e ,  

IVARSON e t  KATZNRLSON (1 960) ne  signalent  pa s  de  cliif6rences appréc iab les  

e n t r e  l e s  f l o r e s  te l lur ique et  rh izosphér ique .  C e s  r6su l tu t s ,  5 no t r e  av i s ,  ne 

sont, pan i r i te ïpr6tables .  

En concli~siozx, drtizs la rlxizor;ptzère du Colza ,  nous  re t rouvons  l ' zc t iv i t6  

e'leve'e cles germes a;n;x~oni.fiants e t  déni t r i f iants ,  I.',zbsence de  nitr if icat ion,  et  

u.n ponrcentage é levé  dc s  FJ~tctésiiis exigea.ri.tes en ac ide s  arriine's, qui ca rac te r i - , .  

a ,  - sen t  ].a m i c ~ o f l o r e  rhi.xosph4riquc :3;7 g<?11crn!.. P a r  con.t.re, 1'activitG protColyti- 

que serrll11.e ê t r e  p lus  sp61-:iLiquèrni:iit l i ée  au C,ol.za I . ~ l i - r ~ ~ t m e .  C e s  r6si:~It;;its 

sont  en re la t ion  Gtroite avec  l e s  ai lalyses bioclnil~ïiciues ciont nous a vons rendu 

compte  ~ ; L I ~ S  ! C  chapl.trc pi.6céden.é . 
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Le but de cet te  r e che rche  e s t  d e  p r é c i s e r  l a  na tu r e  de s  g e r m e s  tel lurique! 

sé lect ionn6s  p a r  l e s  s éc r é t i ons  r ad i ce l l a i r e s  du Colza  d è s  l e s  p r c n ~ i e r s  s tade:  

de  s a  c ro i s s ance .  L a  pr incipale  difficulté d e  c e  type d ' ana lyse  r éç idc  clans l e  

choix  d 'une niéthode d e  c lass i f ica t ion d e s  ge ru i e s .  Dans l e  sol ,  l e s  bac t é r i e s  

l e s  p lus  coinniunes sont  en géné ra l  l e s  3aci l !us ,  l e s  P s e ~ l d o m c ~ n a s ,  f l g ~ c ) h a c t e -  

r i ~ ~ r n ,  -Acliroinobacter, e t  l e s  bac t4 r ies  corynl5forrnes. C ' e s t  I3RISDL%NE e t  R C  

VIRA (1961) qui s e ~ n b l c n t  avo i r  hté  l e s  p r e m i e r s  >L étudier  l e s  méthodes  pou-- 

vant p e r m e t t r e  en quelclue s o r t e  un re levé  d e s  g e r m e s  presei l t s  dans  I,t rh izos  

phè re .  I l s  ont t e s t é  t r o i s  n~CtT~odes  : l a  c lass i f ica t ion ba sée  s u r  l e s  açsociat ior  

d e  c a r a c t è r e s ,  l 'iclentification p a r  l ' i i t i l isat ion de  l a  clef de SKERMAN basFe 

s u r  l e  BERGEY'S IvIANUAL, e t  l a  c lass i f ica t ion suivant  l e s  index d 'af f in i tés .  

L e s  i.ésult;iîs obtcmius confirinené l a  difficulté de c e  problkrrie, aucune mc'thodl: 

ne  converiant pa r fa i t ement .  

En c e  qui nous concerne ,  étant  donne' l ' impor t ance  prépondérante  d e s  g e r -  

mes  du gen re  Ar th robac te r  dans  l e s  m ic ro f l o r e s  ritflisécs, nous avons adopté 

une -r-nethode siniple ba sée ,  'tu d6pa r t ,  s u r  d e s  exarrïens rnicsoscopiqiies d e s  

soucl-les isolc'es, a p r b s  p l ~ r s i e u ï s  t emps  d'iiicubation. De c e s  ana ly se s ,  naus 

~ v o l i s  toujour s 6limiriC l e s  ~ i c t i n o r n y c l e s  e t  l e s  c l i ~ r n p i g n o n ~ .  I l  nous  s c r n b ~ t  

d ' a i l l e u r s  que pour c e s  m ic roo rga ! i i sn~es ,  il n ' y  a i t  pas  d1c\lfet rhi~o;p;l*'eri: po 

sitif chez  l e  Colva.  Ce r t a in s  t r avaux  effectués à p a r t i r  d ' a u t r e s   plante^ pron-  

vent  l e  con t r a i r e ,  m a i s  Rous pensons  que dans  c e , c a s ,  il ne  s ' ag i t  j am a i s  de 

r l i izosphère  jeune. 

Dans c e  cliapitr e ,  nous  a l lons  tout d ' abord  6tudier  l e s  c a r a c t é r i s  ticlues des 

A r t l ~ r o b a c t e r ,  groupenient  bac t é r i en  dominant dans  l a  rhizosph'ere du C o l ~ a ,  ------- 
puis ,  A p a r t i r  d ' ana lyses  effectuGc s k 1 ' a ide  d ' a u t r e s  pl;tntules, cous pourroiïs  

d é t e r m i n e r  l. 'irnportancc re la t ive  de  leiir p r é s e n c e  clans 1.2 rl~izospi-i 'ere. 

f - C;1~.act6ristiq1~t-:i d ~ s  bac t6 r i e s  d u  sen t-e A r t h ~ o b ; i c k c ~ p r f : s c 7 ~ t e s  ci:~~!s 
w - - - - m - m m - , ~ ~ - - - ~  ----,....---- m m - ,  --*%is-,, 

l a  Y?-iizosplière cllx Colza .  
---.-"saz* .JI__ ----*__-*-- 

Le.; r é su l t a t s  oot. ét6 pubLi6s dans  l e s  z i ~ ~ n a l e s  de l ' Ins t i tu t  I , t s t e i i r  de 

LTLL,E. (1970, -- 21). 



ANN. INST. PASTEUR-LILLE, 1970. XXI, 295-305 

LES ARTHROBACTER DE LA iClICROFLORE 
RHIZOSPHÉRIQUE DES PLAXTULES DE: COLZA 

BLONDEAU K. 

(Laboratoire de Cryptogarnie - Faculté des Sciences de 1,ille) 

D e  ?zorizbreztr trtr7iazsx oltt sotnlzprzé les d i f f i v e ~ ~ c e s  e rtstaizt etztre le ~zo~l<bre de bacthies 
se rtéveloppai~t aittoirt d u  sy s t è~~ ie  vndiclrlnzve des plniites, co~zstztûia~zt l a  rhzzosplzève 
et le 7~onzbre de gerli~es se troztval~t d a m  le ~1zil~ezt aiilbza~zt. 

P ~ I L V  la  plaiztztle de colza, cette j~'olt i t10)~ ql!a>zt~tntive n déjic été étz~dzée, aznsi qfre 
Izs groirpeiliezts bci~fc'riens phr'scologlyut~ et i i z~ t~i t zo l~iz t la  Fréseilts. 

Désirant app)ofoiidzr cette étitde, cintis zut b z ~ t  ailssz bzerl écologiyz~e qir'erpé~iilne~ztal, 
coiidrtzsa)zt à la si lecttol~ et ic l ' z l t l l ~ ~ l ~ t ~ ~ i i  d? soi~ches pitres polilf ln siizte cl2 ce travail, 
~zotts nlioms a ~ z a l j s i  la f2ove bacte'vie~iîze doll~ttzalzte de la rhczosp/ièue des filailtliles de 
colza. 

L'examen microscopique des souches bactériennes isolées de semis de 
grairies de colza c!oriiie souvent des résultats différents s~~ivar i t .  que les frottis 
sont effectués à partir de cultures iilcubées pendant vingt-quatre heures, ou 
pendarit plusieurs jours. A partir des cultures jeunes : la majorité des souches 
sont des bâtonnets à gram négatif, alors que les cultures âgées présenterit 
souvent cles formes sphériques seriiblables à des cocci. 

Uri premier examen plus approfondi. portant sur 50 souches, a corifirmé 
que la plupart des germes isol6s de la rliizospl~Cre ciu colza avaient toutes 
les caractéristiyii~s principales du gerire Artlrrobncter, classé clails la famille 
des Coryriébac téries. 

Afin de proiiver crue ces Arthrobacter ,  consi~lérks généralement comme 
tlcs gcrrries autorlitoi~es du sol. pou\ aient aussi coilsiitiier une Ilorc (( rhizo- 
sphériclue », nous avons mis en incubation iirie terre inculte, à 22 OC, en 
y incorporant, soit de l'eau stkrile, soit des éluats de culturrs stériles de 
colza. 

Après trois ioi~rs d'iricul~ation. 50 souchcs bnctérieniics, isolées à partir 
de cl-iacune des terres cxpérirnentées sorit exaniinées après coloration dc 
gram. 



Répavti t ion des gvoupements nzovfihologiqi~es daizs une terre inculte iltcztbée e n  +résence 
d'eazc stévile ( T )  ou d'exzidats rncinaires de plaiztztles de colza (R )  

Nonibre 
de souelies Arthro- 13acilErLs Bâtonnets Bâto~inets Autres 

isolées bac'er gram+ gram- germes 

Terre T .............. 50 2 1 7 7 13 2 
Terre R .............. 50 30 1 8 10 1 

Les résultats obtenus (Tableau 1) proiivent que les esudats radicellaires 
stimulent les Arthrobacter, au dépend, d'ailleiirs, des bactéries sporulées. 

Dans cette note, nous présentons le résultat de l'étude systérriatiqiie de 
121 souches d'drthrobacter isolées à partir de il: séries de cultures de graines 
de colza. 

E n  coinplément de ce travail, nous avons étudié la possil~ilité de synthèse 
de vitamine QI? par ces bacthries, et la procluction d'aciclc 3 iridolyl acétique ; 
substances qui présentent un  grand intérCt dans le cadre des interactions 
nutritionnelles au  niveau de la rhizosphère des plantules. 

MRTÉRIEL ES MÉTHODES 

Culture (les graines en présence des t>zicroflores telluriques. 

La culture d u  colza (variété Crésus) est effectuée dans des tuhes suivant 
une technique mise ail point préc6demment (3). La solution de Iinop diluée 
de rnoitié constitue le niilieu nutritif. 

4 sérics de cuItiires ont été expérimentées. 

Dans cliaqiie cas, la niicroflore telluriqiic est incorporée après deux iours 
au milieu de germination rlrs graines, en introduisant dans Ies tubes de 
culture 1 ml d'une solutioii à 1 p. 1 0 0 0  (l'une terre donnée. 

Pour les séries 1 et 2,  cette terre provient d'un chainp non cultivé. Elle 
a été corisertée suivant iiile niéthode déjà décrite (3)  et contenait 33.106 ger- 
mes par gramine. 

La 1" &rie de euhure correspond à des seniis effectués avec des graines 
préalablement stérilishes à l'lijpochlo:.ite de calcium, alors crue pour la seconde, 
le colza est cnscmcricé sans iraitement préalable. 

Les séries 3 et 4 par contre out été toutes deux cnseniencécs avec cles 
graines stériles. et la microflore incorpor6e provient d'urie terre cultivée. 
(Culture précédente : betterave - 64.10" bactéries par granilne. 

Cependarit la série 3 a été placke à 18 OC, cornme les deux premières, 
alors que pour !a série 4, la tcrnpérature est réglée à 22 OC. 



Enfin, quelle que soit la série envisagée, 40 graines sont ensemencées 
par tube, et ceux-ci sont soumis à un éclairement de douze heures par jour. 

Isolcmetzt des souches et sélectio~z des Artbrobacter. 

Pour chacune des séries considérées, cinq jours après l'incorporation 
des microflores telluriques, les substrats cle gerrninatioii de plusieurs tubes 
sont agités avec de l'eau stérile de facon à obtenir une suçper,sion au 2/10. 

Les dilutions suivantes sont alors préparées et un ensemencement des 
dilutions acléquates est effectué sur milieu gélosé de Bunt ct Rovira. Après 
incubation à 28 O C ,  50 souclies sont isolées à partir de chaque série et sont 
numérotées de Cl Cs0 pour la première cérie ; CS1 à CICO pour la seconde, 
etc. 

La sélection des Arthrobacter s'effectue par I'exarneii d'un frottis prbparé 
après un à ciiiq jours de culture. et coloré par la niéthode cle gram. Pour les 
souches dont la d6termination reste douteuse après cet examen morphologiyue, 
l'étude de quelqiies caractères biochimiques propres aux iirtl~rol>acter permet 
éventuellement de les conserver. 

RÉSULTATS 

1' Coloration de gram. 

Ces bactéries, toujours très (( pléoniorphes », apparai~~qent, dans les stades 
jeunes, comme des bâtonnets souvent assez courts, à gram négatif. Par contre, 
les cultures âgées ne présentent géiiéralernent plus que des ceIlules coccoïdes 
sensiblement toutes de même taille : les cystites, à gram positif. La distinc~tion 
entre ces dciix stades est très nette, et c'est d'ailleurs presque toujours cette 
caractéristique qui nous a permis de sélectionner les Arthrobuete~. L'utilisation 
des milieux décrits par MULDER et ANTHEUNISSE (17) a été rarement néces- 
saire pour vérifier l'aspect morphologique de 110s souches. 

Le poiivoir cle synthèse des bactéries est u n  caractère très important en 
Microbiologie du sol. I l  a été défini par ensemencement sur une gamme de 
4 milieux de culture retenus parmi les 7 préconisés par LOCHHEAD et 
CHASF. (14) : 

- Milieu B : milieu minéral glucosé (1 p. 1 000) ; 
- Milieu A : milieu B + 4 p. 1 000 de (( Casamino-acid iritamine free » 

(Difco) ; 

- Milieu Y : milieu B + 1 p. 1 000 d'extrait de levure (Difco) ; 
- Milieu YS : milieu Y + extrait de terre. 



Toutes les souches étudiées se sont développées sur les milieux B OU A. 
92  utilisent l'azote minéral, 29 exigent l'azote aininé. Notons cependant que 
la présence d'acides aminés stimule toiijours la croissance des souches capables 
d'utiliser l'azote minéral. 

Toutes les souches sont immobiles ou très peu mobiles, après ensemen- 
cement par piqîire sur gélose nutritive molle. 

4" Type  respiratoire. 

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

5" Te~npératlrre optimrrnz de  croissance. 

La croissance est toiijours nulle à 37 OC, et peu active à 32 O C .  L'opti- 
mum se situe entre 24 et 28 O C .  

6" Utilisation des citrates. 

Toutes les souches utilisent les citrates comme seule source de carbone 
après deux ensernericenients sur milieu de Simmons. 

7O Action sur le glucose. 

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

8 Prodtrction d'inclole. 

Aucune souche ne produit d'indole en milieu peptoné. 

9" Réduction des nitrates en  nitrites. 

Sur milieu gélosé contenant du ICNO,, 54 souchcs sur les 121 réduisent 
ces nitrates en nitrites. 

10" Productiotz de SH2. 

Aucune souche n'a donné de résultat positif par inoculation dans le 
milieu de Christencen modifié. 

1 1  " Recherche d'une catalase. 

Tous les Arthrobucter isolés sont catalase positif en employant comme 
réactif H2Op 



12 Recherche d'une amylase. 

Tous sont aussi amylase positif, sur milieu gélosé à base d'amidon d e  
riz. Cependant, l'activité amylolytique présente des degrés très variables suivant 
les souches. 

13 Recherche d'une uréase. 

Le milieu 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 à 37 OC a toiijours donné un  résultat négatif. 

14 Recherche d'une gélatinase. 

Ce test permet très nettement de distinguer 94 soiiches gélatinase positif. 

15' Résistance ailx antibiotiques. 

L'action des antibiotiques ayant été utilisée par MEUNIER et SIMON (15) 
pour l'identification de certains Arthrobacter, nous avons aussi analysé le 
comportement de nos souchcs. Les résultats obtenus ne permettent cependant 
pas de les différencier : la presque totalité des souches étant résistantes à 
l'érythromycine, la penicilline et la novobiocine, et sensibles à la streptomycine, 
la néomycine, la kanamycine, l'auréomycine et la tétracycline. 

En conclusion, les Arthrobacter isolés de la rhizosphère di1 colza, par 
certaines de leurs caractéristiques (Mobilité, type respiratoire, action sur le 
glucose, non production d'indole et d'uréase) correspondent bien à la définition 
du genre donné clans le BERÇEY'S MANLTAL » (5). 

Par contre, dans l'état actuel de nos connaissances sur les Arthrobacter, 
il est impossible de leur donner des noms d'espèce. Ainsi, nous préférons, 
pour l'instant, grouper nos soiiches en utilisant trois critères qui semblent les 
plus valables et qui, de plus. sont classiques en systématique bactérienne : 
la source d'azote utilisable (IV minéral oit N aminé), la présence d'une géla- 
tinase, et la possibilitk de réduire les nitrates en nitrites. 

Ces résultats sont consignés dans le tableau II. 

II. - SYNTHÈSE DE VITAMINE BI*. 

Les souches sont ensemencées dans un milieu minéral (I<,HPO,, 1 g; ; 
KNO,, 0,5 g ; RIgSO,. 7 H20, O,:! g ;  CaC12, 0, l  g ; NaCl, 0,l g ; FeC13, 
6 H20, 0,01 g ; CoC12. 6 HzO. 0,008 g ; pour 1 litre) additionné de 1 g par 
litre de glucose et 4 g par litre de cc Casamino Acicl Vitamine free » (Difco). 

Après incubation à 28 OC pendant quarante-huit heures, les cultures sont 
centrifugées et les surnageants sont stérilisés. 

La recherche de la présence de cyanocobalamine dans ces milieiix de 
culture est effectuée par la méthode biologique, en utilisant comme « souche 
test » Ochrornoi~as malhamensis A T  C C 11.532, suivant la technique de 
FORD (9). 



CarnctL~istig7les des Artiirobactev isolés de In rhizosph?ve dzl colza 

Nornbre Nm Na 
de  Noinl)re E\13é- F _Y_---- 

iaiees soiicties ''Ar''llo~ G - G+ G- 
1- - G+ 

b«cLer --'- , --- 
iÿ+ N- N+ N -  x+ N--- N+ N--- 

Nnl = Lesoiii rn azote minéral. 
Na = beaoiri cri azote aiiiiné. 
G+ = pri..crice d'une gélatiriaie. 
G--- -= abst.n<e d'iine gélatinn;.e. 
i\i+ = r6tliicstio~i des iiitratcs e:i nitrites. 
N- = pas de rttliietioii des rilirates eii nitrites. 

Sur les 121  surriageants airisi analysés. 99 contenaient piris de 10 
(le c;-anccobalamiiie par niillililre, et 32 de  ceux-ci, plus de 100 ! L ! L ~  par 
millilitre. 

Cctte syntlii~se vitaniiniq~te par des gerrries rIiizospli&ricriic.ç préseiitnnt 
un grancl intErCt. soit poar !ri i ~ u ~ ï i t i o n  des plarites. solt posr lii flore LiictS- 
riei1r.e tlu sol à Enihle potil oir de 53 ritlit;se ; nous avons t;;iitiii; ln cir~citirl iic 
c!e 121 prortuciiori tic .riLamine Tii2 par une souclie c'i'ilrtlzrolnct?r (C 2k), en  

'1 1011. fonc~tiori cle la durée ci'incul). t '  

Cette souclie est iiicuhée à 28 O C  e n  cwlture agitér, dans le înilieu 
précét l r~~t  coiitcilaiit d a  sels, (tu qlu(~oçe et  (les zirides aminés. 

AprEs 10. 23, 30, 50, 78. i l 8  et 166 Iie~irrs d'lnctibaiion, la rlri-isité 
optique des ciiltr~rei est nies1ir6e et le do3age vitiiniiriic~i~e ect cffrctué avfc 
Oci~roitioiîas t:z~illz!i~~z~'n S ~ S .  

Les r6sixltat5, pr4se1ztés dans le graphiqiie 1, indicluent que la présence 
de c;-anocobalariiinc dans le niilieii de c u l ~ u r e  ri'est cXéce1;ibie qii'api@s treriir: 
heures cl'iricuttation. c'est-ii-dire au moineiit où la den*itC I~actérierine est 
très 6levée. Etisuite. la eo~iceiiiration augmente rapidement, pour atteitidre 
3.22 rn!lg par  niillitre apres relit-sei~e heiires, Cctrc \ i tani i i~e  1ji2 ize serait 
rloilc pas 1ibi;rEe daiis Ic triilirii de culture perictant la pliase (le croiss;ixire 
ack i~e  de ln  bact<:ric, inais plritôt au  m o i ~ r r i t  de la l t r e  (-le< celliiIcs. 

III. - -  P~?ol )uc~rro~,  ~ ~ ' i c r n ~  ,! r \uuLr r .  icf r r ~ r , t .  

Cette sy~lt l i i~re id'acide ,3 i r idol~l  ;ic&~iilire (,i 1 ,l) a été reclierchée d;irls 
des iziilieus de cv lrurc contriiai~i coi;irne pr@rtir -eu i. : Ic tr! pinphafle. 



L'inocrilation des souchcs s'effertue dans le rriilieu de BERTFIELOT et 
ABIOUREUX (l), contenant 0,5 g par litre de tryptoplia~ie aiouté séparbinent, 
après stérilisaiioii sur filtre, et, en plus, 0,25 g par litre de « Casamino 
Acid » destiné, eri partir~ilier, à stiinulcr la proliEératiori des souches exigeantes 
en  N. a1nin8. 

IJcs cultures sont ii:cubées à 28 O C  ttentlant quarante hcures, plris sont 
ceriirifugées, et  la présence d'A 1 A est cnraciérisée dircctenicnt. à partir du 
suri:agcaiit de ceritriîur);ation, par l e  réactif de Salko~vski, modifié par 
PILET (19). 

SyntliL.sc {le vitamine Bi- rejet& dans le milir~i de rciltiirc par la ~ouclie C2, en foiictioii 
de l'âge de la coltiire. 
- - - - D. O. de l a  cultirre. 

Vitairririe Bi?. 

Les 121  souches d'A~throbacter ont ainsi été analysées, et  toutes ont 
doiiné u n  résultat pusiiif. 

Coinmc précédexnmcrit, pour I n  cyanocol~alami~le, nous avons pelrsC qu'il 
serait a u ~ s i  i i~ té~rs sün t  (1'c:t~itlicr la cicéiique de la protliiclion cl'h 1 A en 
fonc!io:i île la clririt. d'incwl13tiori. I'oiii. cetLe euptSriçlice. nouh avons choisi 
!a souciie (: 89. qui a la i t  doriné u:ic coioratioti iiitense nvrc le réactif de 
Saikoï\q!\i iors de la  jttcinière analjsc. [<lie pst it?oc~.ilEe daris dt., e d r t ~ ~  
contciiîi t i :  100 n l  du rriilic~ii précCdeiiiiî~rnt {IZcrit, et ['iricubatioli s'effectue à 
28 "C a;ec agitntioil. 

Al'r;-s i O ,  20, 20, 50, 70, 100 et 150 Iie~iïc.; cl'iricuLati«ri. 111 clriisiié 
opticr~ir tct 1iic~iir6e. 1 ~ s  < * ~ i ~ t u r e s  sotit c ~ ~ t l ~ i f ~ g é v s  ~t r-iirn:geaiits sont 
stériii-6s par filtrntioii. Ils sont coiis<lr,ei ii I'ohscurit6, ü E O C  jriscfu'au 
rriotiirilt tlc l ' a n ~ l y  se. 
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Les sept sürnageants ?ont alors acidifiés 5 pI I  2.8 (nvee HC1 N) et 
i'A 1 A est extrait par rle l'éther tlépourvu de peroxydes, perid'int trois opérations 
successives. Les extraits éth6ïés sont ensuite javéq, conceritrés B sec, et enfin 
repris par 5 m l  d'éthanol. (Toutes ces opérations s'eflectiierit à l'abri de la 
lii~nière.) 

Une ann1j.e c1îrorriatogral>Eicriie, 5 25 OC et  à l'obrcuriié sur papier 
Whatrnari 11' 1 a\-ce I'éliiarit I-opropanol - N I 3  - eau (3/1/1  "IV) permet 
de contrôler le Kf de  la s~:b*td~lce extraite, apres ré~~éla t ion :,ar le réactif rie 
Salbowshi. Ce Rf = 0,43 corrcapond à celui de l'A 1 X téinoiri. 

L'analyse quürititative s'opère après élr~ctrophorèse <iir papier. L'eutinit 
alcoolique contenant l'A 111 e-t déposé du côté tlc la callioJe. et I'électro- 
pliorese s'efîcctue ii 110 V pendant neuf heiires, à I'obrcurité. (Solution 
utilisée : t:iriipon de Sorenwn pI-1 7). 1,'A J il niigrant dii côté de l'anode, 
son erriplaccrncrit est repéré sur les é1ec:ropliorégrarnriies griec 5 un  t6inoiil. 
Cette zone e-t alors décoi~pt:e, éluée par de l'eaii, C L  le dosagc cléfinitif s'rîfrctue 
à partir d r  cet éluat. toujours par ie réactif dc Süll\o~\sbi. Ta réactiu,i colorée 
est enregistrée au ~pcctrophotorrii.tre ( h  = 530 r n ! ~ ) ~  t 't la conceritration 
cléfiilitive eit cnlculéc {>ai. rapport j. une  courbe (le iPf(;ier~cr piépnrée à 
partir d'une soltition cl'A 1 A syrithétique. 

I'rodiiction d'acide ?-i~idol~l..ic.éti<~iie par la soiiclie CS*, eit forictioii de l'âge de la 
culture. 
- - - . Il. O. de l n  riilture. 

- A I h .  

IJeq ré'111tdts (grüphiq[it 2)  muiit~eiit qt;e la con\eri io~i dii t r jpto~)lî~ine 
en A 1.4 se pioduii qunil(J Ir taux de croir~,incc~ cle La cciii~iie büctbricnrie 
est élevé. 1,ois~rie la cuit~irta crt rii pJia.-e de d6cliii. 13 cunreritrn~io:i en  
14 1 A se rriaintcnariï à un? \ûleur 5 pet1 jtri's coiistarltr, ariciirrc ciégrati;ition 
IIC s'ophie. 



Enfin,  la qi.iantit6 d'A I A produit : 21.5 11-=; par inillilitre après ciiiquarite 
heures d'incuh:it;on est très importante. E n  effet, ICa~z ic r~so i  et SIROIS (13), 
pour PZ. g lo l~ i fo r~?~ i s  par exeiriple, rie trouveiii que 120 [tg par litre d'A 1 A 
apri~s qi~arantr-liirit lirurec tl'iric~ibntion dans un  rnilieu coii ten~n: du  trypto- 
phaiie, et  10 !t g par litre lorsc1ii'il pst a ! ~ ~ i t .  Par coiitre. I i c % i ~ y n ~ s  et 
BI.ACI-~CRE (12), titilisarit 1111 c4ril~~~»btrctrr sp., troiivent. aprc's sept joursciie 
cul i~i re  clans un  niilicu sans (ryp~optiiirie, 250 !L g par litre (1.1-1 14. 

Souligno~is toutefois que ces auteurs utilisciit Ie test ro~Coytile et méso- 
cotyle d'avoine pour leur dosage. 

La présence cles ~/lrthrol~nctcr cl'ms la rliizosplîère ilu c o l ~ a  perriiet d'expli- 
quer I'iiriportarite arti-rité p l O ~ & ~ ~ j t i ( l i i ~  et aiti>lolyti(liie, iivtée :or? de l'étutie 
cles groupernenrs ~>hvsiologirluea ( 2  ). T,eui. pouvoir i!e s)iitIi&c &le\& peut ausii 
Ctrc 11iis eri paraIlel(. avec i'iibiencc de l'uliliwtiori dcs ~ i t ~ ~ r i i i n e s ,  éliiniri6cs 
par le systèilic rntliculaire des plantiiles (4). 

Les caracti:ii~tiqrirs des souches qiie nviis atons ico1br.q ,ont d'nillci~rs 
as.txA voisines de ïclles cle J1u1 uLn et ( I L .  (18) p ro~enan t  de clifîéicnts sols 
liollaritlais et iiigtlriens. et de ct,lles ile Goli-\or. (IO), dr 1irLioris :-ocrterrains. 
Reniarc~irotis toirîefois crile 1t.s Ar~hrcab(irt~r des qols hollaiit~iis et nigt:r;erls 
-ont rxigcants rrr -riiarninrxs, le pliis souveiit eri hiotine, alors truc ceux de? 
liirioris soiiterrairts -yt~tliéii>riit cle riombreiiscs t j taminrs ti~clrosoliil)les, r11.1is 
raierilerit la cy anocobal~iinine. 

S o u s  iIr pouvons celjendant coiisidérrr ces ,2?thioh~1ctrr runimc tivs 
geiiiirs caracLéri51 iqiics clc la rIii~osplii~rr des pla~ites. ~ c r t a i i l ~  ~:I:c il rs ont (16 ii 
si;;iialé Icilr pré.xnce oil leiii int6rEt 2iuio~ir d ~ i  s j ~ t è ~ i c  r;idiciilaire cies 
plantes : SPEKRFR et Rovrni  ( 25 )  troii-rrnt nit14 que 63  p. 1 0 0  tirs hactcxries 
de la r?iizosl)i-i6ie tri'île et 78 1). ?O0 de c.el!e du ra j  ,~i..~'s peii~cri t  être 
idriitifibes (*ornilie ..l~lliroi>c,t.~er ou iVoc:rrclicl; ~ J I T C H E I . L  c-t HLI<IIITS (16) 
oiit pi1 aussi cil isoler de la ïtiizocplière de tornitte oii :lu riz. 

Rlais la niaioritF des chcrchc~ric; coa;;icli.reiit plutôt la F;iinil:e des 
Pseiitlo~i-io~iaclac<:~~s cornrne Clor(* c*riar~iristic~iie di. 1'1 r i i i~o=~l iGre  : &II\ t i r i ~ :  (20) 
Ror arT et IC \TZAI<.L?.ON (21). C : I I ~ L ?  IGSAC (6) ,  Ur J I . \ I IOV t (26), Si,'i.t<~s(; 
et Qu \ U I ~ I A G  (23). 

Certains rntrr~e, cornrne Crriu et I<AT~N!:LsO\T (7 ct 3) et SII'UC'R~II  
et1 expéri~ne~itaiit.  à p<itlir cie souch?s ]turcs, tlts cii\turcs mixte+. prouverit 

euiitaiire d"uri f~riricipc inhibiielir. éniis par les Psei~clui~rorzii\, qiii ralentit 
la r~ctiçsirice cley AArth~obuctor e l  pcut itlî.rlie i>i.o\oijliei. leur agglutination. 

P a r  conire, l'inliihitiori c!cs p,erriics sportr1t:s. que noils aionç noté C ~ C L  

le col~ü.  a Cté ririi\i icrrinrquS par 13 pliip;irt dcs aiilcura ~ ~ i ~ ~ ~ ~ c ~ c ~ c ~ i t i r ~ i e ~ l t  cités, 
aii15i q t ~ c  pnr G Y I ~ I . E \ I ~ ~ J I ~ ( ;  ( I l ) .  S ~ I ~ I I J  (2%) el Y ~ ? ~ \ T J I ~ N I J ~ \  et 1311,t~ 
(17) .  Quc !a flore. dnriiiiiatite de i n  r1ii;osplii~i.c oit rcpr6qrrit6r pni. rlcs l's~iiclo- 
nlo17itr oii des C:or\:,chactCiir~.. l ' s x t f t x t  c c r ~ i t  donc, du  t-,oi,it dix \ uc éc+o?oqiqric, 
iclcnticliie : c'(,kt-il-dire Iinc ~iirrrinu~iorr r e l a~ i t c  ilci Spor~ilCei ou tine inhibiii,)il 
propreinriit ifite. 

Afin de coiicilicr nos rt:k,~lltaii r,rlatifs à 13 flore rhi/»ipliéric~~ie, a tec  Ics 
t t d c a i i ~  effrctilés r l ~ i t & r i r ~ r ï e ~ i i ~ n t  ct abouti+ani à i i i i  it:s~iital dif'fércsnt, nouq 
poil\ 0 ~ 1 3  6inet t i  e tlc~ix hy pot Ili..;<-s : soit qrte ici r:iiri.ofiorc rltiro:,l>lié~iî~ue c:i 
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spécifique de la plante oii des différerits stadcs rie cléveloppeinent de cette 
plante. soit que la compoiitioii initiaje de la microflore telliiriclue détrrniirie 
en  partie le spectre hactéricri de In Elore ilii7ospliéric~ue. 

Noub e.sayoiis ac~iitlleinent de rhpo~iclrc i ce prol>li.nie en cultivaiit 
clifférentcs graines e n  pcF~eiicc ti'une rnE.lile flore tellurirriie. 

La ~nicrol'lorc rlii70~~>11éric[~i~~ des plantules tle c o l ~ a  e ~ . t  c:iractéiiajc par 
i i r i  enrichis~crriciit cri Arth toO~îc t~r ,  au d6tritiieni clcs gex1nt.j sporulés. Le 
pouvoir de sqnihè.;e (le cea Cor~i1é2~act6rics est généralrrnent e l e ~ k .  El\ p a r ~ i -  
citlier, leurs filtrats de c:il~iire coritieilnent de la xitortiiiit R12 et, mec  le 
tryptopliane comnre préc~irieur. ils produisent (les t e ~ i e ~ i r ~  é lc~évs  en acide 
? - i i ~ d o l ~  1-ac6tiijue. 

7 .  Il le rhijoipheric ~iiic-rofiora of ct l ~ a  ccrd!iriqç is ~1~2riictel ' i~cd 11) ari 
iiicresst. of llrth~-clbccc.tt.~, ~oirclatcd -~vii!i a rclati! c drcrease of rpoir;lirig g(crrirs. 
Thosc cor) iicbactcria havt, 21 ,getierall~ great i3ntliesis p0bic.r. l:spccinl!y, tlie 
filtra of tlie culture contain 1 ita!riiii Riz. ancl. T\ ith t r j  ptopiiari as a piwlirsor, 
they protlcice great anioiiiit of j inrlolql ace t~c  acicl. 
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II - Eéuclc compa rée  du spec t r e  bac t é r i en  d e  la r h i z s p h ' e r e  du Colza  e t  - - 
de quclqucs a u t ~ c s p l a n t u l e s .  
sW- - 
Cet te  étude qui e s t  des t inée  à répondre  à l a  qüestion fo rmu lée  dans  l a  

conclusiozi de  l a  publicat ion p récéden te ,  a é té  effectuée avec  l a  col laborat ion dc 

S. SOUMARE (1970). I l  s ' a g i t  en effet d e  d é t e r m i n e r  s i  l e s  c a r ac t é r i s t i ques  de  

la. m ic ro f l o r e  r l~ i zosphé r iquc  du Colza ,  qui semblen t  a s  s c z  p a r t i c u l i è ~ e s  étant  

donné l a  dens i t é  é levée  d e s  A I - t h r o b a c t e ~ ,  sont  l a  conséquerice cl'une act ion p a r  

ticuli 'ere e t  spécif ique du Colza ,  ou s i  e l l e s  sont  dues  au  s p e c t r e  bac t é r i en  p ro .  

p r e  de  l a  r i i icroflorc te l lur ique ini t iale.  P a r  l a  m ê m e  occasion,  nocs  suivrons  

avec  in té rê t  l e  compor tement  d e s  g e r m e s  sporule 's  dans  la rh izosphkre  pilisqire 

chez l e  Colza ,  nous avons déjà  notè' que l e u r  nombre  diminuait  dans  d e s  propor  

t ions t r è s  net tcs .  Nous avons  donc ana ly sé  l a  m ic ro f l o r e  rllizosp'rlErique de  pla 

i u l e s ,  t r è s  d i f fé ren tes  l e s  unes  des a u t r e s ,  dont l 'une ,  l c  Colza ,  nous SE- t  eri 

quelque s o r t c  de témoin.  Nous avons a u s s i  changé l e s  nlodali tds expér imenta le  

dans  ce t r ava i l ,  a f in  de  nous p l ace r  dans  d e s  conditions écologiques plus  s t r i c -  

t e s ,  E n  effet,  l e s  expérierices que nous p r é sen tons  i c i  sont  pratlcluées en  d e i ~ x  

temps : cinns un p r e m i e r  t emps ,  l e s  grs i l ies  sorit piacc',>s en g ~ r r r l i n a l i o r ~  s ~ e -  

r i l e ,  e t  apr'es d6vcl oppcment su f f i san t  d e s  plaritules, l e s  excr4t ions  rczcinai~*eç 

sont  recue i l l i e s  e t  concentrBes.  Daris un deuxième temps ,  une t e r r e  d i te  "ex- 

pé r i r nen~a l e " ,  cho i s ie  er: fonction dc  1 '6tude envisagée,  e s t  in lb ib ie  p a r  c e s  

exc r é t a t s  e t  m i s e  e n  incubation pendant un c e r t a i n  t emps .  Finalernerrt,  l e s  mo- 

dif icat ions appo r t ée s  a u  s p e c t r e  m ic rob i en  de  la rnicrof lore  t e l lu r ique  i n i t i a l e  

sont  ana lys6es  en étudiant  p lus  p a r t i c u l i è r e ~ x c n t  l 'évolution d e s  &throbact_er 

e t  d e s  ge r rnes  sporu l9s  a é rob i e s  dont l a  c a r ac t é r i s a t i on  e s t  a s s e z  fac i l e ,  ainsi  

que cel le  d c s  P s e i ~ d o p o n a s .  
I 

Enfin, en f o ~ ~ c t i o n  d e s  r é çu i t a t s  obtenus,  nous avons  a u s s i  Ztudié l e  

compor  teixent en c i ~ l t u r e  pu re  ou rrii:rte, d e  quelques soirclics s 6lection1ic'c r pa r  

m i  c e s  t r o i s  g roupements  bactcr ie i i s  e t  inoculées 2. des  solutions c i 'excré ta ts  

r a c i n a i r c s  de Ca lza  ou cl'extrnjt d e  t e r r c .  



1 - Mat6riel  e t  --- Méthodes : 

a)  Choix de l a  t e r r e  "expér imenta le ' !  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Afin d'e'tudier dans  de  bonnes conditions expil 'rimentales l e  

problèine an t é r i eu r emen t  pose', nous avons  e s sayé  de cho i s i r ,  comme sou rce  

de mic ro f l o r e  te l lur ique,  une t e r r e  contenant des  p ropor t ions  vois ines  d ' A r  - 
tl~robactex-, d e  ge rmer ;  sporulés  e t  de  Pscuclomonas. Apr'es avo i r  ana lysé  plu- 

s i e u r s  t e r r e s  de  na tu r e  e t  d 'o r ig ine  diiféreri tes,  l ' une  d ' e n t r e  e l l e s  a firiale- 

ment. é t é  re tenue.  E l l e  provient  d 'un champ inculte depi-iis p lu s i eu r s  années  et  
6 

contient,  p a r  g r a m m e ,  2 ,  6 .  10 b a c t é r i e s  dont 36 p. 1 00 d1.Arthro1xtcter, ---- 30 p. 

100 de gerrr ies spo ru l é s  et  16 p .  100 de Psei ldomonas ,  Avant ana lyse ,  ce t t e  t e r -  

r e  a é té  séchge  dans  une étuve à. venti lat ion,  puis passe'e s u r  d e s  t a m i s ,  de  f a -  

çon à ne cor iserver  que l e s  f ines  pa r t i cu les  donriînt une  m a s s e  hornoç'ene. 

b) Cul tu re  de s  p lantules  et  p répara t ion  de s  excré t ions  : - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - -  

Quat re  types de g r a ine s  appar tenant  à d e s  f ami l l e s  t r è s  di[- 

f é ren tes  ont é t é  cho i s ies  : une c ruc i f è r e  : l e  Colza ( ~ r a s s i c a  n a p u s  oieif-), 

une l inée : l e  l in ( l i ~ i i ~ r n  -- iisitatis.;irnurn), une pcipiliorincc'e : l e  t r è f l e  (T1-ifc>Li1~iI 

a r v e n s t )  e t  une grarnine'e : l e  blé ( ~ r i i i c u r n  _-tivurn), -- 
C e s  g ra ines ,  apr 'es s t é r i l i sa t ion  de  l eu r  su r f ace  pa r  une s o -  

lution d 'hypochlor i te  c?e calc ium,  suivie  de  p i{ l s ieu l s  lavages avec  cle l ' e au  s t 6 -  

r i l e ,  sont  ens  emcncécs  s imul tanément  dans  deux s é r i e s  dc  tubes  cie cultiirc, 

co r r e sponda r~ t  à d e s  modal i tés  expérirf ientales clifférentes : 

- d 'une  p a r t  dans  d e s  tubes spéciaux d é c r i t s  an t é r i eu r emen t  

(page 1 2 )  e t  conteriant en par t i cu l i e r  du sab le  de Fonta inebleau ; 

- d ' a u t ~ e  p a r t  dans  d e s  tubes  plus c lass iques ,  en  cu l tu re  hydro-  

ponique, l e s  g r a i n e s  é tant  d i sposées  à l a  su r f ace  du liquide nutr i t i f ,  s u r  du C O - .  

ton hydrophile.  

D a n s  l e s  clcus c a s ,  l a  solution nl inéïa le  de  KFTOI? diluée a u  

d e m i ,  s e r t  de  mi l i eu  nritritif zt  l e s  gerr i i t ia t ions  s 'elfect i ient  en  conditions stS- 

d e s  dans  une pi'ccc régnlt5e 5 1 8 ° C  avec  uii Cclairei-nerit de 1 2  hcui-us p a r  jour.  

A p r r s  10 jours  c;e germinatiori ,  !es excr4 t ions  r a c i n a i r e s  

des  p lantules  sont  ~ 6 c i r p 6 r 6 e s ,  soi t  p n r  6liitjon d u  subs t r a t  de  cu l tu re  s ' i l  s ' a -  

git cles tiiF>cç c o n t e n ~ s t  ! c  szb le ,  so i t  pa r  si lnple p ré l l>ve~ment  du rr:ilieu de  cul -  



t u r e ,  s ' i l  s ' a g i t  d e s  cu l tu res  hydroponiques.  

Ensui te ,  !es solutions récupe'r6es sorit concentrées  sous  

vide jiisqu'à UII volurne t e l  que 1 ml correspoxldr aux exc ré t a t s  cie 10 plantules,  

puis s t é r i l i s é e s  p a r  f i l t ra t ion,  

c )  Incubation de  l a  t e r r e  "expér imentale"  : 

Aîin de p e r m e t t r e  une ae'ration suffisante,  ce t te  incubati,m 

en p r é s e n c e  de s  différ ents excr f i i t s  raci r ia i res  s 'ef fectue  daris d e s  tubes s t é -  

r i l e s  pre 'scntant ,  ?L environ 1 crn de  leur  base ,  un disque en v e r r e  f r i t t é .  La 

t e r r e  "cxy>érimentale" chois ic  e s t  rép,tr t ie  clans c e s  tubes  5 r a i son  de  10 g par  

tube e t  de s  f rac t ions  de  2,  5 rnl d e s  exsudzts  s ~ é r i l e s  de s  8 lo ts  dc plantules 

sont f inalement  incorpo-cées à ce t te  t e r r e .  Des  télncins sorit aiivsi r é a l i sb s  

p a ~ a l l k l e n ~ e n t  avec  2, 5 m l  d ' e a u  s t é r i l e .  L e s  tubes ,  ~ C C O L L V ~ ~ I - t s  de  papier  d ' é .  

t a in ,  sont  iiicubds ?L 18°C  j a s q u ' j  ana lyse .  

d )  A . ~ ~ a l y s e  du s p e c t r e  bac t é r i en  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après  5 jours  d ' incubation,  d e s  suspensioriç di'utions sont 

p r é p a r é e s  à p a r t ~ r  du contenu des  di f férentes  se'ric.1; (le tubr.s espe'riineri'ce'~ e t  

l e s  diltilioris adéqii<ttes sont étalz 'es,  s t~iv;int  l a  rn4tiiodc habituel1 e ,  s u r  le  rni- 

l ieu gélose' de BTJPdT et  ROVIRA. 

Si:< à huit  j ou r s  apiq'es incubat;cn 2 Sb OC, 50 souches bact6- 

r ienlies sont iso7e'cs a p a r t i r  CL:: chnqrie u s r i e  expériwncrll6e et rc>picLuécs sair 

g4loçes enr ich ies  cle U U N T  e t  ROTJIRA, 

L'ideritification de s  ArÎ1~roI~a::tc'~-, g e r m e s  s p o ~ u l é s  e t  

Pscurlot7îonas s 'ef fectue  ensui te  en consiciCrant c e r t a in s  c r i t è r e s  détermirialits 

l ' exarnrn  cle f ro t t i s  co lorés  p a r  h méthode de  G r a m  apr'es un e t  c inq jours  de  

cu l tu re ,  p e ~ m e t  a iL is i  de reconnaiYre le:; I - t h i i o l ~ ~ S ~ ~  g r2ce  à 1';lppariiion de  

cys t i t es  dans  l e s  cu l tu res  âgées .  Des  e:;ùnxens ccnipic'rnen tnirer; tcl s qao l e  

type r e s p i r a t o i r e ,  l',lction s u r  ie glucost. c t  la ni->bilit<l, jristifient, dans cei- - 

ta ins  c a s ,  !es réz:ultats douteux. 

Lesi geriqi<:s : ~ p o ï u l C ~  aé rob i e s  sont  p resque  toil,joilrs carac  

tS r i s é s  .uniquemeiit pa r  1 ' 0bse i~~ra t i on  de s  .frottis p r é p a r é s  aprCs un et  cinq 

jours  ci ' incübatio~i, l a  p résence  de s  e r ~ c l o s p o r ~ s  6taiit souvent faci le  2 de'cel.er. 



Quant aux Pseudomonas ,  l a  colorat ion de  G r a m ,  l a  r e che rche  de l a  cytochro--  

m e  oxyclase, la  rnobil i té ,  l13ct ion s u r  l e  giilcose e t  p;trfois l a  l)lginentation, pe 

met ten t  l eu r  dé te rmina t ion .  

L c  tableau 1 donne l e  résr i l ta t  d e s  numéra t ions  de  la in ic ro i lo re  

bactér ienne p r é sen t e  dans la t e r r e  "expGrimcntalel '  a p r è s  t r a i t emen t  avec  l e s  

exc r é t a t s  r a c i n a i r e s .  C e s  numi ra t i ons  sont  t cu jours  obtenues par ensemen-  

cemcn,  cl:: suspensions-clilutioiis de l a  t e r r e  s u r  l e  rriilieu gé losé  de  BUNT e t  

R9VlR.A. 

--- --- 

Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Colza.  . . . . . . . . . . . . . . . . .  i 

Origine  des  excr6 t ions  
rac ina j  r e s  

Lin. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Trèf1.e. . . . . . . . . . . . . . . . .  I 
1 

Type dc cu l tu re  1 Nombre de  bac t6 r i e s  
1 

1 
I 

Blé.  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

s u r  sab le  
li ydr  oponique 

s u r  sable  
hydroponique 

s u r  sab le  
hydropcniqi~e 

F l o r e  bactc'rienne to ta le  dans  ia t e r r e  incubée en p r é sence  d ' eau  (tcxrnoin) 
ou eri pr6sence d 'excré t ions  r a c i n s i r e s .  (Les  chi f f res  s e  rappor ten t  

au  nombre  d e  g e r m e s  l a i '  g ra i r ime  de  t e r i e  expe'rimcnte'e). 

s u r  sable  
hydroponique 

Le  t ab leau  II doline l e s  p ropor t ions  r e spec t i ve s  de:> A r t h ~ ~ b a c c  

&, _~-:c~:dc~ri~on~ls c t  de s  g e r m e s  spo ru l é s  colo.nisant la t e r r e  exp6iirnentc'e. 

C e  tableaii i ~ d i f j u e  a u s s i  l e  i iombre de  Sgtonnets à (Gram négatif,  n ia i s  ciifférent 

c l e s - I > , _ ~ ~ ~ i r n o ~ ~ ~ ~ ~  l e  nombre  d e   bâtonnet:^ à Graz1  positif,  m a i s  ne  pr4seiit;i.nt 

pas de  s p o r e ,  ct  enfin Le n o m b i e  de bactéries nan c:l;-iss&es qili sont  çurto1l.t 

d e s  cocci ,  des  coccobaci l les ,  des forme'-,  polyl;lorl:l-ies ou dizs t<-)crrllcis ?L Gralri 

indc'tt:r~r~.in 6 &  

8 
1 6 . 1 0  
8 , 4 ,  10 

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



.- 

Origine 
d e s  excrg ta t s  Type d e  cu l tu re  

r a c ina i r e s  

E a u  I - 

SUI: s ab le  ':""" 

{ /  hy! i ropo~~iq~j . e  

L in  s u r  sable  
hyJroponiyue 

T rè f l e  s u r  sab le  
hydroponiqi .~e 

Blé s u r  sable  
hydroponique 

d e s  
souches  1 A r  P s ,  Sp b( - )  b(i-) Div.1 

Tll13L.E-AU II. - -- - .- - --- 
K6partitiori de s  gso~iper~ îe r i t s  bac tg r iens  dans  !a t e r r e  incube'e en p r é sence  
.dlcau (t6nloin) oii en p r é s e n c e  de s  excre ' tats  raci i i-  ' a i r e s .  

A r  = A ï t h r c ~ b a c t e r  b ( - )  = bStonriets à G r a m  négatif 
P s  -. Pse__onlonas b(+) = Isâtonnets à Gram positif 
Sp = Bac t f i r i e s  spc.~illLes 

C e s  r é s u l t a t s  prouvent tout  d'nborcl que 1 '  "cffct rhizospl-iè~-c" s e  

procluit no rrrialcrrlent clans c e s  conditioris expér imenta les  pnrti<:uli>re (tablt-au 1) 

D ' a u t r e  p a r t ,  en cnaside 'rant  l 'évolntion du spect-re bactéririn de 

l a  m ic ro f l o r e  te l lur ique ini t iale en fonction des  exsudats  r a c i n a i r e s  (t?"ljlcau LI),  

il e s t  poss ib le  d ' en  t i r e r  l e s  conc lus in r~s  suivantes  r 

a )  Quelle que soi t  l ' o r i g ine  d e  c e s  exsudats  (cu l tu re  s u r  sab le  o:i 

cul ture  hydropo~l.ique), l e s  rés i i l ta ts  obtenus sont  p~.at iquerncnt  i d e n t i q ~ ~ e s ,  Un t o  

ta1 cie 50 i so lementc  e s t  donc suffisarit pour  obtenir  ti:ic r épar t i t ion  çigoificative 

d e s  groupements  ?) , îct&riens ; 

b) @ilelle quc voit l a  na rure  de  c e s  cxstldüts (Colza ,  Lin,  ' ï r 'e i lc ,  

BI&) 1,r rnCxrie c ' v o l ~ ~ t i ~ i i  du spec t r e  m ic rob i en  e s t  rc t rouv6e,  c ' e s t  L d i r e  urie a t i -  

mrilat io~î  des A T i i f ~ - ~ ~ ~ l ~ L ~ c _ t r  e t  uneL jn'nil-.'?,ion de s  gcrm, .s  sporillCs. E n  c e  qui coi1 

c e r n e  l es  Pseu~1ornor~ns ,  l e s  rGsiiltats ob t en i~s  sonl d i f f i ~ i l e ~ r i c n t  in te rp ré ldb les  



c a r  l e u r  p ropor t ion ,  gui a d iminué d a n s  la  t e r r e  témoin,  e s t  a s s e z  fa ible .  Au- 

cune s t imulat ion n ' e s t  cependant observc 'e dans  l e s  t e r r e s  "trai tées.  

3 --Analyse cles r é su l t a t s  ,---- : 

Indépendamment de  l a  na tu r e  d e s  excrEta ts  r a c i n a i r e s ,  nous 

pouvons a in s i  cons idé r e r  l e s  A r t h r o b a c z z  c o m m c  g e r m e s  d'oz-igine rh izorphé-  

r ique.  E n  vile de  t ~ o u v e r  unc explicat ion à c e  plie'noin'erle, nous  avcns  e s sayé  

d ' en  approfondir  l 'e'tude p a r  l ' inci lbation de  quclquès soiiches purci-:, préc4cl(>rri- 

ment  i so l ée s  e t  cho i s ies  pnrrni  l e s  A r t h r o b a c t e r ,  l e s  -7seildornona s ct  lcs-&- 

c i l l u s  dans  d e s  ex t r a i t s  de t e r r e  ou d e s  exsudats  r a c i n a i r e s .  L e s  extr,Lits de  -- 

t e r r e  ont é té  obtenus p a r  autoclavage à 110" C pendarit 20  inn ,  d 'un mé!ai:ge & 

pa r t i e s  éga les  de  t e r r e  e t  d ' e a u  d i s t i l l ée .  L e s  exstbclats ont Ctc '  r ecue i l l i s  21 

p a r t i r  de cu l t u r e s  s t é ~ i l e s  de grair ies d e  Colza.  Cliacune d e  c e s  solc:tions, s t6 -  

rilisGe p a r  f i l t ra t ion e t  en semencée  avec  de s  inocillats p r 6 l e ~ r é s  en ph,:se cx-. 

ponenticl le  de  c ro i s s ance  obtei-iues à p a r t i r  de  cliaque souche,  révè le  un c~3 i -n  

por tement  icientiqixe d e s  Ar th robac t e r  ex d e s  Pseudornonas,  à l ' op l~uné  cies ge r  - 
m e s  spo ru l é s .  E n  effet,  l e  taux de c ro i s s ance  cies b , ic t6r ies  a p p ~ i r t e n a ~ l t  siix 

deux p r e m i e r s  g e n r e s  e s t  p lus  é levé  lorsc,uf  e l l e s  soilt incub6,-c c l ~ ~ n s  Gliz so!u - 

tion d f e x s u d a t s  r a c i i ~ a i r c s  cliîc dans  un ex t r a i t  d e  t e r r e ,  P a r  con t re ,  paur  Lcs 

Bacilliis,  l eu r  taux clc c ro i s s ance  e s t  toujours  p lus  c'levé d a n s  l 'extrclit  r ie t e ~ ~ r t  -- -- 

C e s  r6su l ta t s  nous condui:;ent donc h considérer l e s  r2~tlii.<\i).lct,. - -- - 

e t  P se~ ido rnonas  cor-nrrie g e r m e s  rhizospliSriques ; Lcs Bacillii,; colrinie g e r m e s  

typiquenient t e l lu r iques .  I l s  pe rme t t en t  a u s s i  de  donner \:rie in te rp ré ta t ion  a :~x 

r é su l t a t s  obtenus précédemrricnt  te able au II) : le:-; A r th robnc t c r ,  à c r o i s s a ~ i c e  

plus r ap ide ,  s e  rnultipliallt r ap idement  dails l e s  s i t e s  rh izosphér jques ,  aux dci- 

pens d e s  g e r m e s  spo ru l é s .  

Cependant,  l a  faible propor t ion de  It;-:;cudorno~ils, cians l a  1-:sicro 

f lo re  rh izosphér ique ,  obtei~i .~e 2, p a r t i r  île n c t r e  >erre "expe)ri?r~(~11ti l . l t~~~, ne t rou 

ve pas  ericoye sori explicatioii. Nous avoris a i n s i  eifectuc', dan.; l e s  r i~êr r ies  con.- 

ditioiis que prc'céderrirnerrt, rior, p lus  des ::ultni-es piires de  L ; O : J C ~ O S ,  rnais  c1c.s 

cu l tu res  m ix t e s  : &-~-tl~-fc~bac:ter-.X':;e~~~cl:~~~g~?~, A r t P 6 . ~ - g . ~ ~ c ~ c t e ~ - - 3 3 ; ~ . c i ! ~ ~ ~ ~ ,  2;><::1d~-: 

rnona.3-8;tciilus. Les soilcl-ier; cmpI.oy6t?ç a i t  é t é  ..;8l:;ctionnée:; Cie fagori  à ;?O(;- -- -- 

voir  l e s  ~luyri6rer  sS?ec t ive~nen t  :: p a r t i r  ci'u.n ~ r i é l a r : g e ~  so i t  e s  iiti!is;iRt comme 



c r i t è r e  d e  reconna i ssance  la  r é s i s t ance  à un antibiotique,  so i t  la facul té  cl'u- 

t i l i se r  un s u c r e  donné. 

C e s  n r in~éra t ions  sé lec t ives  effectuées a p r g s  24 h et  48 h d'in.- 

cubation clans uri ex t r a i t  de  t e r r e  ou un exsudat  de  Colza ,  nous ont p e r m i s  de 

cons t a t e r  un compor tement  analogue d e s  R r th robac t e r  e t  d e s  Pseudomonas  

v i s -à -v i s  d 'ün Bac i l lus ,  c ' e s t  à d i r e  une prédominance de s  %cil lus en  cultii- 

r e  mixte  effectuée en p r é sence  d 'ün ex t r a i t  de t e r r e  e t  une prédorniiiance de s  

Art l i robacter  ou &eudomonas en cu l tu re  mixte  effectuée dans  un exsudat .  
7- 

P a r  con t re ,  dans  une cu l tu re  mix te  d 'un Ur th robac tc r  avec  un 

Pscudo~~ionas - ,  que l  que soi t  l e  mi l ieu  d'inciibation, aucun g e r m e  ne  s emb le  - 

prédominant  s u r  l ' a u t r e .  E n  par t i cu l i e r  l e  phénomSne obse rvé  pa r  CIIAN e t  

KATZNE1,SON (1 96 1 e t  1963) s u i s  p a r  SIEBUIiTH (1  967)  concernant  l ' agg lu t i -  

nation d e s  Ai-throbactcr  p a r  cles Psc~~domc)xias ,  n ' a  pu ê t r e  vdrif ig avec  nos  

souches.  I l  s e m b l e r a i t  donc que dans  l e  c a d r e  d e  no t r e  expérirricntation, l ' a b -  

sence  de  s t imula t ion  de s  g e r m e s  du g e n r e  Pseudomonas clans Ia  îh izosph 'er r  

soit  due sur tou t  à l a  propor t ion éleve'e d e  13 mic ro f l o r e  te l lur ique de de'pai-t 

en Ar th robac t e r .  

A v i ~ r ~ t  de  conclure  défini t ivement ce t t e  Ctude, nous avons  F ~ C O T - c  

effectué une expc'riencc supp lémenta i re ,  qui e s t  en quelque sorte: une exp6-- 

r ience  d e  contrôle .  E n  effet,  l e s  re 'sultats  consignés  ïlatis l e  -t;ihlt?c~u 1 e i  Il' 

pouvaient ê t r e  i n t e rp r é tg s  d 'une façon diff4rerite : l e  t4nlcii.11, dans  c e s  expCri::i\ 

c e s ,  e s t  une t e r r e  incubée en  p r é sence  d ' e au  ; o r ;  lo r sque  ce t t e  rnc'nie t e ~ r e  

e s t  incubée en p r6 sence  d ' exc r é t a t s  r a c i n a i r e s ,  on appor te  en  in?nle  t e m p s  

qu'eux l c s  s e l s  m i n é r a u x  de  l a  solution nutr i t ive  d e  'l<NOP qui n 'on t  pa s  étti u- 

t i l i s é s  p a r  l a  plante,  e t  qui sont  peut ê t r e  en quantité appréc iab le  pilisclue l e s  

éluats  d e  cu l tu re  son t  concentres  avant  l ' i ncorpora t ion  S 1ü t e r r e  'èxp6rixrici-r 

tale".  Auss i ,  on pouvait s e  denlander s i  l e s  A r t i i r o b a c ~ ~ ~ n ' a v a i e n t  pa s  é té  

stirriulés par l a  p r é s e n c e  de  c e s  s e l s  plurôt que p a r  l e s  exc r é t a t s  r a c i n a i r e s  

des  plantules.  

AEjn df61irniner ce t t e  éventiialité, nous ce  pouvjori:; pas  pri;vc.ir 

ilne expér ience  connportant d e s  cu!tvres de  plantules toujours  effeciuc'e:; en ~ l . 6  

sencc de  solution ~ n t r i t i v c  c a r  dzns c e  c a s ,  i l  n ' e s t  pas  possible dz ca lca le  i. l a  

conccntraiiori d e s  scls  >L i n co rpo ï c r  dans  l ' eau  a.f ln d'obtèriir l e  vrai tcrrioin. 



Une a u t r e  solirtion consis ta i t  à l a i s s e r  c r o n r e  l e s  p lantes  suffi- 

s ammen t  l o n g t e n ~ p s  de  façon à ce  clue l a  totalite' d e s  s e i s  d e  l a  solution nu t r i -  

tive so i t  u t i l i sée .  E l l e  p r é sen t e  cependant un inconv6riient c a r  dans c e s  condi- 

t ions,  on obtient une dess ica t ion  du s u b s t r a t  de germinat ion suivie de  modifi-  

cat ions pbysiologiqiles au niveau de s  r a c ine s ,  pe r tu rban t  l e s  rnod~2licés de l ' ex -  

cré t ion.  

A u s s i ,  nous avons  cho is i  l a  solution sui- ant te, qui cons i s te  à (:on 

s e r v e r  con ime  témoii i  l ' eau  s t é r i l e ,  m a i s  en effectuttnt cles cu l tu res  de  planta-  

l e s  en mi l i eu  hydroponique nori nutr i t i f ,  c ' e s t  à d i r e  uniquement avec  de  l ' eau.  

Dans c e s  condit ions,  oi1 a r r i v e  bien s u r  t r è s  rapidel-nent à un a r r è t  d1.1 dgvelop-- 

pement des  plaritules s i tô t  l e s  r s s e r v e s  d e  13 g ra ine  u t i l i sées ,  e t  avec  l e  r r~a tk - -  

r ie1 végeta l  u t i l i sé  : l e  Colza,  a p r è s  7 jours  de t-:lltilre, l e  m i l i eu  e s t  rBcupé- 

r é  e t  l ' expé r i ence  s e  poursui t  corrime pr4c6dcrnment .  

L a  t e r r e  "exp4rimentale" provenai t  d'un champ  i i~cu l t e  e t  con- 
6 

tenait 3 0 ,  5.10 bacte ' r ies  pa r  8:-amïrcrle. P a r m i  l e s  30 Gcttonnets à Gram riéga-a 

tif i so l é s  de  cet te  t e r r e ,  10 e ta ient  d e s  IZTlidomonas p ig i~ iên tés  e t  6 d e s  _ I _ g -  

bacteria-  Pour  l ' ana ly se  effectii4e aprCs inciibation de ce t t e  t e r r e  p résèn-  

ce d ' eau  ou d '  cxc r  c'f a t s ,  nous i i ' a v ~ n s  cependant p lus  f;t;t de  6ifLe'rt:n ciat ion e u ~ -  

t r e  l e s  Pscuc?omonas et  l e s  a u t r e s  gerrr-ies 2 Cr3nrl ne'gatif. Lei3 rérjultats ~75 - 

tenus solrt indicp6s ~1211s l e  tableau IIT. 

Type d '  expér ience  

I I -  i e r r e  expc ' r imenta le '  

I I  T e r r e  e x p d r i x e n t a l e '  

Ç eau. 

" T e r r e  ~ x ~ e r i r n e n t n l e '  

-t exc ré t a t s  Colza .  

T;~.'?l~EsZU 111 , 

Répar t i t ion de s  grouperncliLs l,z,cte'rlens dans  une " t e r r e  expér inlcnta le"  
e t  daris c e t t e  inêine é e ~ r c  iricilbéc. en p r6 sence  cl'cau o c  en pi-ésence d l c x c r & t a t s  

dc Colza  provenant  C I ' U I ~ P  c u l ~ t i ~ - e  cri rinilieu aqueux noii n u ~ r i t i i .  

Nombre de 
souches  isole'es 

LZr  Sp b(-) b ( t )  Divers  



C e s  r é su l t a t s  prouvent que l a  s t i n~u la t i on  d e s  Artt irobacter  

e s t  b ien en re la t ion  avec l a  p r é sence  d e s  substances  excrétées par  le  sy s t ème  

r ad i cu l a i r e  de s  plantules.  P o u r  l e s  g e r m e s  sporu lés ,  nous  re t rouvons a u s s i  

l a  diminution re la t ive  de leu? population. Les  g e r m e s  rhizosphér iques  que 

nous isolons  é tant  propor t ionnel lement  plus exigeants en  ac ide s  aminés  que le. 

g e r m e s  telluriciues cor-rcsl2oi-tdants , nous avons donc rnaintcriant deux a rgu -  

ments  qui prouvent que nos conditions expér imentales  convier.nent pour c e  typc 

d'anrtlyse . 
En conclusion de  c e  paragraphe  relat if  à l ' é tude  du s p e c t r e  bac 

t é r i en  de  l a  rh izosphère  de quelques plantules d ' espSce  ciiffSrente, nous pou- 

vons con f i rmer  cjue 13 s t imulat ion de s  bac té r ies  du genre  Arthrrûbdcter ~ i c  de'- 

PCII~J p a s  de  la  na tu r e  de l ' exsuda t  r ac ina i r e ,  e t  qir'elle peut Ctre généralisCe 

à toutes l e s  rh izosphèrcs .  Nous pensons nainnloins qL1.e le  spec t r e  microbien 

de ln m ic ro f lo r e  ï h i ~ o s ~ l i é r i q u e  e s t  en relation &t r a i t e  avec  czlui  de l a  micro- .  

f lo re  te l lur ique init iale.  



III - Discuss ion généra le  e t  conclilsion. - 

L a  densi té  é levée  en Ar th robac t e r  des  m i c r o f l o r e s  r l i izosphér iques  que 

nous avons é tudiées  e s t  donc un r é su l t a t  qui, à p r i o r i ,  e s t  a s s e z  su rp r enan t  

puisque ce s  g e r m e s  ne  son t  pa s  typiquement r l i izosphe'r iques.  Nous ne  pouvon 

cependant pas  rne t t re  en c a u s e  nos  conditions expé r imen t a l e s  puisque,  noil sel  

l emen t  nous y avons  déjà  in t rodui t  une var iante  en  incubant ilne t e r r e  en p r é -  

s ence  d ' exsuda t s  r é co l t é s  a p r è s  c ro i s s ance  d e s  p lantules ,  m a i s  d e s  t r avaux  s 

poursuivant  ac tue l l ement  prouvent  a u s s i  que dans  d e s  t e r r e s  cul t ivées ,  l a  den 

s i t é  de  c e s  c o r y ~ i é b a c t é r i e ç  e s t  p lus  é levée  que dans  l e s  t e r r e s  incul tes  ou 

s ans  végétation. 

Nous avoriç signale', page 90, quc ce r t a i n s  c h e r c h e u r s  avaient  cldjà noté  

l e u r  pourceiitage éIev6 d,;ns de s  i h i zosphk re s .  PETERSON e t  CG]: .  (1965 e t  

1967)  notent ,  B l e u r  p ropos ,  un phé~iom'ene cu r i eux  : en  a i fe t ,  dans l a  r h i ~ o s -  

ph'ere d 'un  bl6, ils t rouvent  que ceux-c i  sont nombreux ,  uniquement quand l e s  

p lantes  s e  développerit en  p r é s e n c e  cl'cine f l o r e  fongique patliogène. Dacs  l e  ca r 

d'un l in  cultivé d a n s  une tt.j.re non in-fectc'e ce t t e  fo i s ,  i l s  isolent  ci(. rricrrie p l i ~ i  

c l ' A ~ - t l ~ r c ~ b a _ ~ ~ c ~  d a n s  la 70nv  ri~i-/,osphéi.iquc clsune v ~ r i G i 6  résist;inre h Yusa - 

rium -- oxysuorurn que dans  l a  r h i zosphè re  d 'une  varie ' te '  srxi:;ible, où dciwxiiilcnt 

~ : I I C C ) ~ ' C  l e s  *Uije~~clomon~s e t  EEIavo i~~~c t e r i um,  Pious rev iendrons  p- t r  1,j su i te  ~ ! I I  

. , ce  k)robl&nic i n t é r e s s a n t  de l a  spSc;iticite' va i i< : t a le  (12 l a  ri-iic-i.oflore rliizosph6- 

r ique . 
?Jour3 avons a u s s i  s ignalé  p lus  ilaut un ce r t a i n  1îorn'ui.e di: r é f é r ences  conce? 

narit, la p ré sence  d e  Pseudornona s ou de Ps~uc l r~mor iada  c4es  dans  l e s  rhizosp'nb 

r e ç .  A ce l l e s - c i ,  il faut a j ou t e r  t r o i s  t ravaux t r è s  r é cen t s  : celui  de  LEVAL 

e t  CZEAAALL,E (1969) qui ~iotc l i t  d e s  pi-opo~.tions exce s s ive s  de - Pvei:clc;inc;ras --- -- -- 

dans cles t e r r e s  rhieosph4riqires de peupl ier ,  ce lu i  de RIVT1.=lIE et  Col l ,  (1970) 

qui isolent. 69, 5 ';/o de  bs tonnets  à G r a m  ndgatif dans  l a  ririizosp'ri'ere c i i l  mai's e t  

ei-ifin cel~:i cle SIZNDS e t  ROVIRA (1971) qui, IIoiir Iinê t c r r e  rtiizosphésiqiie de  

blr', t ro i~uci l t  p lus  de  1 ~ ~ ~ : 1 1 , ~ l ~ ~ r r ~ o ~ n s  cyiie dans la te i - re  t4~-(-ioin, l e s  psopor t jons  

res ia i l t  cepeïidant fa ib lcs  p a r  rctpport ail nombre  total  de hacté  r i e s .  



A1i point de  vue taxonomique,  l ' e spèce  l a  p lus  f réc~üeminen t  c i t ée  e s t  P s ,  

f l uo re scens  : SOKOKINA (1963) pour l e  n-iai's, SOT3IESZCXANÇKI (1965) pour 1 

r i z  e t  la vesce ,  ULJASHOVA (1966) pour l a  tom-ate, SANDS e t  ROViRA (1971) 

pour l e  b lé  ; e t  c o m m e  genre  bac té r ien  procliie d e s  Pseudornonas,  c e  sont  l e s  

Flavobacter iurn  qui sont  frc'quents : CHALVIGNAC (1965) , PETERSON e t  -- 

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

Phénomène cu r i eux  : nos  r é su l t a t s  forit a p p a r a î t r e  ime ùirriinutjo~i t r è s  nc t  

t e  d e s  Baci l lus  dans  l a  m ic ro f l o r e  rhizosphc5rique r iche  en - Artl :robacter  ; exa 

tement  comme  dans  l e  c a s  où l e s  ~ P s e ~ ~ c I o m o n a s  son t  clorriir,ürits. RIVIEKE e t  

Col l .  ( 1  970) p a r  exemple  ne  re t rouven t  que 8 ,  2 % de  - B a c j l l ~ ~ d a n s  l a  i.liiizos - 

phè re  du mai's a l o r s  que l a  t e r r e  témoin en contient  58 ,8  % ,  ?dêlme dans  des  

so l s  t r è s  pa r t i cu l i e r s  comme  dans  l e s  zones dé se r t i ques ,  ELVAN c t  DIAB 

(1970) notent le  m ê m e  phénorri'ene dans  l a  r.hiaosphèi.c d e  - A r t e ~ r i i s i a  ---- n1ofio.j- 

perwia. 

P a r  contre ,  nos  r é su l t a t s ,  en  par t i cu l i e r  l e s  cult i l rcs ~1-1ixtcs cri pr'6sence 

d ' ex t ra i t  d e  t e r r e  ou d ' exsuda t s  r a c i n a i r e s ,  n 'ont  pa s  p e r m i s  de ve r i f i e r  l'ail- 

tagonisrne Psei_d_ornona s -~A?th~-nIsac te r ,  m i s  en 6vidence pal- CI1AP.J e t  EL\T%: - 
NELSON (1.41 e t  1963) e t  pa r  SIEBUR'I'H (1967). Eéce nnrent  SA?-O??T_US ::t 

Coll .  (1970) ont 6tudié l a  c ro i s s ance  rilutuelle d 'A.  globiforrnis a- -- e t  P s ,  Tjcio- 

r e s r r > n s  dans  une t c r r e  ste ' r i l is  éc p a r  i r radia t ior i  gctirinria . Dans ce  J co:rdltions - -- -- - - 

ils consta tent ,  à 25°C e t  à 60 /, de sa tu ra t ion  cii cau de l a  t c r r c ,  un? iiyl~lss,:r 

ce  écjuivalente d e s  dcux bac t é r i e s , e t  identique à ce l l e  d e s  cullurcts Fiires r é a -  

l i s é e s  pai*all'cleilient. P a r  contre, à l 0°C e t  à sa tu ra t ion ,  l e s  -- Pscudornotia:, -- 

sorlt dominants ,  a i o r s  qu 'à  A O  % de sa tura t ion,  c e  sont  au  con t r a i r e  l e s  4 r t h i t  - -. 

bac te r  qui prédominent. 

Ce t te  expér ience  conf i rme donc nos  r é s u l t a t s ,  c t  infii-nie p a r  co:ist'querir, 

a u s s i  la  the'orie gent!i.alen-icrit a d m i s e ,  silivant laquel le  l e s  - ~ s ~ ~ I ~ ~ ( ~ ~ I o I I ~ L s  rront 

plils rlorrlbreux dans l a  sh izosphkre  à cause  de l e u r  faux dc  c ro i s s ance  p l u s  6 -  

l evé  e t  de  i eur  texnps clc lat,<:nce plus faiSle. 

C e s  considéra t ions  nous a ~ n k n e n t  à é tab l i r  uri paral161i-;r-ne, s ü r  l e  plan 

écologique, er1trr.e lei ,  M i i o . > a c t e r  et  l e s  Pseudornonas  d 'o r ig ine  rl-rizo:iph6rkj: 

, ~, En effet ,  nous avons  dt:ja coitçi;a':é c l i ~ c ,  dails l e s  dctlx ca.s, leur  p rése r i re  ~'2.- 

tabl i t  au  dc'pens deci gel-rp?.; ;pcrul6s  et  qil'en ï u l t u ï t :  p u r e ,  Les un; coi~i:ile 



l e s  a u t r e s  ont d e s  taux de c r o i s s a n c e  sensiblement  équivalents,  dans  d e s  con- 

d i t ions  expér imenta les  p roches  d e s  conditions na tu r e l l e s .  

De plus,quand i l s  sont  d'origine rhizosphériqrie,  i l s  n 'ont  pa s  d ' ex igences  

nutr i t ionnel les  t r è s  s t r i c t e s ,  en pa r t i cu l i e r  au  point de  vue vitarninique. P a r  

con t re ,  uri pourcentage a s s e z  é levé  de sou,ckes r equ i e r t  l a  p r é s e n c e  d ' a c ide s  

a m i n é s  e t ,  de  toutes  façons ,  l e s  souches  p ro to t rophes  sont  gén6ra lement  t r è s  

f o r t emen t  s t imulées  en  l e u r  p r4 sence .  

L e u r s  capacité.: métabcliclues sont  a u s s i  t r è s  p roches  dans  c e ~ t a i n e s  corr- 

d i t ions ,  e t  une expér ience  de  KASZUBIAK (1965) i l l u s t r e  bien ce t t e  compa ra i -  

son.  E n  effel,  ce  cherchecrr, dont  l e  but é ta i t  de  conna i l re ,  dans  l a  rhizosplièrc 

du  lupin, l e s  ~ n i c r o o r g a n i s m e s  capables  d ' u t i l i s e r  u ~ i  alcaloyde - la  spa r t é i ne -  

comme  seu le  s o u r c e  d ' azo te  e t  d c  ca rbone ,  m e t  en  Gvicience l a  p rg sence  de  

deux gen re s  bactérieris  : l e s  E'mclomonas e t  les-&rJl_obacter,. 

Enfin, l e s  poss ib i l i t é s  de syn thèses ,  en par t ic i r l ier  de  vitntnines e t  d e  çill,s 

t ance s  de  c ro i s s ance  vc'gétales, sont  identiclues : uous avoirs d6rnoiltré prt-'cic - 
demnient  que l e s  -Arth .obacte  r rl . i izosphériques produ.isaient d e s  v i t amines ,  

dont l a  v i tamine B 
12 '  

e t  de  1'z~cicle (? intlolylüce'ticjue. D ' au t r e  p a r t ,  on a a u s s i  

p rouvé  qll ' i ls é ta ient  capable?  d e  syiit 'n4tiser d e s  s t r l~s lances  dr- type gibh4rell i--  

rrique ( K A ' ~ % N E L S ~ X  c t  SiKOIS 1962). O r  un tr,tvail r écen t  de IJIJSSAIN eL VAN 

CURA (1 970)  m e t  sirrlultanè'rnenl en évidence l a  prociucti on, p a r  rles Z25eudc?rno- 

n a s  rh izosphér iques ,  cle vitarriiiles du ,ai-oupe B ( s u ~ . t o ~ l t  l a  biotine e t  l ' ac ide  par 

to tk ién i~~ue) ,  l ' a c ide  0 indolylacétique,  e t  cle stibstayices giile'i.elliniyues. De 

noinbreux f ac t eu r s  sont  donc communs  aus A r t h r o b a c t e r  - - e t  aux Pse i l don~onas ,  -- -- 

P o u r  t e r m i n e r ,  p r é c i s o n s  quelq-cles c a r ac t é r i s t i ques  p rop re s  aux - ArthroSa i  - - - - -- 

t e r  rhizosphériclucs,  qui l e s  dist inguent des  Ar t t i ro l r~ ic te i  - - d 'o r ig ine  diff6rent.i:. 

P o u r  ce t t  e  ana lyse ,  s ignalons  cl ' a i l l eu r s  que l e s  revues  bibliographiclue: tr 'es 

complè tes  de MLrL,DER e t  Col!. (1963) ,  I\,J.UT.,DER (1364) e t  V : L U I i A M P  (197@), 

nous  ont é té  t r è s  u t i l e s .  

A p a r t i r  d e s  121 souches  c l f~ . r throb;~c!cï  - - - - - - i;oL&es à p a r t i r  (311 Colza ,  no t re  

étude systérnatiqiie (iizln. 11:çt. P a s t e u r  1~) ' /9  : piiblic,~tion ~ r é c 6 c i c n t e )  perrxlet 

firlalerrient dc  p r o p o c e r  une cl;'ssificatiori 'n,tsée S U L  l 'ut i l isat ioi l  de  '3 c r i t è r e s  : 
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l e s  beso ins  nutr i t ionnels ,  la prc ' sence  d 'une géla t inase  e t  l a  poss ibi l i té  de rS - 
dui re  l e s  n i t r a t e s .  f l  e s t  maintenant  i n t é r e s san t  de  c o m p a r e r  c e s  r é su l t a t s  av r  

ceux d e  ÇKYRING e t  QUADLING (197'0) qui, à p a r t i r  de 77 souches  de  g e r m e s  

co ryné fo rmes ,  ont  appliquc' une méthode  numér ique  d e  c lass i f i ca t ion  basEe 

s u r  l 'u t i l i sa t ion d e  98 t e s t s  dont l e s  r é s u l t a t s  sont  ana lysés  s u r  o rd ina teur .  

Cet te  étude l eu r  a p e r m i s  de  sé lec t ionner  5 c r i t ' c res  de  di f férencia t ion dont 2 : 

l e s  bes ions  nutr i t ionnels  e t  l a  réduct ion d e s  n i t r a t e s ,  cor responden t  à, nos  p ro  

p r e s  rc 'sultats .  I l e s  3 a u t r e s  sont  : l ' u t i l i sa t ion  d e s  compose's cx rbcnés ,  ln p i o  

duction d e  ca t a l a se  e t  l a  sensibi l i té  a u x  antibiotiques.  Nous pensons  cl 'ai l lears 

que c e s  deux d e r n i e r s  c r i t k r e s  ont &te' sélectionne's non pa s  pour  d i f fé renc ie r  

l e s  Ar th robac t e r  eux -mêmes  rnais  l e s  Art l i robacter  p a r  r a p p o r t  aux  e spèces  

corynéformes  p roches ,  fa isant  p a r t i e  d e  l e u r  collection. 

A propos  d e s  c a r ac t é r i s t i ques  gén&i.ales de  110s uouches, nous l e s  avons 

déjà rapprochc'es d e s  Ar th robac t e r  isoles de  l i lnons s o ü t e ~ * r n l n s  par GOU!.I'OT 

(1967), P a r  con t r e ,  nous avons r e m a r q u é  que l e s  &throhac te r  , i s d é s  d e s  so l s  

hollandais e t  n igé r i zn s  p a r  IvLIJLDEK e t  Col l .  (l(3hh) avaient  ld pa r t i cu l s r i  té 

d ' ê t r e  exige'int.; erz v i t a l n i ~ ~ e s .  C e  beso in  en Ja.ctcurs de c-i.oissanc.c a é té  cnAl- 

f i r m e  pour  d ' a u t r e s  souches ,  d 'o r ig ine  te l lur ique : T<EDDIE t t  Col l .  ( 3  '36*6), 

MULI,r\KLANUKAf e t  Bf3ArC (1q6Q) lces  Gernierr, cn ont c l 'a i l lcurs  fait exieuite 

(1167) une &tude taso~ionlic~tze s u r  orclinnteur. Ezi plria de ce t t e  p a r t i c u l a ~ i t 6  

s u r  l e  p lan  nu t r i t i on~ i e l ,  qui dist ingue ilos souches ,  on peut  a u s s i  no t c r  l 'abscli  

ce  dc  synt2i2re cl 'ur6ase a l o r s  que cc r t d in s  l a  met ten t  en éviderrce (pa r  exen~pl<> 

MUL1,AKFIANBKAI et Coll. 1?66, GC'UNOT 1967), et  l ' ,zbser,cc de  mobil i té ,  

contrairerr ient  aux g e r m e s  i so lés  p a r  ÇFERBEK e t  ROVIRA (1 953). SMYXYNG 

e t  QTJADLING (1969) préciseri t  rriêîne quc l e s  souches  ~ r l o l i l e s  poss'ctierlt un 

f lagelle su'opolai r e .  

- c2n conclusion,  nous  soulignons l e  rOle impor tan t  que peuvent jouer  c,-s co  - 
rynébacte ' r ies r l - i i~osphe ' r ic~ues  d ~ n s  i a  c ro i s s ance  d e s  plantes c t  dans  l 'évolu- 

tion d + s  f l o r e s  ~ri icroSiennc:j ,  Nous pi.nc;ons quc lcrlr < tude  cioit Etre  app ro fo~ i -  

die c a r  c e s  ge rnles s c  diçti:ïgiient neitc:rizei)t de s  ,? i.?lzrobacter - - -- typiquement 

tel lurique s .  
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E n  comparant la concentration en vitamine 13 des  e'luats de c i~ l tu re  
12 

de Colza effectuées en conditiozis s t é r i l e s  ou en pre'sence de  rriicroflores tel - 
luriques (page 51), nous avons reinarqué une tenelir toujours plus é l e -~ée  l o r s -  

que l e s  plantules se  développent en pre'sence de bactér ies .  Cependant, ap rès  

avoir démontré que cette production vitaminique était bien un phénom'ene pro-  

prement  r h i z o ~ p h é u i ~ u e ,  nous avons insis té  sur  la  relativite des  résu l ta t s  

obtenus. En effet, la souche tes t  choisie pour ce dosage : j&ctobacillus 

leichmannii, qui e s t  t r è s  couramment utilisée pour l a  détermination de la  vi- 

tamine B ne présente pas  une spécificité s t r i c t e  vis à vis de l a  cyanocoba- 
12' 

lamine ou même des cobamides en général .  Aussi,  nous avons part icul ière-  

ment m i s  en doute la présence de ce  facteur de croissance dans l e s  éluats 

de cul tures  s t é r i l e s  de Colza puisque, jusqu'à prc'sent, on a jamais  pu me t t r e  

en évidence s a  synthèse par  l e s  t i s sus  végétaux. 

Nous avons donc r e p r i s  en détail  1'Btude de cet aspec t  par t icul ière-  

m e n t i n t é r e s s a n t d e l a p r é s e n c e d e v i t a m i n e B  d a n s l a r h i z o s p h è r e ,  en 
12 

adoptant des  techniques' beaucoup plus préc ises  dont cer ta ines  ont é té  mises  

au point spécialement en fonction des  conditions d'analyse.  

L. leichmannii, nous l e  savons, présente comme i~iconvénient majeur  
sa possibilité de répondre à des substances non vitaminiques : l a  thymidine 
et  au t r e s  désoxyribosides. Une aut re  bactérie habituellenient employée aiiosi : 
Escherichia  coli 113/3 présente  le  même  inconvénient c a r  elle répond à l a  - 
methionine. I l  nous restai t  donc, comme souches test  disponibles, des  a l -  
gues : g u ~ l e n a  graci l is  et  Oc~iromonas malhamensis,  t r è s  ra rement  uti l isées 
à cause de leur  difficulté d 'entretien e t  de leur  inhibition t r è s  rapide par  l e s  
ex t ra i t s  à dose r .  P a r m i  cel les-ci ,  0. mallriarnexisiç prgsente l e  plus grand 
degré  de spécificité. Non seulement el le  ne peut prol i férer  en prCsence de 
composés différents des cohamides, ln;>is parmi l e s  d(5rivés de ces  cobamides 
sa  spécificité e s t  t r è s  grande. Afin de préc iser  cette spécificité, rappelons 
la  formule  de la vitamine 73 (cyanocobalarriine). 

1 2  
Schéxiiatiqueinent, c ' e s t  un noyaii t é t ~ a p y  i- 1-olique dont Ics a t o n ~ c s  d ' a -  

zote sont unis par  des l iaisons de coordinat;on 2% u n  atome central  de cobalt. 
De plus, 2 valences de cc col>alt sent sztisfaites par  des  lic?isons avec un ion 
cyanure et  avec un nucléotide dont la base est  lc dimethyl-benzimidazole. Cet -  
te cyanocobalamine es t  dorLc plas précsis4ment la  cj\ -(5, 6 -dir-riethyl benzimi- 



dazolyl) -cyano-cobarnide. Quand l ' ion cyanure e s t  r e r ~ ~ p l a c é ,  dans 13 molé-  
cule, pax- un aiitre ion, on obtient d ' û u t r e s  cobalaxmin~ (ex : 1 'h ;d~osycoba~a - -  
mine ou vilainine BI b, in n i t  cc3socobalarniw ou vit;trnine Bl sc) .  Qila~id, dalis 
le nucle'olide, l a  ba s e  pst diff6ic::îe, on obéicnt d ' au t r e s  cobarnicles (factcrirs 
A, B, e t c . .  .). 

l CYrZNOC OBALAMINE. .----.- -p- 

C1I;-CII 
\ 
\ .Ji- 

O 

7- ;1 Im.-~ir, 

Le  tableau suivant, qui met  en  évidence lf int4rGt d'O. malhamensis  

pour l 'obtention de dosages  t r r s  spécif iques ,  a éte' Gtabli 2 pa r t i r  de  r é s u l -  

t a t s  t i r é s  des t r avaux  de FORD (19533, qi;e nous avons complétés en ajou- 

tant des  précis ions  d ' o r d r e  biochimique plus récentes .  

Substances 
vitamini que s 

C yanocobalamine 

Fac teur  A 

Fac teur  B 

Facteur  C 

t'seudovitarr~inc B 
1 

-- 

B a s e  du nucléo 

2 n-iethyl aclc~line 100 64 

Absence 1 O 0  4, 0, 3 

? 100 14 

Activité re1a.tls.c de  diTf6rents C C ) Z ~ > ~ ~ C J . ~ C S  Cie type BI  

i 0. rria1.h~ -- 
E ,  grac i i i s  

rne~isii; 

n i e s u r é e  5 1'aid.i: de p l u s i e u r s  souches tes t  ,, 

(.Les resul tnts  sollt c;cprim4ç pa r  r a p p o r t  à l'a.clivitC ( - -NO)  di~nn6c: p z i - ~ , _ _ ~ , . ) .  



C ' e s t  donc (3. malh;i~::cas, de  pr4férericc3 à K g r a r i l i s  que nolts a.- 

voizs clioisi pour nos  anaiYsCs, Ce t te  .)lguc n ' e s t  cependant p a s  stimule'e, dÎunt: 

façon absolue,  uniquement par  l e s  cobalarnines : l e s  analogues de l a  v i tani i -  

ne  B 
12' 

dont la  b a s e  du nucle'oticie cç t  l e  benzirnid;~zolc,  le  5 znethyl fse~zi l r i ida  

zolc ou l e  5 hyclroxy1~cnziniitlazole (vit;tmine B12 III ou fac teur  1) perrnettraie9.l 

a u s s i  s a  croisçai icc  (A,Yo~\JOVTICI-~ e t  GROSSO'WICZ 1968), airlsi que l a  f o r -  

m e  coenzymatiq.i;c i so lée  par EtZRKER e t  Coll .  (1960), dont 13. base  du nucléo- 

tide e s t  constitue' pa r  un groi~pem,?nt adc'nine (WETSSSRCH e t C o I l .  , 1960). 

L a  corlservation de cette algue a &té effectue'e en milieil liquide dans  
l e s  ballons de 100 rnl colîtc~ialit 10 ml d 'un  in i l iyu de cu l tu re  (Bacto-BI  
0cI~ïoxnona.s med ium 13iifco) çupplémente' en  vitarriinc 3 1 2  à rrtison de  0, 2 mP2' - - -- - - 
1x11. C e s  cu l tu res  sont p lacées  clans une étuve rég~iL6e à 28°C sous  Iz luiriikre 
d 'une lampe  à incsnclescenct: de 60  W .  distarite de 30 cm, et  les  repiquages  
sont effectu6s tous l e s  5 jours .  Pou r  !cs dosages  proprerrierit d i t s ,  l'inocijlurci 
e s t  prGleve' à p a r t i r  de ces  cu l tu res ,  qiic,r:(l. e l l es  soni agCes de  4 ou 5 jours .  
S i  c e s  dosages  de~nar ident  uxe grande pr4cis ion,  i l s  sont  efFet:tue's dans  des 
ballons de 100 1x1 c o n t ~ n a n t  le  mi l i eu  de  ba se ,  e t  ap rks  incorporat ion dcç  ex- 
t r a i t s  e t  irioculalion, i l s  sont p lacés  en agitat ion continirc ( cyc l e  rotatif 5 rai- 
son de  100 tours /mn) ,  :L 28°C c t  à l 'obscuri te ' ,  c ' e s t  à dire  eii conditions r,on 
pi-iotosy~ithétj cluc~pour l 'algiic. Idès dos;~j;es semi-cfiinntitatifs par  con t re  sc.r,t 
r é a l i s é s  dans  de s  tubes  de  25  x 200 niin, incubes dans l e s  ~ n ê t z e s  co;iditions 
(pour l a  r e c h e ~ c l i e  de s  spots  a p r è s  cbrcrrlatographie s u r  papiel. pa r  exemple) ,  
L a  lec tu re  d e s  r é su l t a t s  S C  fait toujours  pdr nCph4Lornc'trie a-prts  4 jours  
d'iilcubation. 

Enfin,  l o r  çqu'unc extract ion cic la vitainine c s  t  nt5cessairc avant l'rtria- 
lyse ,  on incorpore  toiyoi:vs des  t r a c e s  <Ic cyanure  :L la solution, polir convçr- .  
t i r  1' tnyclroxycobnl aliiine 6ven tuel!cinc:nl p r é sen t e  t n cyano;c-ibalnxninc, fornie 
plus s table .  Ce  cy;trlure pcrrxict a u s s i  l 'obtention de  rés i i l ta is  p lus  reproduc-  
t ib les .  

si l ' a ide  cle c c  dosage biologique, rious ;lirons, clans un p r e m i e r  ternps,  

m i s  en évidence d 'une  faqon r i g o u r c ~ i s e ,  la préscrice de  vii2rni:le B dails id 
12 

rhizospli'ere di1 Colza .  Isasuite, d ~ n s  u ~ i  .jecorid tcrnps, nous iivons recl~ccchG 

qui nous a ccnrlüit d tadicr  S,L p ï6sc . i~ : ;  clans Ics t i s su s  végétaux cult iv4s druis 

d c s  conditions si;&-ileç ou ~ J - s .  

A - -  rvlT,C1E El\.[ T':VTUT;I,I\IC'X i.)?; T.,A PROI3~:~:;'!=ICT?~ El? V17rA-i\:fT?JE il: P A R  I,.A -"".,-"""" .--.---v.- '--"'"-"'..-**'"."""" .~'-",""""""""""-m"-.---."'-..-M'--r*-"-.--"-#---v'- --A. -..a-...* 1 2 &..---.- ,wm- 
__.--ll---- ̂ .. -. _." - -..l_*--l̂ __ -.-- -._-.-----. 

,, / 

C e  t r ava i l  a <;te pt;bliG a ~ , x  . ; ' ;on?~tcs ICenclu:; (1973, 2 ' 7 0 ) .  



C. R. Arwl. Sc. Piris, t. 270, p. 20.60-1043 (28 airil 1970) Scrie ïP 

MICR0310LOGIE D ü  SOL. Mise el? kvilli7rzcc 'le In yi.uilr~ctio:l 02 vitc;rnit~e BI, 
/cl rizicruJlo,.r! rhi~os;)lr&i,irj~;e 11c.s 1ikct7tulel; tJe C'n!:ci (Brassica i ~ t l j ~ ~ s  olrifcrn). 

Note (*) de M. 405a1ad Blonle:ta, préheiltée par M. Roger Hèim. 

Le substrat de :ci-iiiinatic)n des piani~iles dc Colza ciilti\i.cs cn prbscncc d'tiric rnicro8oi.e tellu- 
rique s'ci~ricliit ci1 cy~iiiocoba1;iiiliiie. Ccile.ci l;i.<>vieriJrait c?,xcnti~ili.ii?ent d'i!ric syi;tllCsc propre nrix 
briciérics iliizosphériqucs. 

1,orsqiie des gniitncs di: Co:z:i (vaii&té Crksur) sont ensemenctScs eri i3ré~eiice 
d'ruie riiicroflore telluriqi~e, le milieri de gerrniiiation s'enricliit eri diverses vitamines 
hydrosolubles ('), La nzitiire de cc!!eç-ci est soi:vcnt fonct i~n des cdnditions expé- 
rimentciles, eii partiiulicr de l'origitie dl: la n~icroflore apport&. Cepeildant, la 
coiiccnti'ation cil viiamii?e BI,, coniidérée en tant que factci~i. c1e croissaricc p o ~ ~ r  
Lnctob~~ciiiur leicl~n~mctiii, cst toiijours pliis élevée dans ics semii eff'eclu.:s eri présence 
d'ilnc Liorc ~~~icrobieniie ('). Les résultats qiic rious xapportoi~s ici co~lcenie~it l ' h d e  
de ce facte~ir dc croissance, tan1 au point de .tue de sa nature clnimiqiie clire de 
son origine. 

La technique de cuitiire des gr:liizcs, le inods de pr<paratioti des microflores 
telluriciues et le système d'éliitioil des sexi~is ont dtijri 2tE exposés ('). Précisoiis que, 
dans les expCricriccs suivantes, Ics iiicurporations de tiiicroflorc iie soiii r~lüs cfféc- 
triées avant l'introd~~ction des graines rlar?s les tubes de cultitre, mais 3 jours après, 
lorsquc: Ics plantulzs «nt dtiji élinlini des substai~ces orsaniqtlcs dans Ic siibctrrit 
de gen~iiiiatioi~. 'Tous les dosiigcs 1 itariiiniques soiit réalisés A partii d'éiuats dc 
c l l l t ~ ~ r ~  stCri1isés par filtration sür rnrn15ru1lcs << hlillipore » (0,43 kt), dont ck.liq:~e 
millilitre correspond à la germiunlioii de 3 graines de Colza. 

1. DOSAGE DE L A  VITAhIINF 13 1 2  PRÉSENTL l?XUS 1 LS 61-u lTS l?E GEIC>I1XA'ïlOSS 

E~TFCIIJÉTS EN COKDITIOSÇ SIÉRITLÇ OU JP.1 PRÉSLWC DI: \IcCROfI ORE TTLiURIQiTE. --- 

Ce dobagc a &té e n l ~ r p ~ i s  à l'aidi: dcs tec!iniqi:es !nici.obioiog;i~iies. 1 es résultats 
sont ~loilnés après lecture i~i.pliéloinétïiquc. Les sc.iilclics utiltstics çont, d'une part, 
Luctobrccillr~~~ Ieic!~~~~utl~ti i  I Y ~ C C  73 J O ,  L. Ieicl~ttl~ir~iiii A rCC 4797, ct, d'autre part, 
Ocl~,~oi~ioncs n~al11cr~ieulsi.s ,YTCC 1 1532 scloir la ni4tliod~: de Ford ("). 

Les résultat:; soiit cori~ignés driris le tableal1 1. I.eç se~iiis h4T so i~ t  réa1isS.s 
en présencc d'une inicruflore, les ~ t m i s  stériles (ST), co~~siciér-és comme tériioitis, 
ont rcr,~i le nlcmc ;,i,\port de susi)::i\ioil riilmioii cfe terre, tiîais iiprCs autocla\ial;e 
de celle-ci. Uii do:a:cc~ 1:rt2!i1rir?a:i.c u 111on~"é qilc l';xp;101t dc ~ii ; l~i~ii ic,  ~;r0~;,:(1ué 
Far 1'i;it;otlu~tiou d; ceiie >2,rcii:ion J e  teire, poiiiait ?:se coiisidcré ct~niine 
riég!i:;e,ible. 

, r Crs icsu!tats pt .L~i~~lfi t   CS d o c t z ; \ - b  ~ I . ~ : C ~ ~ C : I I ~ I ~ C I I !  e l [ i ) ~ t ~ < ~  zvcc T,. j~i~'!fii:~:i~~lii 
iYicC 7830 ( 2 ) ,  I I I ' L ~ ~  l 'u :~l i~;~t i~i i  (1'0.  ~ t ; ~ / / ~ ~ r ~ / ~ ~ t a i . > ~  qbi ~;1>0i>d ~E':L 13 cyaim- 
coba!rimiiie, oii h L'il jdi o x ~  ,.ok8a!arLiii;e (7, 5 I'ti.ic!;isic~n cl!: tort+ n~iti-L. : i ~ ~ : i  log~re 
des cc)biLl:~r~~.ide~ 011 dc  f C s c t ~ d r  ILPII x . i t  ~111i11iquc [('j. (-). (',)j9 el: coniirn~:i~lL la 
prS:,cl!cc de ~>/r,;ioiob~il;+:~iii~i: r-:c~in5 !CS 5i:mis X I T  dc~ij~?!: cc~~~i;:::i~il des $:ilsurs 



Age des 
plantiiles 

ST . . . . . . . . 0,001 8 
5 jours 

0,001 8 
h l  1- . . . . . . . 0,1;37 3 0,002 1 

i S ï  . . . . . . . .  0,093 1 
8 jo~ii s 

0,003 5 
hLT ... . . 0,O l O 3 0,010 8 

1 ST . . . . . . . . 
I l  jours 

O.GO5 4 0,005 8 
hi[T . . . . . . . 0,013 4 0,013 7 

! ST . . . . . . . . 
14 joiirs 

o,cOj 6 0,oos 6 
MT . . . . . . . 0,013 0 0,013 2 

très difErentes, dans le css des semi> stériles. SniJigi~oiis youl-tn:;t qiic la liriiite de 
sensibiiit2 de cettc scuche, daiîs iios conditions cxl;trime~~t:!les, ne pernict pas de 
dCtectcr ur-ie coiîceli;ratioii dc cyaiic~obalamine iiifthieilre à l,5 ;~p;; par piaritu!e, 
un  facteur iiiliibileilr jlitcifétar-it dans les clilturcs cte cette a!gue I O S S C ~ U ' C ~ ~ C S  
contiennerit iin \/oluiiie trop itiipo~ talit cl'éluat. 

11. C A R A C ~ $ R T S ~ ~ T ~ O N  DE C'El11 VISAAIIhF. -Afin de vélifier l'absence cie 
fortnes coiijuguécs de vitai~linc BI, daris les ~ciiantillolis colleciés, r-iniis avons 
d'abord effectué des hydrolyses eii/jma!iques ü ~ c c  la p:ip,iinc II3RL) ou  !a tzka- 
di,ista.,e ('T et hl). îvi,~lgr2 la ~li! i i~ii l t& de 1':ippréc.iaticn dcs rés~!lt,its obtcnus, i iu:: 
à l'apport, par les prCpdralioiis cii7>matiqiies, J e  substariccs rtiuiiu1:iiilcs pour 
L. ieiclr/~lm~ilii, il ile ser~lble pa\ qui: de telles fo(-ces vitamiiiic;ii~s, moins acti- es 
dans 1,;s dosages biologiques, soieiit l;résente$ dar:s les éluats. 

Dans nos conditions expéiin~t.riialcs, Ics teçhiiiques c1asr;qces c!e purificotiori 
de la viiai~iine Il,, p:t~ ,id:\orr)tio;i (cllarboil Noiit) donnarit i i i i  triiclcnienl relati- 
vei~ici~t fzible, nous avoris fin:ileilier>t iiljiisk la fiitiation ,ur gel : lizs Elli,its coires- 
pond'xiil aux gcï~;ii;~:itioiis de '/CO plant~iles so~ l i  dépos?s, i i r ~ i k s  co~lccritratioii, 
sur coloiine de (< Sel,biidcx G 25 » (2,5 :, 30 cm) CiuC1i par dti 1'crt~i dia~illée confc:~ünt 
du KCN (1 rril/l d'liîic ~ o i u t i o ~ i  à 5 /o) à un r j  tlt;i~c de 30 rnl/iî. 1x5 fr;ictioiis collec- 
tées ( 5  nll) coriterial7t 13 ~ i t ~ t ~ r l i ~ t c  R I Z ,  repérables par dosage d'tint partie aliqriote 
avec L. /eicA~/l(iniiii, saut cribuiî~ 1yc.yliillçées. 

Dcs ~hrornatograp!iics sitr 1::lpicr. sont enfin p:-bj~<il.C'es 3 p ~ t ~ t i ~  de ces 1yopl1ilis:its 
en prc1i:int conlri:c f61:1oiii la ~~*tr:oc,,b:1lili~iiq~ (NEC). Sut i ~ a c ~ i r r  «\Yh;itinan 
ri" 1 », à I'ot.\curiii c l  A 27 "C, ni?iCL> I 2~ ilLttion si\ CC 1,. /~~ic!ii/~arr,?ir, r:ci;s abc.;!;., 1x1 
aiiisi \;x.ii;.er qi!s te f;icti:LLt \ ;?'iili:i':illit' l i i i5  Cl1 L i  !(ièt:~e ~ ' t i 11>  1(;> +i l j !~i~e~ iéq,lixkes 
eil prcrcnce de ~n;cfc;fidie ~ C ~ : L K I ~ I : C  n ~ : ; ~ l &  de\ !i, cones!:oi,<:itiii It !a ~ \a r i ,~c~?ba-  
lamine : O,3I avec 1~: ~~y<tèrnl: B~ii~iiiol icc.,/eari (711 v/v) T- ~ I : ~ C C S  dc KCN ; 0,74 
avec le syitènc lsopit>yniioi/c~ri~ (1i.3 \ / L )  -l Ira!-,s cle KCN. I'at contre, p.irtir 
des élu,tî\ dc C L T I ~ I I I C ~  ~ t i j l  \;CL., z i ~ ~ i ? , ' ~  11;1~(' if? 1, ~ ! b ' i i : i * ~ i :  IIC p21it Z i t i '  Iocnlii5,:  LIS 

leî ~hrt-in;~ic~,rarcit:c\, i i ~ ~ ! 7 : : i ? l r , ~ ! i . i 1 i  i c:\il>i <jc i c i  ii.c-p I;ii'u!; co?;cetit;atioii iiiiti:iie. 



J 11 Ziti\1 t X ~ S L  1):- VL S ~ S U I M  l3 (>.(R Dr.s CCI'TLJ~:FF+ DE EOUCF~: 7 5 I' RIENT<! 5 

»'OKIG!~L 7:-r LLL~(:QVT r , ~  I < ~ I I Z C ) S P I I ~  RIOLI. - i-a prG-cl~cr: dc ceitz c:a!::,cob*il,amilic 
6t:int fo!:ciloii de !'élibli\ser,~cnt dc !a r?;l~ra!lcirc riiizo~p!;ériclcc c.iaiis 1cs cu!iuii:s 
des ni,inn~lc\, noits avdiib coinpiire la rai>,,ri:i; dr3 proüucliori de ccttc >rit;iiiline p:ir 
les flores teil'iriquz et rll.izocy7!:& iclric ; ctitr: dc;niè~ e clt  o\>tc~i:ie ilprés 6 joa~rs 
de culiilre des p!aiiiiiles en préscricc tlc la tlore :elln~iq~:c, Après étalement de 
ces flores sur [nilit-ii gklost. de 13rint LI Rotrira (y). 1,- soiiches bautcriennes isolées 
sont irLcrib5cs perid'iit 48 I l ,  à 38 "_', ciclils uii n~liia,ii liqiiic!c dé1,01lr111 de vita- 
mirit B l ("). Celle-ci c\t tl6cclec ;i\ cc J,. lPicI~t)~~~?;~~ii dniis !CS si!r.iia)i.aiits, apr.6s 
cc.iitrif~;aiioii des cirlt1rl-es. Les r2bulkit\ (iablcau Ii) i1~0ilt~Clit qllc 11011 serilement 
le noiilbti. gernies ~)roiiucleitrç de viianiitie B,, est plils  inp porta rit daris la flore 
rhi7osphCiiqu~, 111ai~ ULI>G que leur ~3p;i i i t i  de syrit!~bse est plus éievi-e. 

TAI!LI-.AU II. 

Pio~!::c/io/i (le vi/ir:i!i~~e Bi2 par ;ine . l i < i ~ ~  fe!!li~-fqcjire. et Itr f foic rhisosp/!ériq!jrle corrcs[ioiid~7rite 
etr piPse./zcz de ccuiiare rie Colza 

Soucl-ies productrices c!e vitamine Blz 
Noi~~bre  de - -- -----..A_-.--.----- -- - 

souct!i.s Bi2 > 0,01 inyi1~11 B I Z  > 0,1 111ylnll 

isolGes ("1 

Flore tellurique . . . . . . .  100 31 
Flore rhirosphériclue. . .  1CO 63 

(*) Lcs concciiirations infhieiires ne sont pas signifi~ativcs. 

IV. PRODUCTION DE VlfAhlIYE B I  2 P.iR DFS B.ICT~RIIIS RHIZOSPII&R!QIJES i?lO- 

cur.trs A DLs CULTUIIFS ST~~RTI-r:; DI: ~ O L Z A .  - Afilî dt2 dtinontrer c]i.!c crs sollches 
bnctCi ieni~cs, d'origitie rEirospl:2siquc, étaie111 cffec'rivcmc~~t capables dc spitliéiiser 
de la cq::iinco'oa!aminc en pï6se1lcc tiea sciiles subslniîccs orgilniqiies libérées par 
le sy~t;:l!i~ r.ic?iculaire tlci p!anti:les, ric,us les acoiis inocu!ies des çrili~res çlérilcs de 
Colza. Xprds iiicubation, ;'i 23 OC eii milici1 agit;, les souclles ci!oi\ics $ont pï2l~vE~ij 
en phare e\pone~iticllc dc croissritice, ccntrif~~gécs, lavSes, et Ji!eiécs de fa;o~i h ce 
que 1 ml corrzsponde à c~ivison IO6 gestîzcr. 

L'inocrrlatio~i des bxctéries est toujouss eîfeituéc daris des cul t~~rcs  de Colza 
âgées de 3 jours et cii?que tube d'e\ssi reçoit 0,5 ml de s~ispen<iori bactérienne. 

Abc 6es p!'.:ri;i!les 
--ill*r-a_-1-i _-_.'rBrB--- 

Soriclies iilociildes 6 ji-itr5 9 jours 12 jours 



Lcs t~ihcs tétnciris rcqoivent 11: !nîixîe ii'i~cui~jiîi, i-t~;iis ~~~~45 : I I ! ~ c ) c ~ L L Y ~ ~ ~ ~ .  Uü~îs  
le tabltiau 111, sculs sont prCse1i:é: les résultats di1 cios'igc d,: la ç~irinocol~al:imir~e, 
enèct:i2 avec O. r î~c~/ l~irr~!~v~is ,  ;i j3;t:tiî de cuittires ri~:ilisCes en p!-;"~11cc de 2 b~ic!iries 
d'origine rhizosphériquc, Ll4 et Cg,>, du gelire Ar:i?rol?acier. 1-cs cultmcs sttriics 
téinoins tfo~~t~er-it tcujous~ des risii!tats ilon sig,tli{iratifs. 

Co~ctusro~ .  -- Lors du dé~ieloppement drs plantilles de Colza en présence 
d'ilric rriicroi?orc tci!i;ïicliie, le sy\iCiiîe rndicuiaire éli~nirie cics riib~ia~:ccç or,nn:iiq~:es 
permettant 17i.tab!issemcnt d'ut~e fiove dite c( rl-~i~-osphéi.;qc: D, respons:ib!c de la 
production de cyanocol?alamine qiii s',~ccurnulr dans le suijhilrit. Ce pliktiotiikiie 
pc~l t  aussi être obtenu aprhs inoculritioti de souches pures à Jcs cultures de Colza. 
Le i?robléiz?e que pose le deverlir de c'3tc vitamine est à I'étüde. Dcux hypoihéscs 
çoiit 2, envisager : oti cette s~ibstai~cc agit directen~~rit sur In pl;tnt@, oii eile ii~tcrvjent 
daris la proliféraiioii de germes tcllur;ques exigeant et? cc facteur ùz croissance. 

(9 Séarice du lcr  avril 1970. 
(1) R. BL.ONDEAU, C~~i,7pte.s renriiu, 366, Séric O, 1968, p. 2017. 
(2) R. BLOXUE~ZU, AITII .  I ~ I S I .  J'nsft?!tr, LiJlif., 29, 1969, p. 255. 
(3) R. B f . o s u ~ ~ u ,  ~3ii!l. Soc. Bot. firri Fi.., 71, 1968, p. 99. 
(.l) J. E. FORD, Brit. J. Nirfr., 7 ,  1353, p. 393. 
( 5 )  'ï. KATO et  S. SFII .~~IZU, ,I. Yit(ii:iNi~11. Jt7i)., 9, 1963, p. 32. 
( 6 )  FI. N. COXG et R. V,~LENC.IA, Bill(. Soc. C ) I ; ~ I .  Oiol. fi., 36, 1964, p. 75:. 
(7) W. II. C. SHAW c t  C. J. BESSEL, The Arrnlysr, 85, 1960, p. 389. 
(8) 1%. R. SKEGGS, A4ct/iorl.~ bioche~~i. Airal. USA, 14, 1966, p. 53. 
(9) J. S. BUNT et A. D. ROVIRA, J.  Soi1 Sc., 6, 1955, p. 119. 
( 1 0 )  A. G. 1,ocrr~ie~o et 1:. E. C~IASC, Soil. Sc., 5 5 ,  1943, p. 185. 

(Lubornfoire (le Cryp!ognixie, Fric!rlté dzs Sci<,:lccs, 
B. P. n" 34, 19-[,i!Ie, Nord.) 
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L e s  r é s u l t a t s  des  ana lyses  que ilous venons de p r é s e n t e r  nous ctm'ciicrii: 

donc à nous p o s e r  une question : l a  vitamilie F; sy i i l h6 t i s ée  p a r  13 micro- 
12' 

f l c r e  rh izosphér ique  peut-e l le  j c ) ~ e r  1 x 1  r ô l e ,  soi t  dails la crr'isscxnce d e s  p1a1i- 

t e s ,  so i t  dans l a  multiplication d e s  germe:< te l lur iques  pa r t i cu l i t . r s ,  Etant  

donné lf ir i?portance que pour ra i t  jouer  c e  f a c t eu r  de  c-t.cissance, s u r  le  plan 

biochimique,  dans  l e  Lnétabolisme d e s  t i s s u s  végétaux qui ,  cn pl-inc ipe, sorit 

incapabl-es de l e  syn th s t i s e r ,  nous avons  voulu approfondir  c e t  ar;pect du p ro-  

bl'cme e n  rechercl-ia-nt s i  ce t t e  B é t a i t  bien enlmagasil-)&c dails !cc: t i s s u s  vé-  
12 

gétaux. 

Avant d ' a b o r d e r  ce t te  étude,  d e s  t r avaux  effectués p a r  P F A U  ct Coll. 

(1962) avaient  d é m o n t r é  que l a  
B12 

rad ioac t ive  masqu4c  a u  cobalt  6 0  pou- 

vait ê t r e  absorbe'e p a r  l e s  r a c ine s  d e s  v6gGtau.x e t  ê t r e  'cransport4e jusqii'aux 

feui l les .  L e  but de l e u r s  r e c h e r c h e s  é ta i t  cepcildaiit d i f f g r e ~ t  d u  n!,tve, e l  i.:.; 

plantes s e  développaient  en conclitions non s t é r i l e s .  filous avoris donc pe r s cn -  

nellerrlcnt e s s a y é  de  m e t t r e  e n  évidence,  avec  d e s  plantules d e  Colza ,  l ' a h s n r ~  

tion de  B p a r  l e  syst 'eme r ad i cu l a i r e ,  en  y a joutant ,  s i  poss ib le ,  d e s  dorin6,:i 
12 

quanti tat ives.  

Ce t tc  expc'rience a é t é  n ienée en ut i l i sant  la vitanrine B I L  radioactive 
rnarquke a u  5 S ~ o b a l t  (C,  E.  A. ), condit ionnée en arnpoult-s 1yoj~li;lisSes e t  prS  - 
sentant  une ac t iv i t é  çpécifiquc d e  l p ~ i / \ i g  de BI  2 .  1."'. c a l t u r e s  d e  Co!ï,<i ont 
été effertuc 'es,  so i t  dans d e s  tubes  s i m p l e s  cnntenai:L c'iu çc~hlc  dc Lontitinc- 
bleau comrrie s u b s t r a t  de germirlat ion,  soi t  dans  d e s  tubes  ~0113po:tc7nt ~ V I ;  e l -  
gots ixrtcrncs pour  suppor te r  l e s  g r a i n e s  en jnilieli Ei-ydropotiiclur. Pour  c l ~ i  qllc 

expi;r ience,  or1 u t i l i se  30 tubes s i m p l e s  erisemer-c4s stérjlern<:nt :t r a i son  cle 
25 g r a i n e s  pa r  tube,  ou 7 5  tubes en  cu l tu re  hÿdroponiclue, contencti~t 10 g r d i ~ l e s  
pa r  tube.  Suivant l e  c a s ,  l ' i ncorpora t ion  de la  B i 2  s e  fai t  so i t  ap rSs  3 jours  de 
germinat ion,  c'est d d i r e  i o r  scluc l e s  p l a n t ~ l e s  comportent  urie pa r t i  c aCrict~lre 
suffisaminent de'veloppée pour qil'il n ' y  a i t  aucun conlact  nvcxc R I  2 radiodi:- 
tive incoi-porée dans l e  rriiiieu (le cu l t u r e ,  so i t  dpre3 10 j n ~ ~ r s  cl? ;;errriinaiiorl. 
Dans chaque c d s ,  on Laisse c ~ o i ' t r e  l e s  plnnttiles cil pi.i;.icncc dc Bi 3. pc-t~danb 
10 jours  a v a j ~ t  d c  p rocéde r  2 Ici r é co l t e  d < : ~  !~r i r t iev  f a i i n i r e s ,  Pour l e s  clilti~re: 
su r  i ~ ~ ~ b l e ,  on i nco rpo re  1 ;nl d'uni- solutiorz contenini  0 , 0 5  de 33, pa L t t h e  

( e n v i ~ o n  O ,  O5 pg C i ) ,  e t  pour  13 i C U I  t u r c s  h y d r o ~ ~ o n i c ~ ü e s  i m l  d'iztiz solutisn 
contenant O ,  0 2  pg (crivirou 0 ,  OZ, jig C i ) .  Ains i ,  quelque soi t  ic t y p e  de  cultllrc, 
cliaquc: plcxntule d i spaçc  en  ciuclqile s o r t e  d e  0, 002, pg de B 

12 '  
La r Ccolte ile ln pa r t i e  f o l i a i r e  des plantules :; 'efiectiie avec: prc5ta.ui;ion 

de façon  3, év i te r  Icu.t. contai-niilr?,tion a v e c  1.2, R i 2  dit 171ilieu de  c:~.l,l.uri-:. E:!lcs 
, , sont pesCes,  lav6en à l ' e a u  dis t i l lée  pi.ii~; b ~ o y e e s  ci. !.'aide clfu-n "U'ltra T'ul-i.axl! 

e t  1'exi;iücticrn de l n  vi tamine a c  po~1.r silit pnta Cf a u t 0 ~ 1 z ~ v ; l g ~  s S I I C C ~  s çils ( O ,  ",3%t,rr, 



pendant 1 i mn). A p r b s  chacun d ' e t ~ x ,  l ' ex t r a i t  e s t  f i l t r é  e t  l e s  f i l t r a t s  ob t c~ in s  . , sont r a s s e m b l é s ,  d6l ip idés ,  co i l~e i t : s ,  puis  ~ i l t r e s  :i n~>uvzdu  e t  coticentrtii's 
de façon h Ctre i nco rpo r6s  ciCtns le  sc in t i l l a teur  de  KEJTNEDY. 1,a rriesure de 
la  radioact iv i té  s e  fa i t  5 l ' a ide  d 'un  compteur  à scintil!;ztion cle type INTER- 
TECH-JTRUE (ABAC: SL 40) .  L e s  r é s u l t a t s ,  r a s s en ih l e s  dans  Ie tClblpau su i -  
vant, sont  exnrirne's en nipg de  U1 2 i 8 ~ o  pi.oscrit dans l e s  ex t r a i t s .  1.a con-  
vers ion de  la. radioact iv i t6  d e s  t i s s u s  en mpg de vitamine B12 a é t é  eCfectuLe 
par  compa ra i son  à un échantillon radioactif  conservé  pendant l a  m ê m e  du ree  
et  c o r r i g é  e ~ i  fonction d e s  coriciitj onç de scinti l lat ion.  

*-..--.-- 

58 ,, 
ér iode  d ' i n c o ~ ' p o ~ a t i o i ~  de la  R .- (-3 

Type d e  cul ture  Mode de  c r ~ l c u l  Cr--- -. 12. 
3 - 13  jours  1 i) - 20 Joilrs  

en  mi l i eu  l - pour  100 plal-itules 
liquide. - pour 1  poids f r a i s )  

su r  sab le  

TABLEAU 1. 

- pour 100 p1a.ntules 
-- pour 1 g(poit2s f ra is )  

Incorpora t ion  de  vitamine D12 j8Co pa r  d e s  p lantules  d e  Colza  
cul t ivées  s u r  silfsle ou en  milieil  hydroponique. 

(Les r é s u l t a t s  sont  exp r imés  en  rnpg de  U l2  j R c O  proserite dans  l e s  t i s su s ) .  

D e  c e s  résu. l tats ,  il r e s s o r t  l e s  conclusions suivantes  : 

n - L a  vi tamine R12 p r é sen t e  daris l e  subs t r a t  cle gern-tination d e s   an- 
tules e s t  bien absorbe'e p a r  l e u r  s ys tè ine  radicula i re .  Llc s concent cations t r vu  
vécs dans  l e s  t i s s u s  sont fa ib les ,  m a i s  d ' au t r e s  expér iences  quc nous avoris 
effectue'cs p a r  l a  su i t e  conf i rment  l a  reproduct ib i l i té  de s  r6silltat.s. 

b - Quand l e s  plantules sont plus Sge'es, l ' i ncorpora t ion  de vitamine est 
plus in ipor tante ,  su r t ou t  en mi l i eu  hydroponique. 

c - L' i r icorporat ion e s t  aussi p lus  Clev4e dans  l e  c a s  d c s  cul tures  s e  ci6 
velopparit s u r  m i l i eu  licjuide que s u r  sab lc .  En considc'i-ant l e s  tencinrs vit~in5i1 
yiies rarnene'es p a r  g.  de poids ird,is,  ce l t e  diff6rence e s t  cependant inoins 11eti 

S i  13 vi tamine Dl2 peut  Ctre absorbCe p a r  l e  s-yst>me rc ldic i~lc~ire  des  
plantes,  nous  devr ions  a in s i  en  t r ouve r  dans  l e s  tissics d e s  vég6taux cultiv6:; 
dans d e s  conclitio~is non stéri les:  puisque l e s  microf1.ot.e~ rhizosphc!i.iclucs oi i  

synthétisent .  

L,e r é su l t a t  d c  c e s  ana lyses  a étc' publié (Comptes  Rendus 1971, 2,7%), 



C .  12, Acnd. Sc.  Paris, t. 272, y. 2781-278-3 12 j i t h  1971) Série D 

BIOJ,OGIE VÉGISTALE. -- La vitunîi?!e N,? (les végktci~ix s~;pé~-ieui:c.. Note (*) 
de M. Rslatid Blondeau, préselit6e par M. Roger Heim. 

Par dosage microbiologique avec 0c:iroiizoniis nin/li:ïiii:~risi.~, on peut iiicttre en I-vidci~cc la pré- 
serlce de cy:inocobal:i~iiint dans Ici t i s s i i s  .i&g;talix sairis. :,'oi.igii~e et lt: rôle dt: cette vitamine sont 
discutés. 

Lorsque cles pl~ntule.; de colta sont ciilti~ées sous ccltaines conditions, eii 
préxiicc d'une niicroîlore d'origine lelluriqiie (:), le substrat dc cu!ture s'eniicliit cn 
vitainine B,,. Nous zloiis proii\é d'ailleurs ( 2 )  qiic cctte cyaiiocobnlaminc esî c n  
prociuit de syrithCsc bnctèriznr,e, ct  cil particu!iel cfe gerlxics d a  genre ilttliroh(ic.ter, 
fréqiients dans la rliizosl~11èt.c dc; colza. De pl~is, en incorporiirit de !a cyaiiùcoba- 
Inmine radioactijc au milieu dc culture de gcrnziiiation., iious savoi;s cj~i'il est 
posriblc de la d&tccter dan, la pal tic aérienne des plantules ( 3 ) .  Comme il est gCiiéra- 
lcmcnt admis qric la celliils ~égéta le  est inccip:rble dc syntl-iCiitel ce facieiir d,: cl.cis- 
S ~ I I C C ,  LIoIla IIOCLS somnies propo.;és d'en rechercher si pri-cei~cc clc~ris clzs tissiis ou 
o rganc~  provenatît de végétdux ciiltivés dans del conditions ixoil stériles. 

h l l ~ ? E i < ~ ~ ~ .  -- Les organes végétaux iiiiljséu pour les dosages sont des grc~i;ies : 
colza et pois ; dcs tiges : orge et ponirne de terre ; oii des racincs : carotte. Tous sont 
prélcvés B partir de cu!turcls cfictuées en chariîps. Nous avons aussi cil;-ctiié des 
extractions Li par~il- des parties nériciines de yl;intiiles de c o l ~ a  culti~éer; .=n niilieu 
hydropoiliqiic stérile, ou inoculé pai  un Art/:robircter [l'origine rhizocphiriqiic 
(souche C24). B~IIIS les deux cas, la sol~itiorz riittritive est du Knop dilu2 au tlctiii, 
contci~ant en plus des traces clc CoCI,. 

Poiir nicttre ail point 110s miiliodes de d ~ s a ç c s  et afin de contrôler 1r:itr spécificitt., 
cleux :~utres échantillolis furent utilisés. Lc przi~zier, que ~;otis considCroris cornole 
« témoin positrf », devait coatcnir (le la cyanocobalaminc : iious avons ciioisi cles 
racines de tréflc polirvues de riodo~ités. Leurs e:rtr aits sont en effet relativeri~ciit riches 
en RI , ,  syrit11étisi.e par le? t l ~ i z o b i ~ ~ ~ ~ ~  [('), ( 5 ) ] .  Le secorid, notre << témoin négatif ». 
devait être totalement déficient en cyanocobalariiiiie : nous :wons choisi des cultures 
il1 vitro stériles, d'uile souelie c~ilorophyllieiice de carotte (17).  Les extr:~ctions 
A partir de ce tissu ont touijoiirs ét2 cffcctu&es apiès u n  rniilimiim de trois iepicluages 
de la soiiche sur un milicu ilutritif dépourvu de cobalt et soli:lifik (Uarto-Agar 
Ikrified, Difco). 

MÉTI~ODLS. -- La cyar~ocob~ilnriiine est cioste à pal-tir des extraits c.<gétai~u 
avec Ocl~i.«i?lot;ct, ~lrcrlliuirlet~\i:, A TTC 11 532, t l l i i  présent:: i i i ~ z  spécificitk plils strictc 
cllie Lcicfobucillil~ ieichtilmlirii [('), ('), (y]. L'iitilisatic~i de ccttt: soi!ch(, FI-'' ~ \ c ~ i t e  
cepei~driiit u n  incoliv~nient. car \ü ci.oi~sancc e L !  I I  2s ~.aj)~di~lli'ilt iilllibé~ e i ~  prL,ciicc 
des extrait? d'origine végétale. Lne tcchniquz de purification dcs cxtiaits n dû ainsi 
être mise au point. 



Exi:~rrnctici;l L!C ki vit(r!/~i;'ze. E!lz s'ei7:c:rir, ai?r+s broyage des tissiis à I'aidc :!'LI:? « i:llra ttirrax 1) en 
prcsencc d'caii bidistillkc coii;zrisiit 10 mg/liii.r dc KCN, par aiitocl:ivi.:e ii 110 OC: l~eritiant 15 mn. t2prks 
filrration, 1:i {olütion o b t e r ~ u ~  est c:«iiceritrP,: z i  nCccsx;rc, piiis consec:-Cc aii congélatc!ir. P!c;i:s avons éliiiiiné 
toute extraction crizyniatiijtic :)si. ia papaïne O U  lii  iaki-diaitase, celles-ci doriilant des (t b:c~lcs )) bcniicoup 
trop élevCs dans les dosages. 

.Prrri,ricritioi~ (les extraits. -- D:ux techiiiq~ies diltzrentes s'elrectuant 3 l'abri de la Icirnièrc ont été iuiieî 
ail yoiiit glace 3 i'utilisation de cyanocc:balaiiiirie radioactive 5sCo (CEA) : 

éliié par 1111 isrnpon p!iosph:ite X l / l : i  h pH 6 , 3 ,  i,oiite~?arir des traccs tic KCN. 
La Jiztirc tiioritre que ccttc ii~itlio:lc j?ir;n-t 1 ; ~  5&j1;tratiorl  il^ lii cyn~locobal;i~niiic 5sCo ii?corliorCe h 

l'extrait vC;.t:tal a:.itiit cl~i.oii~ato~r:iphir, d.ss s:-ib;i;tiices iriiiibanr In croissance 11'0. itrcI!~~!im:isis. Ida ccurbc 
cl'iiiiiibiticii sci!~bic dkillctir, corrcpondre 3 la I S I ~ C L I C  en sucres d ~ s  fractions coll.:ci2~s, r6~6lnb!es par 
l'ai~ilira~v<. 

TA!,; f~tctioiis coiitenanl I i i  Bi2 sont ïéri!p~rées, coi~ccritr2ez i un vo!:inie tel que 1 ml corrcspondc, ii 1 .g 
d'exirnit véi;Ctal frais, s!érili,érs par filtration (?~lil!iporc 0,45 LI), ct conservées $ I'obsciirité, au coiil;é- 
lateur. 

2" fec!ri?iyire : cllc cornpoïic. i~!iiqiien~cnt I'utilisniia!: d'iin- ré;iiie ,-bnb-rlitc IRC-50 (Pro!abo). c!iiployéc 
sous Corïtie Ti" (oii:eilue avic itCl 2 N s~ i i i i  ~l'uri 1nia:c 1'c:iu bidis!il!i?e). ApiCs pas;:;:c tit.:i extr-i:s, la 
cyailocobd!:;iriiiie, rclcniic siil' I:i rCsiric, est kl~iée a;ec un: soluliori N cic Nii;OEI. I,'Clirnt, coiîcenii2 h sîc,  
est repris 1 ) : ~  un volurne cI'cn?i bidistilléz -:- !<CN tel que 1 rii! correspûiidc I ç d'extrait, piiis st6riiise sur 
filtre, et coriservé comme pr6cedeinn:ent. 

Chroniatogrnphie sur Ch1 i< Sephades C 7-5 )> d'un extrait vé$!al pidalablel~ieiit trait6 sur << I)rowo:i 
50 W S Z » (15 g de ciiroit.:sj ci d'ilrie :;oiïiticiii de c,anocobn!aiilii,c.. 5YCo. 

Coloriilc : 2,5 x 40 cm ; 6lunni : t,iiilpon pliospi~ate ?,1/.45 pi1 5,25 +- KCN ; fractii:ns : 5 r111 ; rytiinic d'&Ili- 
tien : 55 1111/ii. 

Trciil plriii : Cy-ariocobalaiiiiri: : i;iifi~~aciivité d&:cr!r:inér en scintiliatiori 1i partir de 1 i l i l  dr cliaquc fractioii 
avec !i scin!ilI:ticur (Iç !<ciint:d.ly (1 1). 

Tmil di~coiriiizil : Extrait v6gJial : D. 0. obtcnl.!c i 620 m ~ !  après iCaction de 1 ni1 de r:iin()iie fïacticn avec 
l'ant!irortc. 

Brrrres veriictries : Extrait \;5::ii!r,i : in!iibitio:i ti'Oi./l~,,~iiic,!i<l,~ pro~..)q!!k ])CC ehaqi!e frilcliun ('$ rni). Les 
1.6siiI!~ts soili e.?pi.iiil65 ;':ir la i i i l lër~ii~e i:ilti.c iLi :;i-ui>>aii~e <:il lt!;ii:l!ii 5;iii.î 61~3.t (- ic!J) et 1:1 Cf'OI5SLi;ICC 

obtcriue t.11 pr,51e:icc  lei éI:inij coll~ctEj, L;i 1~c; i i~e  se fait cil nf;)ii6lo:116tric ; lz inili::u c". c;.uiture 
(Bkxcto B I 2  O C / I ~ O / ? I ~ > ; > ~ Y  incJi:~t-:~ Difco) c r f l t i c~~ t  fi,l :-nL!>; cl(; \'it2:ili1ie BI  2/!~11. 



Enfin, l'incorporation de qiiantités coiîri~res de cynnocokalai:iinc 58Co 011 dc viian~inc 312 crisîaliisée, 
à Ces zxtïni :~ i.é$taiix puririEs suiv~iit  la 1'" iiiCtlio<le noiis ;i Uoiiiié iiii rendcir;::nt de i'cjrrlre de 7ii à 75 /n, 
alors qu'il est de 95 11 100 ", ecii c~nployiint la çccorida m&:i~«dc. 

Dosage proprer:rcrlt dit. - II est e1Tectue sirivant !a inkiiodr de Ford (Io). La ramine étalon ciu dosage 
cst pr2parée avec de la cyar?ocobala!ninc plire (NBC?. Ln Xanîmc expéri~ncntnie cornporte dcs voluines 
coii~pris entre 0,25 et 2 in1 dcs extraits A doser. La lecture des rés~iltats se Sait par népliéloniétrie. 

K~SULTAIS .  -- Les teneurs C D  vi~arni!ie B,, d ts  difZre;iI-> estraits analysés 
sont îacsembl6cç diuis lc tableair. Eli i?;il i~nilt  I:L i e c l i n i ~ ~ ~ ~ e  de pi~t-ificatioii in~p!iil:ialit 
~ i i i  passilgc des solutiolis sur CM <( S2pliades D, Ici concerifrati~11i5 iiiirileriic!;t obte- 
nues .ont ~ I L L S  faïolcs, ~tiais CCÇ sC~u!tat~ ne sont que relatifs puijcju'ii faiii !es coïrizer 
en fotictioii du  rcildcm~nt rclati~rl~icrit peu é I c ~ +  caracliri\nlit cctte inL-thode. 
I)'nut:e part, Iri Dowex ~itiliséi: ret:::ia~it cert:iiiies cob-xlnnii!~.ès (9). cette ixi6ihodv 
dc purificatiori est plus spécifiqi~c vis-&-bis dc 1:1 cyn.ii~cobalatniiie que ia sero!ide, 
ce qui peut aus\i cxpLiyu~r ces diffCiericer. P2r c:~iil!-e: xloiis coiistiitons quc Ics plnfites 
pi-ovciiaiit de ciiltt~rcs ilon stériles coi~tienriciit toiijours PILE dc vitalninc fi,, que 
cclles qui ont 612 cu1tivi:cs st2rilvmcnt. Aiiisi, 13 tige feuillée dc colzti doritîe uiie 
co~icei~lralion 4 i 5 fois pl~is éiz~1i.c lorsque In. garnination a lieu en préscncc d'mie 
bactérie. 

Réprirtition fie la vitanzirre Blz  clnns qicelc(lies orp les  ~ é g é t o i i ~  provenaiit fk cidf!jres stiriles OU noif ste'riles 
( n i  ril,~ig/g ri% poids frnis), se1011 ckrrx t~~ci~tiiqlres de prrrijïcatioti 

P.acii~es de trèfle .................... 
Souche clilorophylliennc de carotte. .... 
Graines de pois . .  ................... 
Gia iiics dc: colza .................... 
Plantulei stérilcs de colza ............ 
I'laniiil-s cle colza -1- C24 ............ 
Tigcs fc~iillfcs d'orge . . . . . . . . . . . . . . . .  
Tige5 Se~ii!iézs dc poiilrncs de terre . . . .  
Racincs de  carottas. . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(1) Le dosage n'est pas possible car un iiil-iibiteur persiste après purification. , 

L~iscussros. Ces teneurs en R I Z  CICS tissus sains provenant de c~i!tiiïes non stériles, q!ii ront dc  
\ \ 4 r y 4 1 1 f  

i'ordrc de 0,l in$g/g de poicls frais, s o ~ t  i.ela~i\~eiiiciit faibles p a r  ïapport aux rézullats déjjà sijn;iii,,. ~C'ous 
pensoiis que soii\erit cette c1iffLi~cnce est due 2u choix de la soi:cire test utilisé:: pour li: dosage : avec 
L. leichn~trlvrii, la prkision cics rérultiits e:,t cn effet assez aléatoise étant dorinil: l'ia:srf&rcnce des dLwsyribo- 
sidcs, di%ciii: il élirnil~er ou à soustraire. 

Q!i,?rit h la prCscncc apyascnte de i:yiiiiocobaiamine dans le colza ciiltivé stLrile:iient, el12 ne psut Stra 
iriterpWtér corninc lin apport de la grair;: p~~isqiie les giaiilzs, ~r,?rne dz !éçui~iiiieuscs tel!es qi;e !e pois, 
ne coi1iieri::ent p:iç i!e co:ic.:r.traiions e.iccssives (le BI?. (tiibl-au) et cclle-ci, au cours dc Ir geri~iiiistiori, 
ne peut qiic sc cliliicr cla,~s les t issus tie 1:~ l:ia.i..tu!c. DCUY p~sribi!!t.'.i restent <loile 5 c!ivi\;:jer : O. /~I<~/!!~/I I IC,~IS!S 

'répoiid h d'autres cuii~j:;>s~.; qiie les cokainiiiincs, ou aiors, !es ~bgCraux sont capr:?ies de syntil&rir,2r de trCs 
faibles qiiai~tités i!e cot'ulniiiineç, coiiime le pti i~ii~it  cei-tains ciicr~lizurs (10). La pré~ciicc d'un ar!iirafnct doit 
être éliiriiné piiisc?ile par chioiï!;1togra~hi-3 de iyop:?ilis:its d'extraits plirifiés de colz;i, dJvcloppCï5 avec le 



système butnnol scc./eau (211 viv) -!- KCN et le système isopropanol/cau (711 v/v) +' KCN, sur papier 
Whatman no 1 S. l'obscurit6, on obtierit a p r k  révil-.ticil avec 0. ?~ial/inrnensis, une tachz dont !e P.: corres- 
pond h la cyariocobalaniine traitée clans les 111êines co~clitions. 

C o ~ c ~ u s l o x .  - T\Jo:is avons dérilontré que la vitamine BI,, syilthéiisée par la 
microflore rlrizosphérique des plantes, ou plus généralenielit par la microflore tellu- 
rique, se r e t ro~~ve  pariislleïiient, dans les tissus véçétanx.. Ccpendant, leur teireiir 
en est relativernerlt faible, ct à riotre coiîilliissance, aucune cxp6rieilcc rie pzrmet 
à ce jour d'aifirmer son rôle dan? le inétabolismc normal des p1an:es. Aussi, ilous 
pensons que cette cyanocobakimine d'origine bactttrieii~ie inteivient, soit à l'état 
libre, dans lc sol, soit dalis les tissus des végétaus izaorts, corrime facteur de croissance 
nécessaire A la prolifération de germes à pouvoir de syiltliése faible. La  présence 
de ces germcs est indispensable, cil particulier lors de 1a dégradation de ccrtains 
constituants cellulaires. 

(*) Séance du 3 mai 1971. 
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C - DISCUSSION SUR LA PRESENCE DE LA VITAMINE B DANS LES - .- -- -- -- 1 2 1----- 
TISSUS VEGETAUX,, 

--- 

Nous venons de démoct rer  que les  t i ssus  vggétaux sains  contierinent de la  

vitamine B Nous avons interprété  ce résul ta t ,  m a i s  contrairement à notre 
12' 

attente, l e s  plantules cultivées s tér i lement  ont pe rmis  auss i ,  quoique t r è s  mc 

dérément ,  la c ro issance  d'O. malhamensis .  Nous allons donc reprendre  les  -- 

données de ce problème en étudiant successivement le cas  des  plantes prove-  

nant de cultures non s té r i les ,  puis le  cas  des  plantes cultivées s tér i lement  

pour lesquelles nous avons effectué des expériences complémentaires.  

1" Cas  des t i s sus  végétaux provenant de cul tures  non ste'riles. 

Nos résu l ta t s  concernant la  teneur en B de ces  t i ssus  sont inférieu 
12 

à ceux que nous donne la l i t té ra ture .  Nous pensons qu'i l  e s t  pourtant t r è s  faci 

le  d'expliquer c e s  différences c a r  l e s  travaux relat i fs  à ces recherches n ' é -  

tant pas t r è s  récents ,  l e s  au teurs  n'ont pas toujours uti l isé des  méthodes de 

dosage suffisamment s t r ic tes .  D'autre  par t ,  ce s  recherches  sont a u s s i  t r è s  

souvent effectuées à par t i r  de légumineuses,  e t  dans ce cas ,  la B peut pro-  
12 

venir d'une synthèse propre  auxRhjzobium, même  lorsque l e s  plantes s e  dé-  

veloppent en absence de c e s  bactér ies  ca r  l e s  graines peuvent elles -mêmessto 

k e r  cette vitamine. 

Ainsi BICKOFF e t  coll. (1950) trouvent des  concentrations t r è s  élevée: 

50 à 62 mPg/g de poids f r a i s  pour la  luzerne,  avec L. leichmanii, m a i s  signa. 

lent déjà que 85  % au moins de cette teneur vitaminique e s t  due à la présence 

de désoxyribosides.  ROI-IATGI et  coll. (1 955), pour d iverses  légurnirieuses, nc 

tent 4 à 6 mtig/g, ma i s  uti l isent auss i  L. 'leic'iimanii sans  effectuer de c o r r e c -  

tions. Enfin PORTER (1 957), avec 0. malhamensis ,  trouve 2 ,  3 mpg/ g pour 

la  far ine d'arachide, et  préc ise  en outre qu'en plus de l a  cyanocobalamine, le: 

facteurs  A et B sont présents  (e t  détectés a.vec - E ,  Coli). 

Nous pensons donc que nous ne pouvons comparer  ces  résul ta ts  aux 

nôtres ,  étant donlié la  famille végétale choisie p a r  ces  auteurs .  De inême ceul 

de PEELER et coll. (1951) s e  rapportant en part icul ier  au blé et  à l 'avoine ne 



sont pas  t r è s  significatifs c a r  l e  dosage e s t  effectué avec L. leichmanii ap res  

extraction enzymatique à la papaihe et  à l a  takadiastase,  e t  nous savons que cc 

type d'extraction provoque des  e r r e u r s  dans l e s  dosages.  P a r  contre l e s  r é -  

sultats de GRAY e t  DANIEL (1959) provenant d 'analyses effectuées avec a. 
malhamensis à p a r t i r  de feuilles de navet nous intéressent  plus par t icul ière-  

ment : i l s  notent une concentration de 7 mpg/g de vitamine B ce qui e s t  
12' 

donc t rSs  supérieur  à celle que nous avons obtenu en moyenne à par t i r  de notr 

matér iel .  Cependant, ces  au teurs  utilisent l e s  feuilles de navet c a r  cer taines  

observations les avaient conduits à choisir  ce matér ie l ,  supposé riche en B 
12' 

I l  es t  en effet possible que les  feuilles en contiennent plus c a r  s i  nous reprenoi 

nos propres  résu l ta t s ,  nous nous rendons compte que le  matér ie l  qui s ' e s t  r é -  

vélé ê t r e  le  plus r i che  e s t  a u s s i  celui qui présentai t  une surface fol ia ire  bien 

développée : la tige feuillée de pomme de  t e r r e .  Ainsi,  une étude de la  teneur 

en vitamine B des  plantes en fonction de leur  différents organes nous donne- 
12 

ra i t  peut ê t r e  des résu l ta t s  intéressants .  

2" Cas  des t i s sus  végétaux provenant de cul tures  s té r i les .  

Nous avons déjà  souligné l 'anomalie posée par  le  résul ta t  obtenu avec 

les  plantules de Colza (page 118) puisque c e s  t i s sus  donnent une réponse poçi- 

tive avec 0. malhamensis .  Il e s t  peu probable que la  substance de croissance 

intervenant ait  pour origine l a  graine puisque des extractions effectuées à par -  

t i r  de t r è s  jeunes plantules, ou à par t i r  de plantules âgées donnent des  concen- 

t ra t ions voisines (exprimées pa r  g ,  de poids f r a i s ) ,  ce qui ne se ra i t  pas  le  cas  

si une substance, pre'sente dans la  graine,  diffusait dans les  t i s sus  au cours  

de la germination. A pa r t i r  de la  souche chlorophyllienne de carot te ,  nous avoi 

auss i  constaté une réponse avec - O. malhamensis  m a i s  cel le-ci  res ta i t  asçez  

faible avec les  volumes d 'ex t ra i t s  ut i l isés ,  e t  ne pouvant contrôler la  propor-  

tionalité des  résu l ta t s ,  nous n'avons pu leur  donner une valeur significative. 

Ceux-ci nous semblaient d 'a i l leurs  d 'autant plus aber rants  que le  milieu de cul 

ture  ne contenait pas  de cobalt, ( ~ o t o n s  cependant que ce milieu était  solidifié 

avec de l a  gélose). 



Etant donné cer tains  résul ta ts  positifs, obtenus en part icul ier  pa r  

FRIES (1 462) à par t i r  de plantules de pois ou de blé cultivées s té r i lement  et  

dont l e s  extrai ts  sont dosés avec E. Coii  113/3;et cer taines  remarques  émi-  

s e s  pa r  VALENCIA (1965) à propos de la présence éventuelle d'analogues de 

cobalamines chez l e s  végétaux; nous nous sommes  in téressés  à ce problème 

posé par  la  synthèse possible de cobalamines p a r  les  végétaux. Dans une p re -  

m i è r e  optique expérimentale,  nous avons essayé d'aborder l e  problème en 

incorporant du cobalt radioactif au mil ieu de culture de plantules de Colza cul- 

t ivées s tér i lement , ;  dans une seconde, nous avons modifié l e s  conditions de 

culture et d 'analyse des t i s sus  s té r i les  de caro t tes  ver tes  afin d'obtenir des  

résu l ta t s  plus significatifs. 

a )  Expérimentation basée sur  l 'uti l isation de 5 8 ~ o  cl2 : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le but de ce t rava i l  était d ' incorporer  du cobalt marqué  au milieu 

de culture de gra ines  de Colza, et d 'effectuer a p r è s  germination de celles--ci  , 
une extraction de vitamine B suivie d'un comptage en scintillation de la  r a -  

12 
dioactivité. S i  l e s  t i ssus  sont capables de synthétiser cette vitamine, on de-  

vrai t  obtenir une radioactivité ap rès  purification sélective des  extrai ts .  

Nous avons choisi comme marqueur  l e  cobalt 58 l ivré  par  le  C.E.A.  
sous forme de chlorure en solution dans HC1 (activité spécifique voisine de  
2 Ci/mg). Ce radio élément e s t  incorporé à la solution nutritive de KN O P  2 
raison de ~ c i / m l  e t  l e s  graines sont ensemencées en culture hydroponique 
dans des tubes à ergots  ou dans les  e r lens  à cultures (page 20). Après  20 jours 
l e s  plantules sont broyées e t  la  vitamine B12 es t  extraite suivant la technique 
précédemment décr i te  (page 117). Après  passage s u r  résine D O W E X  50 W x 2, 
l ' ex t ra i t  e s t  analysé su r  colonne de CM Séphadex C 25, e t  une part ie  aliquote 
de chaque fraction collectée e s t  incorporée au s c i n t i l l a t e u ~  de KENNEDY, puis 
comptée au compteur à scintillation, Avec cette colonne, nous savons que l e  
CoC12 e s t  élu6 dans la  fraction 15 (maximumde radioactivité obtenu avec un 
échantillon de 5 8 ~ 0 ~ 1  déposé sur  l a  colonne) ; la vitamine B dans l a  f r a c -  
tion 20. 

2 12 

Le graphique 1 donne l e  résul ta t  relatif à cette analyse.  Nous cons- 

t a t o n s  la  présence d'une radioactivité importante dans l e s  f ract ions 14, 15 et  

16, correspondant au  CoCl  puis une radioactivité décroissante ,  rriais encore 
2 ' 

a s s e z  élevée, jusqu'à la fraction 21, e t  de plus en plus faible jusqu'à la  f r a c -  

tion 28. Ces  résu l ta t s  sont difficilement exploitables étant donné l 'absence d'un 

pic de radioactivité correspondant à la B nettement séparé  du p remie r .  
12' 



radioactivité 

CHROMATOGRAPHIE SUR CM SEPHADEX C 25. 

en haut : à part i r  d e s  ré férences  : 5 8 ~ 0  cl2 ou 58Co B1 2, mélangées à un 
extrai t  végétal t r a i t é  sur  Dowex 50 IV x 2 et  chromatographiées.  
en bas : à par t i r  d'un extrai t  de plantules de Colza ayant germées  s té r i le -  
ment en présence de 58coCl2 ,  Cet extrai t  a auss i  é té  préalablement t r a i t é  
su r  Dowex 50 W x 2. 

Colonne : 2 ,5  x 40 c m  ; éluant : tampon phosphate ~ / 4 5  pH 6,25. 
f ract ions : 5 ml. ; rythme d'él'ution : 55 ml/h. 

Nous pensons que cette radioactivité dans les  f ract ions postér ieures  à l a  f r a c -  
58 

tion 17 e s t  due à l ' incorporation du Co dans des  molécules n'ayant peut ê t r e  

aucune similitude avec les  cobalamines, qui interfèrent  dans notre fractionne- 

ment en donnant des  résul ta ts  i l l isibles.  Ces composés incorporant le  cobalt 

sont peut ê t r e  des  enzymes te l les  que la malate dé.-hydrogénase, la pyruvate 

décarboxylase,  l 'oxaloacétate  décarboxylase, ou des  peptidases (carboxypep- 

t idases e t  glycylglycine dipeptidase) intervenant dans l e  métabolisme des  t i s -  

sus  végétaux. HOFNER (1969) signale auss i  que l e  cobalt peut fo rmer  des  com- 

plexes avec des substances positives à l a  ninhydrine ou avec des  sucres .  



Nous avons expérimenté d 'au t res  types de purification telle que l'u- 
5 8 

tilisation de 1'Amberlite IRC 50 pour essayer  d 'é l iminer  l a  totalité du CoCIZ 

avant passage s u r  CM Séphadex. Nous n'avons cependant jamais pu obtenir une 

absence totale de radioactivité dans l 'éluat ammoniacal de cette rés ine  s u r  l a -  

quelle avai t  été init ialement passé  un mélange composé d'un extrait  végétal ad. 

ditionné d'une solution de 5 8 ~ o ~ 1 2 .  De même l 'uti l isation en ultrafil tration det 

membranes  f i l t rantes  de type Pellicon PSAC ( Millipore) n 'a  donné aucun r é -  

sultat intéressant .  Enfin, l e s  séparations chromatographiques ou électropho- 

rétiques s u r  papier ont toujours été masquées p a r  la  présence de ce C o C l  I l  2 ' 
semble d 'a i l leurs  que BABOTH (1965) ai t  eu l e s  m ê m e s  ennuis, en part icul ier  

pour des  séparat ions chromatographiques d'  ex t ra i t s  de plantules de pois ap rès  

incorporation de 6 0 ~ o  cl2. 

Cette difficulté technique nous a fait  provisoirement  abandonner cet 

objectif de  recherche  e t  nous avons a l o r s  essayé d 'aborder  l e  probl'eme d'une 

façon différente, s a n s  effectuer de marquage, en utilisant un matér ie l  s e  prè-  

tant facilement à une expérimentation préc ise  : une culture t issulaire  d e  caro t -  

te  ver te .  

b) Expérimentation basée  su r  l 'utilisation d'une culture t i ssu la i re  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La souche de carot te  verte utilisée provient du Laboratoire de  Phy- 

siologie végétale où elle était  cultivée "in vitro' '  s u r  milieu de Heller complet 

additionné de glücose à raison de  30 g/l, d'acide fi indolyl acétique à ra i son  de 

0, 1 mg/l ,  et  solidifié avec de  l ' agar  aga r .  Afin d '  éliminer l a  présence exogène 

éventuelle de vitamine B dans c e  t i s su  ( cel le-ci  pouvant provenir d e s  pro- 
12 

duits ut i l isés  pour l a  préparat ion du milieu ou de l a  gélose ), nous avons mis  

au point une technique t r è s  simple permettant l a  culture de cette souche sur  

milieu liquide, dont la  composition peut ê t r e  a ins i  parfaitement connué. 

Cette technique consiste à util iser l e s  tubes de culture à ergots  pré-  
cédemment décr i t s  (page 20), en plaçant su r  l e s  ergots  une rondelle de papier 
Whatman n o  3 munie d'une languette pouvant plonger dans l e  liquide nutri t if .  
Ces tubes,  parfaitement propres ,  contiennent environ 26 m l  dü milieu de  cul- 
ture  précédent,  m a i s  p répa ré  avec de l 'eau bidistill4e, des  se l s  t r è s  p u r s  et 



du glucose NBC, I ls  sont munis de bouchons en coton hydrophile et a p r è s  in- 
corporation des cultures,  recouverts de papier d 'étain et  incubés à 18 OC avec 
1 Z heures  de lumière  par  jour. 

Nous avons ainsi  procédé à deux repiquages successifs  à par t i r  de 1; 
souche origine.cultiv6e su r  milieu gélosé, avec une période de 4 à 5 semaines 
séparant  chaque repiquage, e t  en ensemençant toujours des  fragments  peu vo- 
lumineux. Le 3ème repiquage était destiné à donner l e s  t issus à par t i r  desque: 
l e s  extractions de B12 étaiect prévues.  Il a &té effectué dans 2 s é r i e s  de tiibcs 
préparés  à par t i r  du même milieu, rriais dont l 'une contenait en plus du cobalt 
( 0 , l  mg/l  sous fo rme  de C o  Cl  6 ~ ~ 0 ) .  

2 
Après 40 jours d'incubation, les  cul tures  t i ssu la i res  provenant de  

chacune de ces  s é r i e s  sont prélevées,  pesées ,  et l 'extraction s 'opère  suivant 
l e s  modalités opératoires  pr  éçédemrrient décr i tes .  Les extrai ts  obtenus sont 

3- 
ensuite passés  s u r  rés ine  Arnberlite IRC 50 util isée sous forme H (obtenu par 
passage d'HG1 2N suivi d'un lavage 2 l 'eau bidistillée frarche) et  éluée par  une 
solution N. d'ammoniaque (NE4 OH "Suprapur" Me rck dans esu bidistillée). 
AprSs concentration à un volume tel  que 1 m l  d 'extrai t  corresponde à 1 g. de 
t issu f r a i s  et st6ril isation s u r  f i l t re  Millipore, un dasage e s t  cffectué avec - O. 
malhamcnsis.  

P a r  rapport  & l a  courbe d'étalonnage obtenue avec une solutiorr é ta-  

lon de vitamine B NBC, l e s  cultures t i s su la i r e s  de carot tes  issues des  tubes 
12 

dépourvus de cobait donnent une réponse équiiralente à 0,015 rnpg de 33 /ç. 12 
de t issu,  et l e s  cultures provc:cant des  tubes contenant du cobalt donnent, dan:: 

l e s  m ê m e s  conditions 0,014 rri)~~/~ de t issu.  (préc isons  que le  GoCl,, utilisé - 
à l a  concentration de 0 , l  mg/l de milieu de culture,  n 'a  provoqué aucune va-. 

r iation du poids f r a i s  des  cul tures  de carot tes  par. rapport  au milieu norrrial). 

Ces résu l ta t s  sont a s s e z  surprenantscar  s i  les  t i s sus  de c a ~ o t t e s  

ver tes  sont capables de synthe'tiser la cyanocobalamine, leur  teneur devrai t  

ê t r e  fonction, dans cer taines  l imites ,  de la  présence de cobalt dans l e  milieu 

ambiant.  Pourtant, ce s  résu l ta t s  sont pa cfaitement significztifs ca r  ilous avons 

pu vérif ier  rigoureusement la proportionnalit6 d e s  co~lceqtrat ions vitari~iniques 

t rouvées en fonction des volumes d 'extrai ts  employés (qui s'e'chelonnent entre  

0, 1 m l  e t  4 ml,  chaque esscti e'tant effectué err douhle exemp12ire). 

Afin de p réc i se r  la nature du f a c t e ~ i r  vitaminique présent  dans les  

t issils cie carot tes  dépourvus de tcobalt, e t  qui pe rme t  la  croissance d'O, --- riia- 

lha~-nensis, nous avons essayé  cl'en étudier son comportement rhromatograpi~i -  ---- 

que s u r  colonne de S P  Se'phadex et s u r  papier.  



-?- Le choix du S P  Séphadex C 25 (Na ) dont l a  technique d'utilisation 

pour l 'étude des cobalarnines a é té  récemment  décr i te  par  TORTOLANI et 

coll. (1970), nous a semblé convenir l e  mieux au problème posé par  la na-  

ture e t  l 'origine de  ce facteur de croissance : Ce Séphadex permet  facilement 

de s é p a r e r  la cyanocobalamine de s e s  coenzymes (dans l a  molécule desquels 

un groupement adénine e s t  r e l i é  2i l 'a tome de cobalt, à la place de l ' ion CN-), 

et d 'au t res  cobalamine s telles que la  méthyl et l'hydroxycobalamine. 

O 5 1 O 15 20 fract ions  

G R A P E - F I B ' Z I E  x a  

Chromatographie sur  S P  Séphadex C 25 du facteur  vitaminique présent  
dans l e s  cultures s t é r i l e s  de caro t tes  e t  permettant la c ro issance  d'O. m-a- 
1.hamensis ATCC 11.532. 

- Colonne : 0, 9 x 20 cm - volume des  fractions : 5 m l  - éluant : eau bi- 
distillée (40 ml)  puis tampon acétate  de sodium 0, 05 M 1.13 5, 0 (70 ml)  - 
rythme d'élution : 20 ml/h. 

- en haut du graphique : ord re  d'éiution obtenu par  TORTOLATVI et  coll. 
(1970) à par t i r  des  produits de  référence suivant : cyaiiocobala,mine ( C N B  ), 12 
hydroxycobalamine (OF1 B 2 ) ,  méthyl cobalamine (CH3 A ) e t  diméthylbenzi- 
midazolyl cobamide c o e 1 i z ~ m e ( ~ 1 3  CC). 

12 

- en t r a i t  plein : croissance cilO. rnalharnensis exprimée en % néphélo- 
métrique a p r è s  chromatographie de l 'extrai t  végétal. 

- en t r a i t  discontirlu : radioactivité obtenue dans chaque fraction ap rès  
dépôt d 'un échantillon de c yanocoba l n n ~ i n e  53C O s u r  la colonne. 



Le résul tat  de cette analyse e s t  représenté  s u r  le  graphique 2. 

Après récupération des 22 fractions provenant de l 'élution de l 'extrai t  végétal 

initialement t ra i té  par  1'Amberlite IRC 50, pa,r 40 m l  d'eau bidistillée e t  70 m 

d'un tampon acétate  ; cel les  -ci  reçoivent le  milieu de culture nécessa i re  au 

développement d'O. malhamensis,  m a i s  déficient en B ( Bacto B Ochromc 
12 12 

nas medium Difco), et a p r è s  inoculation de la  souche et  incubation, !a c ro i s -  

sance de l 'algue dans chacune des  fractions e s t  mesurée  pa r  néphélométrie. 

On constate a l o r s  que le  facteur vitaminique présent  dans l 'extrai t  végétal cor  

respond exactement à l ' o rd re  d'élution de la cyanocoba-lamine, confirmé par  

le  passage su r  la  colonne, d 'une solution de vitamine B radioactive. 
12 

De même,  la chromatographie sur  papier Whatman n o  1, effectuele ! 

par t i r  de l ' ex t ra i t  de carot tes  en employant 2 sys tèmes  solvants : Isopropanol,! 

eau (7/1 v/v) et  Butanol sec . /eau  (2/1 v/v) donne, pour l e  facteur présent  dan 

les  caro t tes  ver tes ,  le  même  Rf. que la  cyanocobalamine 5 8 ~ o  chromatogra- 

phiée dans les  m ê m e s  conditions en présence d 'extrai t  végétal ( ~ f .  0 ,21 pour 

le  l e r  système solvant,et 0, 36 pour l e  second). 

c )  Conclusion : - - - - - - - - - - -  

Les t i s sus  végétaux cultivés s tér i lement  synthétiseraient donc un fa ,  

teur de c ro issance  favorisant le  développement d'O. malhamensis.  Ce facteur 

présente  des  caractér is t iques chromatographiques identiques à celles de la 

cyanocobalamine mais  nous n'avons pu, par incorporation de cobalt radioactif 

au milieu de culture de plantules cultivées s tér i lement ,  ou par  élimination de 

tout apport  de se l s  de cobalt au milieu de culture de t i s sus  de carot tes ,  mettre  

en évidence la synthèse de cobalamines par les  t i ssus  vggétaux. Pour cette de-  

nière  expérience, nous pouvons d 'a i l leurs  émet t re  2 hypothèses en fonction de! 

résu l ta t s  obtenus : soit que l e s  se l s  employée pour la fabrication des milieux 

(la plupart  de la  s é r i e  R P  de prolabo)  contiennent suffisamment de cobalt à 

l 'é ta t  de t r a c e s  pour permet t re  aux t i ssus  de synthétiser des  cobalarnines ; 

soit que la  souche t e s t  employée : o. malhamensis,  peut répondre à d 'au t res  

fac teurs  que l e s  cobaldmines dont les  caractér is t iques chromatographiques 

sera ien t  t r è s  proches.  Cette réponse pourrait  d 'a i l leurs  ê t r e  t r è s  infkrieure 

proportionnellement à celle qui e s t  obtenue avec la  cyanocobalamine, ce qui ex 



pliquerait  l a  t r è s  faible concentration trouvée (de l ' o rd re  de 0,01 à 0,02 mpg),  

Cependant, si l e s  t i s sus  végétaux sont capables de synthétiser la  

vitamine B cel le-ci  n 'aurai t  aucune activité métabolique puisque nous n 'a -  
12' 

vons jamais trouvé de méthyl cobalamine n i  de forme coenzymâtique de vita- 

mine B à par t i r  des  extrai ts  de carot tes  (chromatographie su r  S P  Sephadex) 
12 

P a r  contre,  l a  synthèse éventuelle de cobarnide par  l e s  végétaux 

constitue un problème t r è s  intéressant  dans le  cadre  de l'évolution. En effet, 

nous savons depuis longtemps que l e s  bactér ies  e t  les  algues peuvent synthé- 

t i s e r  la  vitamine B Il en se ra i t  de même chez les  champignons (VALENCIA 
12" 

1965 par  exemple) ma i s  pour les  végétaux supér ieurs  on a jamais pu démontre 

cette potentialité, et  leur  croissance n'exige jamais  s a  présence. Chez l e s  a -  

nimaux, l e s  t i ssus  ne peuvent la  synthétiser,  ma i s  cel le-ci  e s t  cependant né-  

c e s s a i r e  pour un développement normal  de l 'organisme.  Les  végétaux, dans 

cette échelle, s e  situent donc à une charnière .  On pourrait  a insi  concevoir qut 

l e  génôme de la  cellule végétalene contienne pas l e s  potentialités permettant 

la  synthèse des  cobalamines, ma i s  peut ê t r e  une part ie  seulement de c e s  po- 

tentiali tés,  permettant la  synthèse de cobamides ou de substances proches.  

Signalons d 'a i l leurs  un cas  particulier dans le  règne végétal, qui 

m e t  en évidence une exigence vis à vis de la  vitamine E : c 'es t  l e  cas  de t i s .  
12 

s u s  tumoraux de Picea ~ l a u c a  qui, d 'après  REINEKT et YJHISE (1956) ne s e  

développent "in vitro ' '  que s i  le milieu de culture.contient 1, 5 pg/l de cyano- 

c o b a l a m i ~ e .  Ce ph61iomène, d 'après  nous, peut ê t r e  interprété  de d iverses  

façons : s i  on adinet qiie dans la cellule nori tumorale ,  un gène e s t  responsable 

de la synthèse de substances proches des cobalarnines intervenant clans un m é .  

tabolisme encore inconnu, on peut a lo r s  expliquer I'cxigence présente pa r  une 

al térat ion de ce g'ene. Mais cn peut auss i  admet t re  qile dans ce t issu tumoral  

une altération du gènsme a provoqué l 'absence d'un processus biochimique par 

t icul ier ,  par  exemple la  synthèse d'un acide aminé, e t  que la B compense 
12 

cette déficience en rétablissant l a  voie métabolique normale.  Dans ce cas ,  la  

vitamine jouerait le  même  rôle que dans les  t i s sus  d'origine animale. 



CONCLUSION GENERALE. 

Dans l e s  conditions naturel les ,  nous pensons que la  vitamine B syn- 1 2  
thétisée pa r  la  microflore  rhizosphérique peut jouer un rôle 3 deux niveaux dif 

féreiits, l 'un s e  situant à l 'extér ieur  de la  plante, dans l e  sol,  l ' au t re  dans les  

t issus de la plante, a u  moins au moment de leur  décomposition. 

Dans l e  sol, il e s t  évident que les  nombreux ge rmes  exigeant cette 

vitamine pour leur  croissance,  pourront bénéficier de l 'apport  dû à l a  présenc 

de la  microf lore  rhizosphérique. Ainsi, au cours  de l 'année, il existe probabll 

ment un cycle pour c e s  germes  exigeants, leur  densité maximum s e  situant a -  

près  développement de  l a  végétation (automne-hiver), leur  densité minimum a1 

moment d e  la  germination et de la  croissance active des plantules (printemps) 

Leur rôle  e s t  parfois connu : i l s  interviennent par  exemple à certaines  étapes 

de la dégradation des  molécules complexes s e  trouvant dans l e  so1,ou dans ! ' h ~  

mification. Dans l e  métabolisme de c e s  ge rmes ,  la  B n' intervient générale- 
12 

ment pas à l 'é ta t  l ib re ,  ma i s  sous une forme coenzymatique synthétisée par  ur 

B1 
coenzyme synthétase, capable de catalyser  4 types de réactions chimiques 

(STADTMAN 1971) : dans l e  clivage d'une liaison C - C suivi d'un réarangerne* 

du squelette carboné ( e x  : éthanolamine mutase)  ; dans l 'élimination de H O ou 
2 

NH d'une mol6cule (ex : éthanolamine déaminase) ; dans .la migration d'un 
3 

groupe aminé  (ex : ornithine mutase)  ; dans la  réducticn d'une n~o lécu le  (ex : 

réduction du ribonucléotide en désoxyribonucléotide). 

Dans l e  métabolisme de la  plante el le-même,  s i  l a  vitamine B d 'or i -  
12 

gine exogène peut intervenir ,  elle ag i r a  probablement suivant le  même  mode 

d'action que chez l e s  animaux, dans l e s  t i ssus  desquels on a pu récemment  

mettre  en évidence son rôle dans la  synthèse du 5~ - méthyl - téirahydrofolate 

qui perm.et l e  t ransfer t  d'un groupement méthyl à l 'homocystéine pour forrrler 

l a  méthionine (MANGUM et coll. 1969, KERWAR et  coll. 1971) e t  dans l ' i so-  

mérisat ion du méthyl malonyl CoA en succinyl CoA (MUDD e t  coll. 1969, 

ROSENBERG et coll. 1969). Mais cette B exogène peut avoir un aut re  rôle 
1 2  



t r è s  vraisemblable dans les  t i s sus  végétaux, au moment de leur  décomposi- 

tion : en  effet, l 'attaque des  macromolécules constituant en particulier l e  

squelette des  cellules te l les  que les  pectocelluloses ou l e s  substances de r é -  

s e rves  cel lulaires  n 'es t  souvent possible que grâce  à l ' intervention de ge rmes  

telluriques par t icul iers ,  t r è s  exigeants en vitamines en général ,  en B plus 
12 

particulièrement.  Ainsi, g râce  à l a  présence de cette vitamine dans l e s  t i ssus  

la  multiplication de ces  ge rmes  et  leur  dissémination e s t  probablement accé -  

lé rée ,  e t  la  décomposition des  t i s sus  végétaux plus rapide.  Notons d'ail leurs 

que des  résu l ta t s  obtenus par ROUATT e t  LOCHHE.AD (1955) viennent à l 'appui 

de cette hypothèse puisqu'ils démontrent que lorsque l e s  plantes s e  décompo- 

sent dans l e  sol,  on peut me t t r e  en évidence une densi té  beaucoup plus élevée 

de bac tér ies  exigeantes en £3 
12' 





Dans la  I è r e  par t ie  de ce rriénloire, l o r s  de l'étilde de  l'évolution des  vi- 

tamine s hydrosolables préselites dans l e  suhs t rat  de gèrrninatlon des plantules 

de Colza, nous avons noté, c ~ m - e  pour l a  vitarninc R , ?, une zugn-eatation ap- 
l o 

parente de la  quantité d'acide folique dans 13 rhizosphère,  par  rapport  auAu se -  

m i s  s tc r i les .  Cependant, a insi  que nous l 'avons pr&cist5 dans l , ~  pi113lication i.e. 

lative à l a  spécilicité de la  bio:;yrithèse d e s  factcurs  vitarniniqiies dans la  rlri- 

zosp!i&re (Ann, Inst .  Pasteiir ,  page 41), l e s  r é su l t i~ t s  obtenus r ie  nous pe-cinet- 

tcnt pas cl'affirmer qu'il y a efiectivcrncz~t syntlibse <l'acide foliqiie ou dc s e s  1 é  

r ivés  par  l e s  bactS r i e s  rliizosphériquec. Nous conetatons sirnpl cment dans les  

sernis une aug~mclîtcttion cie la  concentration d'un cornposé folique pern?t$ttant la 

croissance de _ I ~ p t . o c o c c ~ ~  f&?calis -4'K'rl'C 8,043, çoucl-ie test crvip?oyéc p o u r  

l e s  c?osc~gt:s. Ne connais.jan? pas ?a nature du O L ~  C ~ C S  C O ~ E > O S ~ S  /oliqlles excTé- 

tecl par I C  Colza, j! nous a t;î.i-t-iblé utile clc reprendre ce probl5:ne et d ' en  , ~ p -  

profontiir son étude. 

En rzclierchazlt parall'elernené l e s  potcxitialit6s dc synthkse cle compo~ .4s  

foliyries pa r  des  souches bacte'rirrines isolécs  de la sAliizospbi:re du Colza, c u  

p a r  ~ i . 2 ~  s(311.ches isol6es à par t i r  de la  microf lore  tel!urique dc départ ,  nous 

n ' av :~ i i~  pas constat& de cliiférrnces très i,igriiicativcs. C c  r6r,nltat nour: incitc 

donc 5 t.r cp' i l  n 'y  a pas effectivement syntli2se de folaies cl 'r~rigine bac  - 

t6.r.i.cn cl<~-tns la T ~ ~ z o s ~ ~ I I G * , ~  d ~ i  Colza. I l  scmbleraik plutôt que 3,trzs nos closages, 

S t r .  fat-caiis ne soit  p'3 s stirnule' par In. rnerne forme vitamir~iqiie suivant que -- - - - A - - 
ceL~x.-ci  sont réa!is6a; 'i par t i r  des  éluaéç de  culturcs ste'riles de  Colza, ou à 

par t i r  des  ékriats de caltcires clfectu6es en présence dru-ic microflore .  

(;omfïîc la  sensibil i té de la réponse de S t r*  faaec;,Qi-c vis à i r i s  clcs for111es 

conjilgu6cs de l 'acide Iolicjiie, e t  plus particil!ièrcrGcnt de s  fo rmes  polygl~ita- 

miqiies, e s t  t r è s  faible, il es t  de supposer que ic, ou Ics compoçe's 

foliques 6linlinCs par l e  syst'cl-ne radiculaire  du Colza le  soient s o u s  forme 

conjugtiée et  que ,  pa r  l'irter*r,édiaire clcs baçt6ri:s rhizosphériclues, on a i t  

i:ne cit:gr,Iilation de certc rrloi+cule avec libération de la l o rmc  l ibre  pernicllant 

la croissance optixrlu-~n de z t t : c *  faccal is .  



Afin de  contrôler cette hypothèse, ~ i o u s  avons r e p r i s  nos espéri<-trices en 

comparant,  par  rapport  sux dosages cffectiiés précédemment,  l e s  résu l ta t s  

obtcn~ls a p r è s  iricorporation, dans l e s  u'luzts de cultures s t é r i l e sP  rlllc.rre p ré -  

paration enzyrrlatique r iche e r ~  8 glutamyl carboxy peptidase, destinee & hydroi 

se r  l e s  co:~juçués d e  l 'acide folique (acide ptéro-y1 glutamique) éventrie1.lement 

présents  dans ces  éluats.  

P l i i s ie l~r  s prc'parationç enzymatiques peuvent c t r e  employées : lc  s extrai ts  
provenant d c  p,incréas de poulet, de re ics  de porc,  ou des "glandes 2 gaz" d e  
Physaliri. p&.ysalis On a dc'i-nontre' que la 8 glutamyl carboxji~peptidase présente --- 
dans c e s  extr. ;~ils peut I iydrolyaer ieç  suhstr;xtç contenaizt des  rêsidxls polyglri- 
tarniqucs, en l ibérant l'aciile glutamique, ma i s  uniq~iernent lorsque Ics groupe - 
111erlt1i carboxyliques de ce iixi-ci sont, pour le  p remie r ,  I ibre,et  pour le second 
li6 au groupement arniaé du 8 carhoxyl de l 'acide glutamique suivant, :;elon 
TCkJSENKO e t  LASKOWSMI (1948). Cet te  hydrolyse peut a t r e  scprCccnt6e suivant 
la  forrxiule : 

ac .  pteroyl glutanlyl - ( - glutamyl) - glixta~rliqilc, -- -- > 
ac.  pteroyl  glutarriyl - ( 8' - g l u t a r n ~ ) x - l  -- gluta~riique $ acide glutamique, 

Avec l e s  prFparatioris enzymatiques de pancrc'as de po i-ilct, le  pco:iuit final 
de l 'hydrolyse es t  un dérivé diglutalriyl (ML~C;EN~<:G e t  LAS1<(3WSI<T 1?48), a lors  
qite l e s  préparat ions prove~lant  des ginndes de Physalia ct d u  rein. de porc  con-  
duisent à LIT: m o n o g 1 u t a ~ ~ i ~ t e  (respectivement : NORONHA et SLL,VERMAN 1962 ; 
BJRD et C O ; ] .  1968).  

I'?ous avons util isé,  polir nos e s sa i s ,  une prépsratiori enz-yrnatiir;i.ri obtenuc 
2 p r t i r  de pnr*c~,éas de poulet. Cel le-ci  es t  la plus cour-rmment err-ployée, pro 
bahlement ps r ce  que ces  ex5r;rits pnncrc'atiqueç d.3 poulct sonL cor:~-r i~~rcial ise 's  
(li3!?CO), e t  quc l1acti . t~ité de l 'extrai t  pnzyrnatique de rein cle porc e s t  parfois 
a ifect&<> par la p r é ~ e n c ~ e  cllinl~ibiteur s Ganç l e s  4chantillort; t ra i tSs  (SC HER TEL 
e l  '-011. , 1965). Afin d'e'liiminer l e s  folates  l ibres  présen1.s dans l es  autolysats 
pancréatiques,  nous avons adopté la technique de purificaLiori (Ic MIMÇ e t  LAS- 
KI?WSKI, modifiée p a r  SlRD ct  coll. (1 9h5j .  

Daris c c  chapitre relatif' au problCme des cornposés foliclucs prc'scnts dans 
la  rhizosphkrc du Colza,  nc;us étudierons,  dans il11 prcrnicr. point, la natilr e cdes 
fo!rttes e'lirniri4s par  l e s  plzntules de Colza e t  lcur  &vo?ution en  présence d'une 
rnicroflcire ; et dsns  un second peint, La comparaisoi1 entre  les: folates d e s  ex-  
sudats racinaire:; dcr Colza. e t  ceux cle la  p l a n t ~ ~ l e  elle-rriêrrie, afin de pr4c iser  
q ~ ~ c l q ~ ~ é  s caraixtéï-is tiques physiologiques et  biochimiques propres  A cc pliénomè. 
ne. 

Les re'su1t;zi.s de cette Ett~dc ont ét6 publiés dzns les  Comptes-Ilendus 
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MICROEIOLVGIE DU SOL. - Et~!de des conzposés fiiliclues pi &.selits dcrt?.~ In 
rhizospl~ère des pla~ztulcs cle colza (Brassica Napus oieifera). Note (:!:) de 
M. Roland Blondeau, présentée par M. Roger I-leiin. 

Le système radiculaire de la plantule de colza élii?îinc iine foniic conjugoée de l'acicic f~liciue. 
Cette molécule, 5011s l'nction dçs ii~icroorganismes de la riii~obplièrc, se ~16::tade en 1ibGrat:t l 'a~idr: 
ptiroyl gliitamiqlic. 

Dans des Notcs précédei~tes [(2), ("11, rioiis avons moittré que le ~?iilicu de 
culture de jeunes plaiitules de colza co~ltenaiît une microflore tell~irique, s'cririchit 
en certains facteurs vitamitiiques, et en p.irticulier e11 un facteur de crrissaiice 
pour Stre,vtococcuLs firecalis, utilisb couraiîlmciit pour le dosage microbiologique 
de l'acide foliciue. La ïéponsc donnée par ce microorgatiisiiie étanc l'onciioii de 
la forme soils laquelle se présentc l'acide foliclue, il nous fallait, avant dc coilclure, 
préciser la n ~ t i i r e  de cette forme vif;~iniiliqul: dosée, d'autant plus que Les cxcrktats 
raclicellaires utilisés :le sont pas traités pr,r voie enzymatique avatit le dosage. 

~ ~ ' E C I ~ N I Q U E S .  - LR tecilniq~lc de c~iiture des graines de coi<;! a dkjà Et.; tl5crite 
en détail (3) : 13. gerr~ination est elft;ctuéc dans dcs tiibeç spéciaux perriicttant une 
éliition in situ des substances i.iiniinkes par le système ra:!lcul:,ire des pleritules. 

Les graines (varit% Cr&lr,r), après sti?rilisation, sont e~iscriiericEes srit d:iiis 
des tubes contenant un subst~al  de cultiirc stérile (lots Sr) soit dails dcs tubes 
contetiai(t une micïoflare telluriqiie active (lots MT). 

Après chaque blution, cffcctu6e alec de l'eau bidisîiilke, les éluats sont passés 
sur filtres (( Milliporc )) (0,45 p) puis sont concetitrés soiis  ide el lyopliiliubs. 

Les closages vitarniniqucs ont étC prtttiqi:és à l'aide d'u:?c mGthodc rnicr~bio- 
logique suivie d'une lect~ire tiépizélornétrique. 

DOSAGE DES COMPOSÉS FOI~IQULS P R ~ ~ E L M T S  DANS LES ÉLIJATS. - Afin dc SC rendre 
compte si la nature des composés foliclues présents dans les cxcrétats oLtèi:us en 
condit io~s stériles et les excrltats résultrint d'une activité b~tcliricnne h i e n t  iden- 

.tiques, le dosage de l'(( activité folique )) a été sirn:iltanénieiît effectué avec 2 souchcs 
tests : Streptococczrs fcecaiis ATCC 8043 et Lnctobacillus ccl.sei ATCC '7459, c1-t 

tenant compte des indications données par Andcrson et Corvari ('). L. casëi rLponc? 
non seulemrnt à la présericc de l'acide fo!icjue libre (a.cidc pléroyl .glc,é:~ii?iqüe) 
et à ses dérivés, mais aussi ai1-i formes co~ljuguées, en particiilier aux forn~es poiy- 
g1utamiques. Str. fclccalis par coiitre présente peu d'aflinité vis-à-vis de ces cornposis, 
mais il est stirnulé par l'acide ptéroïque. 

Les résultats, raçsen~blé:, citins le tableau 1, prouvent que les éiuats provenant 
de cul t~res  stériles (ST) et noil stériles (MT) ne contienrielit pas la niê~ne forme 
vitaminique. 

ACTION DE CONJUGUASFS SUR LkS BXCRÉTATS DE CULTIJRLS S T ~ R I L E S .  - LCS S ~ S U I -  
tat5 pricédents laissant siipposci la préserlce d'une forme çonjagiibc dans ?es elcats 
de cultures st&rilcs, une série dc dosages 3 été entreprise aprCs actinii d'un extrait 



TABLEAU 1 

Composés foliques présents daris les élrrats de criitures 
de plalrtltles de colza (en my/g de colza ~luenzericé) 

Durée de la germination 
Conditions - -L -i..-p-c----- 

Souche test espérinientales 3 jours 6 jours 9 jours 12 joiirs 

Str. fi~eciilis 
ST 7Y,4 154 173,6 182 

134,4 263,2 313,6 274,4 

ST 190,4 266 324,s 3?0,4 
L. casei 

198,s 274,4 336 285,6 

enzymatique de pancréas de  poulet(^^-^^) riche en glutamyl czrboxypeptidases. 
La réaction enzyriîatique est eiyectliée à 40 OC sous tolilèrie et à l'obscurité, 

à partir d'une solution de conjugiiases pancréatiques à 1,2 %, emplcyée i raison 
de 1 volurne pour 10 volun~es d'éluat. 

Après O, 5,  10 et 20 h d'inc~ibation, la réaction est stopp2e par c?utctcluvage, 
et les dérivés foliques sont dosés par SI:.. fuecnl i~ et L. cnsei. Une expérieiice térnoin 
est effectuée paral!èlement à partir d'iine solution enzyniaticliie preaiabler~cnt 
inactivke par aiitoclavage. 

Les rGsultats (tableau 11) montrcnt la (( libération )) d'ui~e forme :ictive d'ciride 
folicjue dosable par Str. Jirecnlis. 

Acfiorr de co~~jicgzrases slcr le coniposé fi?liqire présent 
CICIIS les Clrrnts stériles (r8nrltufs e,~prit?iés en ni y/ml d'élrrat) 

Teinps d'incubation 
Conditions - /\-A-- 

expérimentales Souclic test Oh 5 11 10 h 20 11 

Conjuguases 
inactivées Sfr.  faecalis 4,84 4,80 4,80 4,80 
(témoin) ( 

Conjuguases \ S!r. faecalis 4,84 7,71 7,94 8,05 
actives ( L. casei 8,82 8,82 8,90 8,94 

ETUDE DES COMPOS~S FOLIQUES PAR GEL FILTRATION. - Les excrétats de 100 plan- 
tules obicrius après 4, 7 et 10 jours de germination sont déposés sur des colonnes 
de Sephadex G 50 (2,5 x 50 cm) éluCcs par un tampon phosphate à pE-1 7. Cin- 
quante-cinq fractions de 5 ml sont ainsi recueillies avec 1111 rytiiice d'é!utiori de 
30 ml/h. La présence des composés foliques dans les tubes coiiectéç est cnsiiitc 
décelée simultanément par Str. frreculi,~ et L. cnsei. 

Les rési~ltats, présentés dans le graphique, prouvent que le composé folique 
éliminé par les plantii!cs stériles (maxi~nurri d'activité dans la fractio~i 36) est diffé- 
rent de celui que l'on retrouvc en prCzence d'une aiicroRore (maximiini d'activité 
dans la fiac~ion 42) et qui correqpond ü l'acide ptéroyl g1i:tamique. 



CARACT~RISATION DE LA FORME CONJUGUÉE PAR CHKOhIATOGRAPliIII: SUR PAPIER. 

Les composés foliques présents dans lcs éluats ST et MT, après adsorptioil 
sur charbon Norit et élution par l'alcool amriioniacal suivant une techniqiic utilisée 
par Sauberlich (7, sont étudiés par cl-iroinatographie ascendante sur papier (( Whaf- 
mail no 1 D, à l'obsciirité. 

3 systéines d'élution ont été utilisés : 

1. N Butanol/acide acétiqueleau 41115 (vlv). 
2. K,H PO, à 1 % -/- 0,2 % d'acide éthylène diamine tétrancéticluc (EDTA). 
3. N R~itanol/éthanol/ammoiiiaquc (ci - 0,92)/eau 15/50/10/25 (v/v). 

C U L T U R E S  S T E  R I L E S  

a c t t v t t e  
4 j o u r s  7 i o u r s  1 0  j o u r s  

fo l iq i ie  

7 

2 

1 

r 1 ,  
30 36 4 0  ii 'des t r a c t  i o n s  3'6 4b 3 O 36 4 0  

- 

C U L T U R E S  E N  P R E S E N C E  D ' U N E  M I C R O  F L O  R E  

4 j a  u r s  7 l o l r r s  10  j o u r s  

acltvaté - 
f o l i q u e  

3'6 4 b  42 1 O 4'0 4'2 

Composés foliques présents dans les éluats ST et MT 
aprks passage sur Sephadex G 50 (dosage avec .gr. faecalis) 

Après niigration, les chromatogrammes corrcsporidaiat à I'élution de chaque 
taclle sont dicoupés en bandes de 1 x 4 cm. Celles-ci, kliiées dans des tubes conte- 
nant de l'eau bidistillé additionnée ci'ascorbate de sodium, sont agitécs pendant 1 h 
à l'obscurité. 

Un dosage microbiologique permet eiisriitc de dkeler le dérivi: foliqiic dans 
ces tubes. 

Le tablcaii III donw les Rf correspondant au coi~~posi: folique présent dans 
les cilltures stériles, et à l'acide ptkroyl glutamique obtenu soit à psrtir d'une solution 
standard, soit à partir d'rini: cult~ire de pliis de 7 jours et non stérile de colza. 



TABLEAU III 

Rf du cun~posd folique présent rlatis ies cultures steriles 

Eluants employés 
Substances 

chromatograpliiées 1 2 3 

Eluat ST . . . . . . . . . . . . . . . 0,72 0,82 0,34 
Acide ptéroyl glutamique . 0,55 0,40 0,22 

CONCLUSION. - Le système radiculaire des plantules de colza élimine un 
co!iiposé folique qui assure la plcirte croissance de L. casei, mais seulement la derni- 
croissance environ de Str. faecalis. Ce coinposé a un poids rnol&culaire très suphrieur 
à cel~li de l'acide ptéroyl glutamique, el il se transforme en une forme biologiquemcnt 
active sous l'actiori d'un extrait de conjuguases. 

Dans Ia rhizosplière des plaïitules, cette forrile conjiiguéc se dégrade cri donnant 
la forme libre dc l'acide folique, soiis l'influericc de la flore b;iciésienne. Cette action 
enzymatique, déjà détectable après 4 jours de germination, est presque totale aprEs 
7 jours, dalis nos coi~ciitions expéririlentales. 

(*) Séance d:i 24 mars 1969. 
(1) B. B. ~ N » F R S O X  et J. D. COWAN, J .  C/irl. Pnth., 21, 1968, p. 85. 
(2) t i .  ULONDF~U, Cott~lites rerirlts, 266, Série D, 1968, p. 2017. 
(3) R. BLONDFAU, Bull. Soc. Bot. iVord Fr., 21, 1968, p. 99. 
(4) R. BLOND~AU, .41111. Irlst. Pa~telrr, Lille, 20, 1969 (sous presse). 
(5) H. E. SAURFRLICH, J. Riol. Chem., 195, 1952, p. 337. 

(Labornfoire de Cryp?c,oni,iie, Fnc~llté cles Sciewcrs, 
B. P. no 36, 59-Liile, Nord.) 
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B - COMPARAISON DES FOLATES PRESENTS DANS LA PLANTULE DE 
C O ~ Z A  ET D A ~ ~ ' S  SES EXSUDATS, - 

Dans l e s  t i s sus  des  végétaux, on connaît surtout les  fo rmes  l ibres  des  fola- 

tes  qui sont : l 'acide folique, l 'acide tétrahydrofolique ( sa  forme active) e t  les  

dér ivés  formylés  e t  méthylés . Leur rôle coenzymatique e s t  important puisque 

ces  composés interviennent dans un grand nombre de processus métaboliques 

comportant l'addition de chalnons en C Y 

1 ' 

0 q  à l 'a ide des  techniques que nous avons employées,  nous venons de  cons- 

ta te r  qu'il ne semble exis ter  dans l e s  excrétats  du Colza, que des fo rmes  foli- 

ques conjuguées, A pr ior i ,  nous n'avons aucune raison de penser  que l e  systè-  

m e  radiculaire  du Colza n' élimine sélectivement que les  folates conjugués, rno- 

lécules à poids moléculaire élevé , e t  non l e s  fo rmes  l ibres .  Sinon, il faudrait 

a l o r s  admettre  que ces  molécules conjuguées soient activement excrétées ,  au 

sens  s t r i c t  du t e r m e ,  corrime substancesde déchets.  

Cette éventualité e s t  difficile à concevoir c a r  pour l e s  bactér ies  (WRIGEIT 

1958, RABINOWITZ e t  HIMES 1960, JONES e t  coll. 1961), comme pour le  t i s -  

su  hépatique (JAENICKE e t  BRODE 1961), on a pu démontrer  que les  folates 

polyglutamiques étaient auss i  act i fs ,  et  même parfois plus actifs que l e s  mono- 

glutamates,  en tant que cofacteur dans l e s  r iac t ions  enzymatiques. 

On peut auss i  concevoir, in vitro,  une action enzymatique dans le  milieu de 

culture des  plantules, provoquant, pa r  l ' in termédiaire  d 'une peptide synthétase 

el le-même éliminée pa r  l e s  racines,  la  formation des  molécules conjuguées. 

Ce phénomène e s t  pourtant peu probable, et  en présence d'une microflore ,  l ' ac  

tion bactérienne que nous avons signalée ne s e r a i t  pas  apparue. 

Les  résu l ta t s  que nous avons obtenus sont cependant plus facilement in t e r -  

prétables  s i  l e s  plantules de Colza contiennent des  teneurs  t r è s  élevées de for -  

m e s  conjuguées de l 'acide folique ou de s e s  dér ivés ,  et  c ' e s t  dans ce but que 

nous avons en t repr i s  d 'é tudier  plus en de'tail, à l 'a ide de nouvelles méthodes de 

séparation, l e s  cornposés foliques présents  dans l e s  plantules e t  dans l e u r s  

excré ta t s .  

Pour  mener  à bien ces  analyses ,  nous avons uti l isé une gamme de 3 souches 

tes t  pour l e s  dosages,  et  nous avons fractionné nos extrai ts  sur  colonne de 

Sephadex ou su r  colonne de D. E. A. E. Cellulose. 



1 - TECHNIQUES Eh4PLOYEES. 

1 - Extraction des  composés foliques à par t i r  des  plantules : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dès le prélèvement,  l e s  par t ies  aér iennes des plantules sont broyées 

à l 'aide d'un apparei l  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 ce t  a s -  

corbate e s t  indispensable pour éviter l'oxydation de cer tains  folates,  en  par t i -  

culier l e  tétrahydrofolate. Ensuite,  l e  broyat e s t  soumis au bain m a r i e  75°C. 

pendant 30', à l ' ab r i  de l a  lumière .  Dans ces  conditions, on risque peu d ' iso-  

mérisat ion du 'ON formyl  tétrahydrofolate en 5~ formyl  tétrahydrofolate, phé- 

nomène qui se  produit à une tempéra ture  supérieure.  Après brusque refroidis-  

sement à l a  neige carbonique, on centrifuge 2 18. 000 g. pendant 201, e t  l e  s u r -  

nageant e s t  concentré sous vide jusqu'à un volume te l  que 1 m l  corresponde à 

1 g. de poids f r a i s  initial. Enfin, il e s t  éventuellement conservé au congélateur 

2 - Dosages microbiologiques et produits de références : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les souches t e s t  uti l isées sont : J~actobaci l lus  case i  (ATCC 7.469), 

Streptococcus faecal is  (ATTCC 8.043) e t  Pediococcus cerevis iae (ATTC 8.081), 

El les  sont repiquées périodiquement su r  le  "Bacto-Lactobacilli agar  AOAC" 

(DIFCO), e t  le  "Bacto-Lactobacilli Broth AOAC" (DIFCO) e s t  employé pour la  

préparat ion des inoculum. Les  milieux de base ut i l isés  sont : pour L. c a s e i  , 
l e  "Bacto-Folic Acid Case i  Medium1', pour S t r .  faecal is ,  le  "Bacto-Folic Acid 

AOAC Medium" et pour P. cerevisi,?-, le  C F Assay  Medium". Tous c e s  m i -  

lieux proviennent d e  l a  f i r m e  DIFCO. Remarquons que BERTAUX et  co11. (1969)  

ont modifié le milieu de  base pour S t r .  faecal is  de  façon à augmenter sa sen-  

bilité, m a i s  nous n'avons pu adopter leur  méthode, l a  publication étant parue au 

moment où ce  t rava i l  était  presque terminé.  

Pour  l 'é tabl issement  des  gammes étalons de dosage, nous avons u- 

t i l isé  comme référence,  pour c e s  souches, non plus l 'acide folique puisqu'il 

n 'es t  pas  utilisable pour P. cerevis iae,  mais  la  leucovorine ( se l  calcique de 
5 

l 'acide N - formyl tétrahydrofolique), e t  l e s  re'sultats sont a l o r s  expr imés  en 

équivalents de mpg d 'acide 5~ - formyl tétrahydrofoliqiie. (Signalons que seule 

l a  fo rme  L es t  biologiquement active et que l e s  dilutions de cette leucovorine 

sont effectuées avec des  solutions d 'ascorbate  de sodium à 0, 5 %, pH 6). 



Dans l e  tableau 1, nous avons r a s semblé  l e s  résul ta ts  re lat i fs  aux 

spécificités des  souches employées vis à vis des  principaux composés foliques 

connus. Nous avons simplifié l ' éc r i ture  en proposant dans ce  tableau e t  dans 

l e  texte ensuite, l e s  abréviations suivantes : P t e  glu pour l 'acide pteroyl mono 

glutamique (acide folique) ; H Pte  glu et  H P te  glu pour l e s  acides t é t r a  e t  di  
4 2 - 

hydrofolique ; 5 formyl  -H -Pte  glu e t  iO formyl  H Pte  glu pour l e s  acides "N 
4 4 

formyl  e t  ' O N  formyl  tétrahydrofolique ; 5 Méthyl -H :-Pte glu pour l 'acide 5~ 
4 

méthyl tétrahydrofolique; e t  P t e  (glu) pour l e s  ptéroyl conjugués. 
n 

TABLEAU 1. 

ac .  pterorque 

P t e  glu 

H2 P te  glu 

H P t e  glu 
4 

5 e t  10 formyl  H P te  glu 
4 

5 méthyl H P t e  glu 
4 

P t e  (glu)2 

P t e  (glu)7 

Activité des  analogues de l 'acide folique vis à vis des  
souches t e s t  ut i l isées  ( k )  

L, case i  S t r .  faecalis P. cerevis iae  

- t - 
t t - 
t t - 

t t t 

t t t 

t - - 
t - 4- - t 
- - - 

+ d 'après  : JUKES e t  STOKSTAD (1 948), FLYNN (1 964), WHITE e t  WOODS 
(1965), SCHERTEL et coll. (1965), BIRD et coll. (1968). 

Les produits de ré férences  uti l isés sont l e s  4 composés foliques 
actuellement disponibles su r  le  marché  c ' e s t  à d i re  : 

a )  l 'acide ptéroyl glutamique (acide folique) produit pa r  'IN. B. C. " : 



b)  l'acide 5, 6, 7, 8 t é t r a  hydro pteroyl glutamique, produit par  
"Sigma". 

5 
c )  l 'acide N-formyl t é t r a  hydro pteroyl glutamique (leucovorine), 

produit p a r  "Lederle" sous fo rme  de s e l  calcique. 

d) l 'acide 5 ~ - r n é t h y l  t é t r a  hydro pteroyl glutamique, produit par  
"Sigma" sous forme de s e l  de baryum. 

OH H-C-H 
k 

Le  tableau II qui suit donne la  sensibilité d e s  souches pour ces compo- 

s é s  foliques. Les résul ta ts  sont exprimés en % néphélométrique par  rapport  

au  5 formyl  H P te  glu, p r i t  a rb i t ra i rement  comme référence.  Les  doses de 
4 

produits incorporés  dans l e s  tubes sont : 0 , 5  mpg pour le  dosage avec case: 

5 mpg pour S t r .  faecalis e t  2 ,  5 m)ig pour P e d i o c o c c u ~ .  (Ces coiicentrations 

sont calculées en considérant l e s  fo rmes  acides d e s  fo l a t e s  et  non pas l e s  selg 

e t  uniquement leur  forme L. ), 



TABLEAU II. 

5 - formyl  - H -P te  glu 
4 

5 - méthyl - H P t e  glu 
4 

H P t e  glu 
4 

P te  glu 

Témoin 

Croissance  relative des  souches pa r  rapport  aux composés foliques 
de  références.  Les  résu l ta t s  sont exprimés en % néph. pa r  rapport  au  5 for -  
myl  H P t e  glu (= 100 %). 

4 

L. casei  S. faecal is  P. cerevis iae 

1 O0 1 O0 1 O0 

89 4 5 

4 1 30 12 

98 97 4 

9 3 4 - 

Les  résu l ta t s  repor tés  dans ce tableau sont en accord avec l e s  

réponses qualitatives des  souches représentées  dans l e  tableau 1, sauf pour 

l 'acide tétrahydrofolique, qui donne des  résul ta ts  t r è s  faibles.  Nous pensons 

que cette anomalie e s t  dûe à l'oxydation t r è s  rapide de ce composé sitôt  qu'il 

e s t  en contact avec l'oxygène. L e s  dilutions ont pourtant été préparées  dans  

d e s  solutions de mercaptoéthanol de façon à r e t a r d e r  cette oxydation, e t  le 

produit a é té  conservé sous vide, comme l e  conseille "Sigma1'. 

3 - Séparation chromatographique : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous avons uti l isé 2 types de chromatographie su r  colonne : s u r  Sé- 

phadex G 25 e t  su r  Diéthylaminoéthyl Cellulose (D. E .  A. E.  Cellulose). 

- La fil tration s u r  gel a déjà été uti l isée pour l ' isolement d e s  ptér i -  

dines (DEWEY et KIDDER, 1967), e t  pour l 'étude des  composés foliques p r é -  

sents  dans la  rhizosphère du Colza (~ub l i ca t ion  ~ r é c é d e n t e )  nous avons nous-  

même  employé l e  Séphadex G 50. Cependant, pour l e s  extrai ts  de plantules, le 

folates étant plus d ivers ,  nous avons constaté une meil leure séparation avec le  

G 25. Nous avons donc finalement adopté ce  type de Séphadex ("G 25 Fine", co- 

lonne de 2, 5 x 40 c m )  e t  l 'élution s'effectue avec l e  tampon de MICHAELIS 

(P04H2 K - P O  H Na ) N/IOO, pH 7, en incorporant au moment de l 'emploi 
4 2 

1 %od'ascorbate de sodium. 



Préc isons  que pour les  ptér idines,  l a  séparation s u r  Séphadex n'est 

pas uniquement basée su r  l e  poids moléculaire  : certa.ins groupements carbo- 

xyliques l ibres ,  presents  dans le polymère,  peuvent intervenir comme échan- 

geur d'ions. De plus, on sa i t  depuis longtemps qu'il existe une cer taine affinil 

des  Séphadex pour l e s  composés aromatiques e t  hétérocycliques. 

- La chromatographie su r  D. E. A. E. Cellulose e s t  la technique la 

plus classique pour la  séparation des folates l ibres .  Elle présente  cependant 

un g r o s  inconvénient pour l e s  formes  conjuguées c a r  cel les-ci  ne sont éluées 

que pa r  des  tamponsà niolûrité élevée, qui inhibent par  la suite le  développe- 

nient des  souches t e s t  ut i l isées  pour la caractér isat ion des produits d'élution. 

Nous avons einployé la D. E . A ,  E. Cellulose DE 11 (WHATMAN) en 

colonne de 1 , 8  x 15 cm,  120 fractions de 5 m l  sont récoltées 5 chaque analyse 

Les  fractions 1 à 70 sont obtenues par  passage s u r  la colonne d'un gradient l i .  

néa i r e  d'un tampon phosphate de Na pH 6, 5, de 0, 01 0 M à 0,25 M, contenant, 

au moment de l 'emploi,  1 $ 0  d'ascorbace de Na. Les fractions 71 à 90 sont 01 

tenues par  le passage du même tampon phosphate, mais  de molar i té  0, 30 IV 

( + 1 % C  d'ascorbate) .  Enfin, l e s  fractions91 à 120 correspondent au passage 

de ce tampon à l a  inolar i té  0, 50 M (1 d 'ascorbate) .  

Pour l 'extraction des  composés foliques et  leur analyse chromato- 

graphique, au lieu du 2 mercaptoéthanol, nous avons préféré  ut i l iser  l ' a sco r  - 
bate comme agent protecteur ,  afin d 'é l iminer  la  possibilité de la formation de 

complexes entre  le  tétrahydrofolate e t  le  2 rnercaptoéthanol (ZAKREWSKT, 

1966). 

4 - Purification des solutions par  adsorption sur  charbon actif : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après séparat ion chromatographique su r  colonne des composés fo- 

l iques provenant d'un extrai t  brut, il e s t  souvent nécessa i re  d 'é l iminer  les  sel 

provenant du tampon d'élution lorsque l 'on dés i r e  ultérieurement f a i r e  un do-  

sage quantitatif ou une nouvelle analyse chromatographiqrie sur  une au t re  coloi 

ne ou su r  papier d 'un composé part icul ier .  



Dans ce  but, nous avons adopté la  technique d'adsorption s u r  c h a r -  

bon actif (MERCK) : l es  solutions, amenées à pH 3, 0 (avec H SO ) sont agitée 
2 4 

avec le  charbon pendant 30 mn  à température ambiante,  puis,aprèr filtratioi 

l e  f i l t ra t  e s t  r ep r i s  e t  i l  subit l a  même opération. D ' ap rès  DOCTOR et COUCl 

(1953), à pH 3,O , l 'adsorption des  folates s'effectue grâce  à l a  présence des  

groupements aminés su r  la  molécule. Le charbon e s t  ensuite recueill i  et  lavé 

avec l 'éthanol à 50 % L'élution s'effectue avec un mélange d'alcool ammonia.  

ca l  (éthanol : ~ ~ / N H ~ O H  : 5/eau : 20) par  agitation pendant 1 heure  à 65 - ?O0( 

Cette opération e s t  effectuée 2 fois,  puis l e s  f i l t ra t s  sont concentrés sous vidc 

e t  r e p r i s  avec une solution d'  ascorbate .  

II - RESULTATS EXPERIMENTAUX. 

1 - Dosage quantitatif d e s  folates présents  dans l e s  plantules e t  l eu r s  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
excré ta ts  : - - - - - - - - -  

Les  composés foliques globaux des par t ies  aér iennes  de plantules 

de Colza (variété  Régina) âgées de 10 jours e t  des  excré ta t s  correspondants 

ont é té  dosés à l 'a ide des  3 souches t e s t s  précédemment ci tées ,  e t  l es  r é su l -  

ta t s  sont consignés dans l e  tableau III. Pour  ce dosage, l e  liquide d'extraction 

des  plantules et l e  produit d'élution des  tubes de culture ont été s té r i l i sés  par  

filtration. 

TABLEAU III. 

Teneurs  en folates des  plantules de Colza e t  des  excré ta t s  correspondants.  

Plantules 
(en mpg/mg P. F. ) 

Excré ta ts  
(en mpg/plantule) 

S i  nous considérons qu'une plantule pèse  environ 80 à 100 mg aprè:  

10 jours de  germination, nous pouvons déduire de ces  résu l ta t s  qu 'après  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. 

L. casei  S .  faecal is  P. cerevis iae 

O ,  620 O ,  390 O ,  075 

0,810 0, 430 O ,  038 

. 



2 - Comparaison des folates présents  dans l e s  plantules et  leurs  ex-  
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - , - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

cré ta t s  ap rès  fractionnement s u r  colonne : 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - m e - - - - - - - - - - - -  

a )  Fractionnement su r  Séphadex G 25 : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les résu l ta t s  sont représentés  su r  la figure 1. Les  produits d e  r é -  

férence disponibles déposés sur  la colonne ont é té  retrouvés dans les  fraction 

39 à 46 dans l ' o r d r e  suivant : 5 formyl  H Pte  glu, 5 méthyl H Pte  glu, P te  
4 4 

glu, m a i s  sans séparatiori t r è s  nette des  pics d'élution. Pour  la séparation 

des folates du Colza,  à par t i r  de chaque fraction récol tée (5 ml)  0, 5 m l  sont 

tes tés  avec L. case i ,  2 ,  5 m l  avec S t r .  faecal is ,  e t  2 m l  avec P. cerevis iae . 
Ces volumes sont incorpore's dans des tubes contenant 5 m l  du milieu de  cul- 

ture  (conceritré 2 fois) correspondant à la souche, e t  aprks  remplissage de 

chaque tube jusqu'à 10 m l  avec de  l ' eau  disti l lée,  ceux-ci sont autoclavés 

10 nln à 1 atm.  L'inoculation s'effectue ensuite suivant les  modalités habituel. 

les .  

Pour l a  lecture des  résul ta ts ,  le  néphélomètre e s t  réglé de façon à 

ce que le  % riéphélométrique donné par  les  3 souches corresponde à des  con- 

centrations identiques de composés foliques (exprimées en 5 formyl H P t e  gl 
4 

présents  dans 1 rnl de chaqcle fraction. Ce réglage e s t  obtenu en amenant à. un 

même % néphélométrique la  densité turbidimètrique de chaque souche obtenue 

avec des  concentrations témoins corinues de 5 formyl  H Pte  glu. Cette rnétho 
4 

de donne ainsi  des  résul ta ts  permettant de comparer  l a  stimulation relat ive d< 

souches vis à vis d'un même folate, tout en évitant l e s  calculs fastidieux né- 

cessa i r e s  quand l e s  concentrations doivent ê t r e  rapportées  quantitativement. 

La fi l tration su r  gel Séphadex des composés foliques présents  dans 

les  plantules permet  de l e s  sépa re r  en 6 groupes représentés  par  les  pics  A 

à F ( ~ i g .  1,  graphique supérieur) .  P a r m i  ceux-ci, c ' es t  le  composé B,  dont 

le maxirrum d'activité es t  si tué dans la  fraction 26, qui e s t  dominant, De plus, 

d 'après  gel-filtration des produits de référence, nous pouvons dire  que l e s  

pics E e t  F correspondent à des folates l ibres .  



15 20 25 30 40 45 fractions 

F I G .  1 .  F I L T R A T I O N  S U R  G E L  S E P H A D E X  B 2 S  

en haut : à p a r t i r  de  0, 5 g de plaritules s t é r i l e s  de colza ag6es  de I O  jours .  
en bas : 2 p a r t i r  d e s  excra ta t s  de  2 5 0  plantii1.s s l é r i l e s  de  colza  agées  de 1 0  jours .  

Les  fractioiis (5ml) sont t e s t i e s  av5c L. c a s e i  ( b-;b ), 2:r faecal is  ( &--A ) -- 
1 

- 
et  P a , r y - ~ i s i 3 g  ( C - - - - 4  

Colonne  : 2 ,  5 x 4 0  cm ; eluant : tampon dc  Miciiaelis O, O1 M pTl 7 (f 1 O / ,  , asco rba t e  
de  ~ a )  ; ry thme  d'e'lution : 3 0  ~ ~ i l / h e u r e .  



A par t i r  des  excrétats ,  s i  l 'analyse e s t  effectuée avec le  produit 

d'élution de 100 plantules, pratiquement un seul pic, dont l e  maximum d'acti-  

vité e s t  si tué dans la fraction 31, e t  qui correspond par conséquent au  compo- 

s é  C, e s t  apparent.  Ce résultat  avait déjà  été obtenu avec l e  Séphadex G 50 

(publication précédente,  maximum d'activité dans la  f ract ion 36), e t  nous 

savons que ce pic correspond à une forme conjuguée de l 'acide folique. 

Afin de retrouver  la  présence des  au t res  folates dans les  exsudats, 

nous avons a lo r s  effectué des fractionnements à par t i r  des  excrétats  de 250 

plantules e t  le graphique inférieur de la fig. 1 montre  que dans ce cas ,  nous 

avons une réponse des  souches permettant de s i tuer  tous l e s  pics. 

E n  conclusion, cette étude su r  Séphadex nous pe rme t  de constater 

une grande différence dans le spectre  des  folates présents  dans les  plantules 

e t  l eu r s  exsudats : a l o r s  que dans l e s  plantules, c ' e s t  le  composé B qui e s t  l e  

plus abondant, dans l e s  exsudats, c ' es t  l e  composé C. 11 faut auss i  noter la 

faible concentration relative des  folates l ibres  dans les  plantules (pics E et F) 

et pratiquement l eu r  absence dans l e s  excrétats .  

b) Fractionnement s u r  D. E. A. E. Cellulose : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Sur D.E.A. E. Cellulose, l e s  folates sont mieux séparés ,  m a i s  lors  

que la  molar i té  du tampon e s t  de 0,25, l a  réponse des souches,  dans nos con- 

ditioxs expérimentales,  e s t  inhibée par  les sels e t  des  adsorptions s u r  charbon 

sont nécessa i r e s  pour  la caractér isat ion.  La  figure 2 présente  l e s  résul ta ts  

obtenus avec les  plantules et  l eu r s  excré ta t s  . Les  modalités expérimentales 

employées pour la recherche des  folates dans les  fractions e t  pour la  lecture 

des résul ta ts  sont identiques à celles que nous venons de p réc i se r  pour l e  f r ac  

tionnement sur  Séphadex. A pa r t i r  des  plantules, cette technique nous permet  

de ca rac té r i se r  au  moins 6 pics majeurs  e t  2 pics mineurs .  Dans les  60 p r e -  

miè res  fractions (graphique supérieur  de la  fig. 2 )  sont local isés  5 pics m a -  

jeurs annotés 1 à V e t  l e s  pics mineurs  (fractions 10 e t  20). Le composé VI, 

non représenté  s u r  ce  graphique, e s t  élué dans les  fractions 85  B 100, c ' e s t  à 

di re  avec le  tampon 0,30 M e t  0, 50 M. Ce composé es t  quantitativement l e  

plus important.  A p a r t i r  des excrétats  (graphique inférieur de la fig. 2), on rie 

retrouve pratiquement plus l e s  pics II et  IV. P a r  contre,  l e  composé VI es t  

présent,  e t  il dorine encore la plus for te  stimulation avec 1,. c.asei. 



Identification des  pics : - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Pour cet te  identification, nous disposons de cer ta ins  produits de 

synthèse (5 formyl  H P te  glu, 5 méthyl H P t e  glu, P te  glu), de l a  réponse 
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relative des souches tes t s ,  e t  de quelques ré férences  bibliographiques. Pour 

l a  réponse des souches,  en  plus des  données représentées  su r  les  graphiques 

nous avons,  à p a r t i r  de chacun des pics localisés par  L. case i  pour une pa r -  

t ie aliquote des fractions collectées,  effectué des  dosages quantitatifs a p r è s  

s tér i l isat ion s u r  f i l t re ,  afin d 'évi ter  l e s  a l térat ions éventuelles des folates 

provoquées par  autoclavage. 

- Le folate 1 pe rme t  la croissance des  3 souches. De plus, il e s t  l e  

l e r  composk élué du D.E.A. E. Cellulose. I l  pourra i t  donc représenter  l e  10 

formyl  H Pte glu (NORONHA e t  coll. 1962, BIRD e t  coll. 1965, SOTOBAYA- 
4 

SHI e t  coll .  1965, ROOS e t  coll .  1968). Mais ce  composé, comme l e  5 formyl  

H P te  glu n 'es t  pas  présent  dans l e s  excrétats .  I l  s e ra i t  donc étonnant d'y 
4 

t rouver  le  10 formyl  d'autant plus que, dans la  plantule, ce folate 1 e s t  moins 

abondant que le  5 formyl. Pour  cette raison, e t  a u s s i  parce  qu'il semble ê t r e  

élué t r o p  tôt (fractions 5-6), nous ne pensons finalement pas  qu'il puisse co r -  

respondre a u  10 formyl  H P t e  glu (Ge produit n 'é tant  pas commerc ia l i sé ,  nou 
4 

ne pouvons disposer  de ré férence  chromatographique). De plus,  sa  synthèse 

es t  a s s e z  délicate à effectuer. Aussi  nous pensons que la  seule technique qui 

pourra  nous renseigner  s u r  la nature de  ce folate 1 consiste à essayer  une i- 

somérisation. Si c e  folate e s t  vraiment  un 10 formyl  H P te  glu, il devrai t  
4 

donner le 5 formyl ,  pour qui nous connaissons l e s  coordonnées chromatogra- 

phiques . 
Dans la l i t té ra ture ,  nous avons trouvé un composé ayant l e s  mêmes  

caractér is t iques,  e t  isolé à par t i r  des  feuilles de blé (ROHRINGER e t  coll. 

1969). L e s  au teurs  n'ont pu l ' identifier de façon cer taine,  m a i s  pensent qu'il 

puisse ê t r e  une amide de l ' ac ide  forrnyl folique. 

- Le folate II pe rme t  auss i  l a  c ro issance  de toutes les  souches. Son 

o rd re  d'élution correspond a u  5 formyl  H Pte  glu de synthèse,  l 'un de nos 
4 

produits de référence (fraction 24).  Son identification ne pose donc aucun pro-  

blème. 



F I G . 2 .  C H R O M A T O G R A P H I E  SUR ID E A E C E L L U L O S E  

E X  lfaut : à p a r t i r  de 0 ,  5 g de  plantules s t é r i l e s  de  colza agée s  de 1 0  jours .  
e r  j a s  : à p a r t i r  d e s  exc r é t a t s  de 2 5 0  plantules s t é r i l e s  de  co lza  a g é e s  de  1 0  j0ui.s. 

? c s  f rac t ions  (5ml)  sont t e s t é e s  avec  L. c a se i  ( A--.-A ), Str. f a eca l i s  ( - -  - -  - ------ y-- 

?: U .  ce r ev i s i a e  ( ---. 
) 

------ ,-. 1. 
, o l o , ~ : ~ e  : 1 , 8  x 1 3  c m  ; éluant  : tampori phosphate de  Na (+ 1 % a sco rba t e  de ~ 2 )  p'l 6, 5, - --.olarite' : 0, 0 1 0  -p 0 ,  25 pour les f r ac t i ons  1 à 7 0  ; r y thme  d 'é lu t ion : 3 0  ml /heure .  



- Le folate III donne une réponse a s s e z  faible avec P. cerevis iae.  1 

ne correspond à aucun composé de synthèse,  m a i s  il semble avoir l e s  proprié 

t é s  d'une forme diglutamique : le  10 (ou 5) formyl  H Pte glu (BIRD e t  coll. 
4 2 

1965, ROHRINGER e t  coll. 1969). 

- Le folate IV ne permet  que la  croissance de L. casei.  P l  c o r r e s -  

pond au 5 méthyl H Pte  glu, e t  son élution e s t  identique à celle du dérivé syn 
4 

thétique (fractions 44 -45). 

- Le folate V es t  une forme conjuguée dont l ' o r d r e  d'élution st  l a  

réponse des  souches permettent de l ' a s s imi l e r  a u  5 méthyl H P te  glu. ( ou 
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glu ) ou au 5 formyl  P te  glu (NORONHA et  coll. 1962, ROHRINGER et coll. 
n n 

1969). 

- Enfin, l e  folate VI e s t  un composé présentant probablement un 

taux de conjugaison élevé. Son élution e s t  voisine de celle du Pte  glu (fraction 

89-90), ma i s  il ne peut ê t r e  ass imi lé  à l 'acide folique c a r ,  d'une par t ,  il e s t  

sensible à l 'action d e s  conjuguases, e t  d 'au t re  par t ,  il donnerait dans ce cas  

un profil tout à fait  différent ap rès  fractionnement sur  Séphadex puisque l'acid 

folique, en gel fi l tration, e s t  élué t r è s  t a rd .  Or,  s i  nous passons s u r  colonne 

de Séphadex, le composé VI obtenu a p r è s  fractionnement su r  D. E. A. E. Cel-  

lulose, nous le  retrouvons dans les  f ract ions correspondant au  pic C. Les  pic 

C et  VI contiennent donc l e  même  composé folique. 

- En ce qui concerne les  pics mineurs;  il es t  probable que l e  p re -  

m i e r  (fraction 10) corresponde au 10 formyl  H P t e  glu. Le second n 'es t  pas 
4 

suffisamment net pour que l 'on puisse in te rpré ter  s e s  coordonnées. 

3 - Identification des folates hautement conjugués : - - - - _ - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Cette étude a porté  auss i  bien su r  l e s  composés présents  dans les  

excrétats  rac ina i res  du Colza que sur  l e s  composés foliques des  plantules 

el les  -même.  Nous avons uti l isé plusieurs préparations enzym-atiques pour hy .  

drolyser  ces  folate s hautement conjugués : la carboxypeptidase A extrai te  du 

pancréas de bceuf e t  laxglutamyl carboxypeptidase extraite dii pancréas de 

poulet. L e s  résu l ta t s  des  hytlrolyses enzymatiques sont étudiés à. l 'a ide des 

3 souches test  habituelles, a p r è s  se'parations chromatogrdphiques su r  D. E. A ,  

Cellulo.;e ou sur  S é ~ h a d e x .  



a )  Utilisation de  la carboxypeptidase A : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Cette  carboxy peptidase n ' e s t  généralement pas  employée pour 

l 'étude des folates  conjugués, ma i s  étant donné la simplicité que présente  son 

utilisation, puisqu'elle e s t  fournie à l ' é ta t  purifié (Sigma), e t  dans de brefs  

délais ,  ce qui n 'es t  pas  le  cas  pour l e s  préparat ions pancréatiques de poulet, 

nous avons essayé  de voir s i  l e s  folates  conjugués du Colza étaient sensibles 

à son action. 

Pour  cela, nous plaçons l e s  ex t ra i t s  en incubation en présence de 

cette carboxypeptidase à pH 7,5,  au bain mar i e  37°C pendant 30 heures ,  à 

l 'obscurité e t  sous toluène. Après dénaturation de l ' e~ lzyme pa r  chauffage, la 

réponse des  souches t e s t  montre  une for te  stimulation de la  c ro issance  de SS 

faecalis,  a u s s i  bien pour l e s  excré ta t s  que pour l e s  extrai ts  de  plantules. Ce 

résul ta t  prouve qu'une action enzymatique a pe rmis  de l ibé re r  des  fo rmes  fo- 

liques l ibres  ou peu conjuguées, e t  l 'analyse des  produits d'hydrolyse en gel 

filtration confirme d 'a i l leurs  cette action. 

$neph, 

45 
FRACTIONS 

Fig. 3 : Gel - filtration su r  Séphadex G 2 5  des  folates présents  dans 
l e s  excrétions rac ina i res  du Colza, avant (A-.$ et a p r è s  (A- - 4 ) 

incubation avec une carboxypeptidase A. 

(dosages effectués avec --- L. case i  - coordonnées c h r o ~ n a t o ~ r a ~ h i c ~ u e s  
identiques à celles de  la fig. 1 ) .  



Ainsi, s u r  la  figure 3, qui représente  l e s  composés foliques des  

excré ta t s  rac ina i res ,  avant e t  a p r è s  action de la  carboxypeptidase, analysSs 

par  gel  fi l tration s u r  Séphadex G 25 ; nous constatons que le  maximum d'acti-  

vité folique, qui s e  situe dans l e s  f ract ions 30 - 31 pour l e s  excrétats  bruts,  

s e  déplace a p r è s  action enzymatique e t  s e  situe a l o r s  dans l e s  fractions 35 - 
36 surtout.  

Cependant, l 'étude de ces  produits d 'hydrolyse s u r  colonne de 

D.E.A.E.  Cellulose ne nous a jamais  donné de bons résu l ta t s ,  probablement 

à cause de l 'act ion incomplète d e  l 'enzyme su r  l e s  folates.  

b) Utilisation de la8glutamyl carboxypeptidase pancréatique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
de poulet : - - - - - - - - -  

Cette  enzyme e s t  extrai te  d e  l 'extrai t  pancréatique de poulet 

( ~ i f c o )  suivant la  technique de BIRD e t  coll. (1965), e t  ncus savons que ses  

produits d 'hydrolyse sont des  f o r m e s  diglutamiques. 

Avant d' effectuer l 'hydrolyse enzymatique, l e s  extrai ts  de plantu- 

les  de Colza, a ins i  que l e s  excré ta t s  rac ina i res  gtudiés, sont initialement chi* 

mstographiés  s u r  D. E. A. E. Cellulose suivant l a  technique précédemment dé-  

c r i te .  Après  vérification, à par t i r  d'une part ie  aliquote de  chaque fraction do- 

sée avec L. case i ,  de la  bonne séparat ion des folates,  seu les  les  fractions su-  

pér ieures  à 60 contenant l e s  composés conjugués qui nous intéressent  sont r é -  

cupérées e t  rassemblées .  

La solution obtenue e s t  a l o r s  adsorbée s u r  charbon actif afin d 'é -  

l iminer  l e s  se l s ,  puis les  folates sont r e p r i s  par  une solution d 'ascorbate  de 

Na à pH 7,8 e t  l 'hydrolyse s 'opère  à 32°C  sous toluène e t  à l 'obscuri té  pendan 

20 heures .  

Après  dénaturation de  l 'enzyme par  chaüffage, l e  produit d'hydro- 

lyse e s t  a l o r s  appliqué s u r  colonne de D.E.A.E. Cellulose e t  l e s  60 premiè-  

r e s  f ract ions de 5 m l  éluées dans l e s  m ê m e s  conditions que précédemment 

sont analysées avec L. case i  ( O ,  5 ml), s r .  faecalis (2, 5ml) e t  P. cerevis iae 

(2 ml) .  



La figure 4, où seule la réponse de L. casci  e s t  représentee,  dori 

ne l e  résu l ta t  de cette chromat3graphie effectuée 2 par t i r  d'un extrai t  de plan- 

tules.  Deux pics d 'activité folique sont décelables : l e  p remie r ,  élu6 dans l e s  

fractions 35 à 40,  correspond à un dérivé permettant a u s s i  la croissance des 

deux a u t r e s  souches test .  I l  semble donc présenter  les  propriétés  du forrnyl 

H P t e  glu dont nous avons déjà  soupçonné l a  présence  à l 'é ta t  l ib re  chez 
4 2 ' 

l e s  plantules (composé III). Le second, élué dans l e s  fractions 51 à 55, ne 

donne pas de  réponse avec S t r .  faecal is  e t  P. cerevis iae e t  correspond donc 

probablement au 5 méthyl H P t e  glu (ROHRINGER e t  coll. 1969). 
4 2 

A par t i r  des  excré tâ t s  rac ina i res ,  nous retrouvons, en adoptant 

ces  m ê m e s  modalités opératoires ,  des  resul ta ts  identiques, mais  avec une 

proportion beaucoup plus faible du composé formylé par rapport  au  composé 

méthylé. 

Fig. 4 : Chromatographie sur D. E,  A. E. Cellulose des folat e s  conjugués 
d'un extrai t  de  plantules de C clza a p r è s  action de 1aXglutamyl carboxvpeptidase. 

( ~ é p o n s  e donnée par  L. case i  -- coordonnées chromatograpliiqueu 
identiques à celle de la  fig. 2). 



E n  conclusion, nous pensons donc que l e s  folates hautement con- 

jugués du Colza sera ien t  de deux types : des dér ivés  formylés  et  des dér ivés  

méthylés.  Signalons cependant que nous ne pouvons donner de résul ta ts  quan- 

titatifs à p a r t i r  de c e s  expériences c a r  nous avons décelé dalis la préparat ion 

enzymatique utilisée, des  t r a c e s  de  formyl H P te  
4 

Pour donner une réponse définitive à c e  problème posé pa r  la 

nature e t  l ' importance relative d e s  folates conjugués chez l e  Colza, il s e r a  

donc nécessa i r e  d 'employer une technique de purification de la8  glutamyl c a r -  

boxypeptidase plus élaborée,  afin de la déba rasse r  totalement des  dér ivés  

foliques. I l  s e ra i t  a u s s i  intéressant  de pouvoir étudier l e s  produits d 'hydro-  

lyse donnés pa r  la8 glutamyl carboxypeptidase de r e in  de porc  qui conduit B 

l a  l ibération de  monoglutamates,plus faciles à identifier (en particulier pour 

la caractér isat ion d e s  fo rmes  formyl  en position 5 ou 10). 



III - DISCUSSION GENERALE DES RESULTATS ET CONGLIJSION. 

On conna2 l 'exis tence de fo rmes  conjuguées de l 'acide folique non seu. 

lement chez l e s  plantes,  m a i s  auss i  chez l e s  microorganismes e t  l e s  animaux 

I l  semble même que ce soit  dans le  règne animal  que l 'on ai t ,  pour la preinièi 

fois, m i s  en évidence l eu r  présence.  Ainsi, des  fo rmes  conjuguées du "Citro. 

vorum factor ' '  (5 méthyl  H P te  glu) ont é té  soupçonnées dès 1952 dans l e  foie 
4 

de poulet (WIELAND e t  coll. ) e t  en 1953 dans l e  foie de sour is  (DOCTOR e t  

COUCH). Une étude plus préc ise ,  effectuée en 1962 pa r  NORQNHA e t  SILVER 

MAN s u r  les  folates du foie de  poulet, e t  en 1965 par  BIRD e t  coll. s u r  les  fo- 

la tes  du foie de r a t  prouve que ces  fo rmes  conjuguées sont quantitativement 

t r è s  importantes,  e t  qu' i l  en existe plusieurs  : non seulement des  dér ivés  du 

10 formyl  et  5 formyl  H P t e  glu contenant plusieurs  résidus glutamiques, 4 
mais  auss i  des  folates beaucoup plus complexes dér ivés  du 5 méthyl H Pte  glc 

4 
A par t i r  du sang, on a pu d'ail leurs démontrer  l a  présence de plusieurs  fola- 

t e s  conjugués du 5 méthyl H4 P te  glu (NORONHA e t  ABCCBAKER, 1963). Enfi 

dans l e s  "glandes à gaz' '  de Physalia physalis, WITTENBERG et  coll. (1962) 

ont auss i  isolé  un dér ivé  polyglutamique a p r è s  fractionnement sur  D.E.A.E.  

Cellulose, ma i s  n'ont pas  pu le  ca rac té r i se r .  

Chez l e s  m i c r o  organismes,  la synthèse de formes  polyglutamiqiies de 

l 'acide folique a été  m i s  en évidence dans l e s  cellules de plusieurs bactér ies  

lactiques (HENDLIN e t  coll. , 1953) et  chez Neurospora crassa- (SWENDSEID 

e t  NYC, 1958). Une f o r m e  triglutamique du 5 formyl  H Pte  glu a été  identi- 
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fiée dans les  cellules de Bacillus subtilis (HAIULA et  WELCH, 1955), de 

Streptococcus faecal is  (ZAKRZEWSKI e t  NTCHOL, 1955) et  des  dér ivés  hep- 

taglutamiques ont é té  trouvéschez Clostridbm cylindrosporum (WRIGHT, 1955) 

et  d 'autres  Clostridium -- (RAEINOWITZ e t  HIMES, 1960). A pa r t i r  de -- Cl. cylin- - 
drosporum i l  e s t  d 'a i l leurs  intéressant  de noter que WRIGHT isole,  en plus -- 
des  résidus glutamiques, de petites quantités d ' au t r e s  acides animés t e l s  que 

le  glycocolle, la s é r ine  et  l 'alanine. Enfin, soulignons l ' importance d e s  poly- 

glutamates synthétisés par  l e s  microorganismes : SiROTNAK et coll. (1 963) 

trouvent qu'ils const.ituent 85 à 90 % des  folates présents  dans l e s  cellules de 

Diplococcus pneumoniae, SCHXRTEL et coll.  (1965) estiment que 97 '$ de - 
l 'activité foliqüe des  levures  e s t  due à des  dérive's contenant plus de 3 résidus 

1 L  . 



Chez l e s  plantes, la présence des  fo rmes  conjuguées a été  signalée, 

ma i s  t r è s  peu de  travaux s e  rapportent à ce sujet .  Il e s t  possible que ces  com-  

posés ne soient pas synthétisés,  d'une façon générale,  pa r  toutes les  plantes 

puisque récemment  encore,  OGUNMODEDE e t  OYENUGA (1970), a p r è s  des  e s  

sais d'hydrolyse enzymatique effectués s u r  des  extrai ts  de  E g n a  ungniculata, 

ne trouvent pas  de  différence dans l e u r s  dosages effectués simultanément avec 

L. casei  et  S t r .  faecal is ,  e t  en concluent que cette plante ne contient que des 

formes  l ib res  de folates.  Ce résul ta t  nous semble cependant improbable, e t  

nous pensons plutôt à une inhibition des  carboxypeptidases provoquée par  l 'ex-  

t r a i t  végétal c a r  nous avons vu plus haut que l e s  extrai ts  enzymatiques de  rein 

de porc,  employés pa r  ces  auteurs ,  peuvent devenir inactifs en présence de 

cer tains  inhibiteur S. 

A not re  connaissance, c ' es t  NIELSEN et HOLMSTROM (1957) qui, à par 

t i r  de pollen de d iverses  origines,  ont é té  l e s  p remie r s  à signaler l a  présence 

de folates conjugués dans le  règne végétal. Leur  conclusion ne repose cepen- 

dant que s u r  des  expériences pré l iminai res  ne mettant en oeuvre aucun f r a c -  

tionnement chrornatographique. D 'après  ROHRINGER e t  coll. (1 969), IWAI et 

NAKAGAWA auraient ,  en 1958, isolé à par t i r  des  feuilles de fève le  10 formyl 

H Pte  glu m a i s  n'ayant pu nous p rocure r  cette publication, nous n'avons pas 
4 3' 

de précision s u r  ce t ravai l .  

Depuis 1958, il nous semble que seuls ,  ROHRINGER et coll. (1 969),. 

KIM (1970) et  SENGUPTA et  coll. (1971), dont l e s  résul ta ts  viennent de nous 

parvenir ,  ont étudié ce problème des  folates conjugués synthétisés par  les  vé- 

gétaux. Les  t ravaux de ROHRINGER e t  coll. , se rapportant aux feuilles de  blé, 

sont particulièrement intéressants  ca r  en plus des  dér ivés  di  e t  t r i  glutamiques 

du 10 formyl  e t  5 méthyl H Pte  glu, i l s  supposent avoir identifié un dérivé po- 
4 

lyglutamique d'un tétrahydrofolate formylé qui e s t  élué avant ou en même temp 

que le P te  glu s u r  D .E .A .E .  Cellulose, e t  notent auss i  la  présence d'un aut re  

folate présentant  ur, taux élevé de conjugaison, ma i s  qu'i ls  n'ont pu encore iden 

t i f ier .  SENGUPTA et col l . ,  à par t i r  des  racines de pois dont 52 % des ptéroyl. 

glutamates sont, d ' ap rès  eux, des  der ivés  polyglutamyl, trouvent apr'es t r a i -  

ternent par  la carboxypeptidase pancréatique de poulet, une libération impor - 

tante de 5 méthyl 1-1 P te  glu, qui consti tuerait  l a  forme corijugu6e dominante 
4 



chez le  pois. Nos propres  résul ta ts  concernant l e s  plantules de Colza sont 

donc t r è s  proches des conclusions émises  par  ces  auteurs .  

Conclusion : Dans l e s  excrétats  du Colza, la  presque totalité des  compo, - - - - - - - - - -  
se's foliques s e  t rouve sous forme conjuguée. Pourtant,  dans les  plantules, 

nous avons constaté l 'existence de folates l ibres ,  mais  ceux-ci étant à l 'é ta t  

réduit, il es t  probable qu'i ls  s e  dégradent tr'es rapidement dails le  substrat  

de germination e t  n e  peuvent s ' y  accumuler .  En  présence d'une microflore ,  

ces  folates conjugués s e  modifient en l ibérant une forme l ibre  de l 'acide f o l i q ~  

Les bactér ies  rhizosphériques,  ou tout au moins c e r l a i m  d 'entre  elles, syn- 

thétisent donc des  carboxypeptidases dont l 'une des  actions nous a a ins i  été 

i~idirecterrlent révélée en étudiant l'évolution de ces  folates d 'origine végétale 

dans la rhizosphère.  

Il e s t  probable que sous cette forme vitaminique non conjuguée, l e s  fola- 

t e s  pourront ê t r e  uti l isés pa r  cer tains  microorganismes à pouvoir de synthèse 

faible. Etant donné l a  complexité des  microf lores  totales employées dans ces  

expériences,  il s e r a i t  t r è s  difficile de vérif ier  d'une façon systématique cette 

hypothèse, ma i s  ce  phénomène es t  tr'ss certainement un nouvel exe-mple qui, 

s'ajoutant à beaucoup d 'autres  souvent mieux connus, perrnet d'expliquer l ' é -  

quilibr e biologique de la  microflore tellurique. 
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Ce de rn ie r  chapitre es t  relatif à l a  production par  l e s  bactér ies  rhizosph< 
riques,  d'une substance de type phyto h o r ~ i ~ o n a l  : une cytokinine. Les effets de 
cette kinine s u r  le  système radiculaire  du Colza nous ont pe rmis  de détecter 
sa  présence dans la rhizosphère,  puis de la met t re  en Svidence dans l e s  m i -  
lieux de cul ture  des  souches bzc t j r iennes  pures .  Cette action su r  les  racines 
des  plantules e s t  t r è s  nette en cul ture  hydroponique, l o r s  que cer taines  mic ru -  
f lores  te l lur iques,  ou lorsque cer ta ines  souches dlArthïobacter  sont inoculées 
dans l e s  tubes à germination. La  dichotomie du systèrne radiculaire  e s t  a lo r s  
t r è s  prononcée par  rapport  aux germinations s t é r i l e s ,  et  un manchon t r è s  den 
de poils absorbants  apparaît  autour des  racines,  dont la  longueur diminue cor2 
lativenient (schéma 1). 

Schéma 1. 
(à gauche) 

Aspect de plantules de Colza provenant d'une cul ture  ste'rile 
e t  d 'une criltüre effectuée en pre'sence d'u-ri Arthrobacter ( à droite).  

Nous étudieroxis successivement la m i s e  en Svidence de la production de 
cette cytokinine dans la rhizosphère du Colza pa r  cer tains  Artl~robactei . ,  pui: 
s a  purification & par t i r  des  i r~i l ieux d e  culture bacte'rieri e t  s a  nature chimiqut 

A Ap&.-Q13J.T C 'J' 1 i x Q  ! TJ Tt1 Er;,AXJmB C; T A. IL' C,LE--DnEi T '4' P F&Y ---.---- T OKJ. bTI 31 E PAR Il E Ç 
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Ces  recherches  ont 6té puSliCes dans les  Comptes Rendus (1970 - 277 



C. R. Acad. Sc. Paris, t. 270, p. 3158-3161 (22 juin 1970) Série D 

MICROBZOEOGIE DU SOL. -- Production d'une substance de type cytokinine 
par des Arthrobacter d'origine rlzizosphérique. Note (*) de M. Roland Blondeau, 
présentée par M. Roser Heim. 

Une phytohormone provoquant la prolifération de poils absorbants sur le système radiculaire des 
plantules de colza a été isolés à partir de cultures ~'Arthrobacter. Ccrte substrince présente une acti- 
vité de type cytokinine. 

Lorsque des plantules de colza (var. crésus) se développent en culture hydro- 
ponique, l'aspect du système radiculaire diffère suivant que la culture est effectuée 
en milieu stérile, ou en présence d'une microflore tellurique. En culture stérile, 
les racines, toujours très longues et grêles, 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 dicllotomie ; elles sont 
plus courtes et entourées de poils absorbants beaucoup plus nombreux et plus longs. 

La fskquence d'apparition et l'intensité de ce phénomène dépendent de la nature 
et de I'origine de l'apport tellurique. Cependant, la stéi-ilisatior, de celui-ci supprime 
en même temps cette rhizomorphogenèse. 

Après avoir identifié les microorgaiiismes responsables de cette action, ~ious 
nous sommes proposé d'isoler à partir de leurs filtrats de culture iine substacce, 
retenue sur résine échangeuse de cations, qui reproduit le même phénomène sur le 
colza. Celle-ci permet en outre la prolifération du tissu médullaire de tabac, utilisé 
en tant que test caractéristique des cytokinines. 

1. ISOLEMENT DES M I C R O O R G A N I S ~  ET IDENTIFICATION. - Deux méthodes ont 
été utilisées simultanément : 

La première consiste à 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 inférieur de la 
hauteur, permettant ainsi la germination sur un support en coton l-iydrophile disposé 
au-dessus de la solution minérale. Après quelques jours de germination à 18 OC 
avec une alternance de 12 h de lumière et d'obscurité, des suspensions dilution au 
111 000" 11/10 0000 et 1/100 OGOe d'une terre choisie sont réparties à raison de 1 ml 
par tube. Dix jours apr6s cet apport, on sélectionne les tubes présentant une activité 
pilifère particulière. Les milieux de culture correspondant aux dilittions les plus éle- 
vées de microflore tellurique sont étalés sur milieu gélosé de Buni et Rovira (') et 
mis en incubation à 28 OC. Au bout de 5 jours, on isole une soiiche bact6rieniie à 
partir de chaque flore dominante observée. L'action de chacune de ces souches pmes 
sur les racines est enfin éprouvée par inoculation à des cultures stériles de colza 
obtenues suivant la même technique, et seules les souches reproduisant le phéno- 
mène 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 



d6jA décrite (2) dans des t;lbcs contenant conme substrat de germiliation du sable. 
La niicrrifiore tclluricjuc est toujcur: appcrttk par ii:ie srispension dilrition de terrc, 
et riprès 10 Jours de culliuc, 13. xicrofi3re rfiizosphériqile est étaléi: stir milieu de 
Bunt et Rovira. Chaq~:e coloi~ie est ensuit: isolée, pilis iiioculée à des cultures stériles 
de colza corilme précécleriiînent. 

Nous :~vorxs pu aimi sélectionner, eii employant la prerxière métliode, 4 souciies 
bact6rieniles pures, à pirtir de 5 terres difiercrites, et a\.ec 1a secolitlc inéthode, 24, 
5 partir de 3 terres ditT2rc:reritcs. 

Ces 28 souches ont Cl; fica!eïneilt identififes. Toutes sollt der CorynéDsct6rir:s 
du  genre Art/lrobacter. 

Carirct6ris:iqlics d:i système r~tlicirlnirz cies pli~~it~iles né colza cultivi'es 
ert ciilflirc lr)f/~.oporfiqite ilrais cl($drerltes conciilioirs espévitnerita/es 

Lecture ef ic turr  aprks 6 jouis de c~rlture, 
soiidie bcicttricnie iitilisée : C' 13 

-- -- -- ka-*- -- 
Diailierre des Di,!riictic ~ L I  man- 

Longueitr racines ail 1/3 ciion cie poi!s al3so1- Tfaritciir 
des inféiieur de b m t s  eiito~ii'~rit les t~~~yc i i i i t :  

racines la longueur racines la niém@ dc la tige 
Conditions exp&rimentales (cm) (mm) hau~cur  (iiirri) (cm) - - ----- - 

Témoiri = soliition de Knop 7,5 0,6 1,4 4 
( 1  1ii1 + iiioculurn bactérien (*) 1,6 
\ O,i ml 1,8 
/ 0,5 ml + filtrat de ciilturc (**) 2,6 
[ 1 1111 1,4 

(*) Les iirtlirobncter sont pr2levés quand lzs ciilîures sont cil pliase exp,>ne:~ticliz dc croisstnce. Aprk 
2 lavaçcs çLicce~siSi dans i:n liqiiide isotoniquc, ils so:it diiués de fnfoii h obtcfii; !c rii6ilie .i.ol!.irnc initial. 

(**) AprCs concentr;ition ai.1 1/4 i l ~ i  volume iiiitial. 

11. ISOLL~IENT D'uI:~: CY?OI<TNIh'E A PARTIXDLS hl!LILTJS DE CUL'IXJXL Dr,§ AI~THRO- 
e h c ~ t n .  - 1.c tableau 1 donne les criract6risticlucs 1111 k,ystèrnz sadiculriire di1 colza 
cultivC en présencc de bzct6rics ou de Icurs filtrats .le c~iliure. i,a composition des 
milieux einployés a dkj& t té  signaléc (7. Afin d'obteriir Lin ta~iu de croissance plus 
ilev;, les ciil~ures s'éFi~ctiient ti)ujours ei: nsi;a;iori, i 28 OC, cl 4 O/,, dc <r C;i-,~mino 
acid » (DfT'rVG) sont ajoute., au milicri 11iinC1-al glucos6. 

DL5 essais prélimiriaitcç ayant nloiiliL que l'acstivit6 dci n~ilir~lx vis-à-vis dcs 
racines c'e colra Ctait piopor tioriiicilt- .:ii tenips rl'iriculxi~ion juicli-~'~': ir:? optil~iii~i; 
correspori(1a;it 3 65 h (le cullrrrc, !cs frnrtio:liiçnicnts salit toujours cfièclilZs au tellne 
de ce betiil?~. 

Si, aprks ccatriji~gLliion, c';s HI~~/L\LIY di: ci i l t i t rç  :,,:iit pnssés six ié4nç << L9ov,ex 
50 X 8 )> (tix~nc: II'), (;a rc i rou~c ü i x  tic!il;ilé p:iifi.~e ci::ns I:i fi.dc:ti(x~ relci:uc sirr 
In rbsiile et 6l~iCc par i i i ~  sc~lution ~rntnoniai.:~ie (tsl,!cau 1). t2:~iks coiiectitr:itio~i, 



celle-ci est alors déposée sur colonne de « Séphadex G 25 » (20-80 p) éluée par le 
ta~irpon phosphate de Michaclis N/100 à pH 7,O. En incorporant les fractions 
de 5 ml collectées à des tubes de cultiir~ ei~semencés de colza, on retrouve la sub- 
stance active dans les fractions 32 à 35. absorbant fortenient la lutiziére ultraviolette 
à 2 537 .A ( j g .  a). Uiie chromatographie sur papier, effcckuée A partir de ces frac- 
tions, permet de mettre eri évidence 1a présence de 2 substances facilenlent repérables 
à la 1umi6rc de M700d. Celles-ci sont aiors séparées par chromatographie dcs fractions 
32 ri 35, pr5alablement coiicentrées, sur coloiine de CM « Séphadcx C 50 )) éluée 
avec un tanzpon pliiosphatc-borax à pH 6,O. Le deuiènie pic d'absorptiori en Iirmière 
ultraviolette obtenu après cette chromatographie correspond à la substance active 
sur les racines (Jig. b). Celle-ci est finalement démi~ié~alisée par passage sur résines 
et lyophilisée. 

En incorporant celte substance piirifiée au milieu de Murashige et Skoog (4) 

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. 

absarpt ion eii 7:  activité sur 

2 . 5 3 7  A 
l e s  racines 

-7s 

25 

1 l 1 \ 

O .  1 O 2 0  30 + O  & f r a c t i o n s  
S e p h a d s a  6 2 5  

absorption cn X activité siir 

2. 537 A 
les racines 

4s: 

1 < I I 

- 
S'O 20 A JO , D o  fractions 

cni s i p h a d e x  C ~ O  

f 1 C . a .  F I G .  b. 

Fjg. a. - Gel filtrativn de la fraction rctenue sur Dorvcx, sur colonne de M Sépliadex G 25 n (2,s x 40 cm) ; 
rythme d'élution : 30 ml/h ; kolume des fractions : 5 nil. 

Fig. b. - Chrornatographiedcs fractions 32 à 35, obtenues après plusieurs gel filtrations, sur colonce de CM 
(( Séphadex C 50 » ( 3  x 60 CRI); rythme d'élution : 20 ml/h ; volume des fiactions : 5 ml. 
- absorption à 2 537 A ; 
- - - -  diamètre, en millin~ètres, du manchon pilifère des racines de colza. 

III. DIXUSSION ET CONCLUSION. - La kinétine (6-furfuryl amino purine), 
introduite à une concentration finale de ou IO-' g/ml à des cultures de graines 
de colza provoque une morphogenèse semblable à 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'Arthrobnctcr (tableau II) après révélation suivant la 
méthode de Michl caractérisant les dérivés puriques par formation de complexes 
mercuriques colorés par l'éosiile (') ne correspondent pas à la kinétine (R, : 0,72 
avcc le systèrne N butanol/NH,OH 41 1). 

Cette cytokinine n'est pas noil plus la 6-(y,y-diméthyl-allyl-amino) purine, isoiée 
à partir de Corynebnct~riurî~fmcians [(y), (71, d7Agrobacteritn7z tzm~cfcrcietw [('), (')] 



Clzro~riatographri. <Tir ,vo,vi~r c?e la cyfoki~zit:e isolée 
(~Jivelopp?/~~erit ci 25 OC ~rrr pnpier « It i:ntit;,in il0 3 ») 

Eau pl1 8 N butanol/ac. formiq~ieleau N hutariol!NkI~0H 
Elilant (nvéc NaOil) 80/i5/15 411 

- - 
Type de cliroinatogizpl-iie.. ..... ascendante descendante descendante 
Re adéniiic (") . . . . . . . . . . . . . . . .  0,38 0,34 0,32 
Rf cyto6iiiinc . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,85 0,53 0.27 

(*) L'adEnine est utilisée comme réfërencc. 

et dc I:l~iiobiznu 1egz:ti:iitosnrut~z ('O) (R, - 0,Sl nvcc le système N butanal/acide 
forniiyuc/cau 8011 511 5). 

Ei~iin, elle est difiérente aussi dc: la cytokininc non identifiée, sy~itliétisée par 
Str.ep:a!~lj))ccs fluv,oolits (IL) (R, = 0,91 avec le sjstSmc N biitai!oi/NH,OH 411). 

rZ notre coiinaissailce, cetle p~i~toltorriioric n'aurait donc jamais été isolée 
5 partir- de cultures b:ictériciine~. >:eus essayons rictucllemcnt citl d2te:inir;er sa 
structure chiriîiqcie. 

(*) Séance   LI lei juin 1750. 
(1) J. S. RUNT et A. D. ROVIRA, J. Soi1 Sc., 6; 1955, p. 119. 
(9 R. Br.os»~ac, Bull. Soc. Bot. ~\~ortlFr., 21, 1968, p. 79. 
(3) R. ~!LOXDEAU, A?m. III.P~. Pasteur, Liile, 21, 1770, p. 295. 
(4) T. MUI~ASHIGE et I;. SKOOG, Plysiol. Piir~:tnrroii, 15, 1962, p. 473. 
(') H.  ~ J I C H L ,  ?<cit~ir~~is.s., 40, 1953, p. 390. 
( 6 )  D. K~.A?,rn.r, (i. 'Tfir~s c:t F. SKOOG, Proc. iVf:t. Ac?(/. Sc., 56 ,  1966, y. 52. 
(7) J. p. ~ ~ F L G E S O N  et  K. J. LEOXAI<D, 1'roc. l'f'ct. rfcoii. Sc., 56, 1966, p. 60. 
(8) D. KL.AM»T> I'/iSse~!sc!~. 2. Lit~i~., I<ostock. 16, 1767, p. 623. 
(9) 1. Ro!,!r,sow, M. A. ~ ~ I A L V I G N A C  ct J. :'ociiO~, Atr17. Ili.5i. Pfl.sl?i~l, Pz:'~s, 117, 1969, p. 58. 
(1" ) M .  Crr~?:s~ïrr,sro ct !.;. Copror.a, Gigi.,:, Bot. Ifnl., 103. 1969, p. I l .  
( 1  l j  S. Coi~or.a  et h t .  C I ~ N N , ~ ? T I \ S ~ O ,  Bi!:l. Soc. I td .  Bi(?[. sl)t'i.. , 44, 1963, p. 1913. 

(Laborcitoii-e (le Cryptogrit;iie, Fucl,!tC des Scie;orccs, 
13. P. no 36, 51'-LII!e, n5.ïti.) 

25. -- Iiiip. JOU\'E, 12, rüe de Toii:nr>~i, Paris (51 
IinpririiS ein France 



Une act ion par t i cu l iè re  d 'un produit  du. métabol i sme bac té r ien  s u r  la m o r  .- 

phologie du sys t ème  rad icu la i re  de s  plantes  a dé jà  é t é  s ignalée  pa r  un ce r ta in  

nombre  d e  che rcheu r s  employant soit d e s  mic ro f lo r e s  t e l lu r iques  "totales" 

(RBVIRA e t  BOWEN 1960, B Q W E N  e t  ROVIRA 1961, WELTE e t  TROLLDENIEF 

1363), so i t  de s  souches  p u r e s  (POCHON e t  BARJAC 1958, FALLOT e t  coll.. 

1966 e t  1970). Le  phénomène obse rvé  e s t  en géné ra l  un r accou rc i s s emen t  cles 

rac ines  suivi  de l 'augmentat ion de  l e u r s  ramif icat ions .  Ce r t a in s  notent cepeil- 

dant que l ' a spec t  de  ce  sy s t ème  r ad i cu l a i r e  dépend sur tou t  de  la concentrat ion 

du f ac t eu r  phytohorinonal en cause ,  ou de  l a  na tu r e  d e  la plante.  

P o u r  POCHON e t  BARJAC, l a  substance responsab le  de  la morphologie 

pa r t i cu l i è r e  de s  r ac ine s  de  mai's produite pa r  l e s  f i l t r a t s  de  cul ture  d'Azotobac - 

t e r  chroococcum s e r a i t  du type auxinique, a l o r s  que pour FALLOT et  coll.  qui - 
ont étctdié i a  c ro i s snnce  d e s  plantules de  r ad i s  en  p r é s e n c e  de  f i l t r a t s  de  -- Baci l -  

lus  a a t e r i u m  ou de  Pseudomonas  f luorescens ,  e l le  s e r a i t  de type purique. I l  - 
e s t  pour tant  i n t é r e s san t  de  p r é c i s e r  que ce  fac teur  pur ique i so lé  pa r  FALLOT 

e s t  soluble ,  s ans  hydrolyse  in i t ia le ,  dans  l ' acé ta te  d 'é thyle  (FALLOT e t  coll.  

1966), c e  qui n ' e s t  pas  le  c a s  pour  l a  cytokinine ex t r a i t e  d e s  cu l tu res  d lAr th ro -  

bac te r .  

Cependant,  l a  prol i féra t ion t r è s  act ive  de s  poi ls  r ad i cu l a i r e s ,  qui cons t i -  

tue la caractér is t ic lue  pr incipale  de nos cu l tu res  de  Colza  quand e l l es  sont en 

p ré sence  de  cytokinine, e s t  probablement  spécifique à ce t te  plante c a r  l e s  au -  

t eu r s  c i t é s  c i -de s sus  n ' ir isistent  j amais  s u r  cet  a spec t  rGorpho!ogique. Dans 

ce r t a ine s  germina t ions  s t é r i l e s ,  en conditions hydroponiques,  nous avons d ' a i l -  

l e u r s  dé j à  r e m a r q u é  s u r  l e s  r a c i n e s ,  une réac t ion  identique à cel le  qui e s t  in- 

duite p a r  l e s  Ar throbac te r ,  m a i s  toujours  t r è s  localj.sée, s u r  une dis tance de 

quelques m i l l i m è t r e s  seu lement ,  e t  s a n s  i n f l ~ e n c u  s u r  l e u r  longueur.  Nous F e n  

sons que cet te  act ion,  toujours  de  type phytohormonal,  e s t  p r ~ v o q u é e  pa r  l a  

préserice de  cytokinine d 'o r ig ine  végétale dans le  mi l i eu  de  cul ture  du Colza.  

Les  t r avaux  de KENDE (1955), l'TAI e t  VAADLA ( i965) ,  SECENE e t  KERRIDGE 

(1367) KLAIvlHT ( i 9 6 8 )  e t  YOSHIOA e t  col i ,  (1970 e t  1971), re la t i fs  à l ' e x c r é -  

tion de  subs tances  de  type cyiokinjne p a r  l e  systèrniz r ad i cu l a i i e  cles plantes,  

appuient ce t t e  hyp~t ' r ièse .  



Sur  le  plan s t r i c t emen t  biochimique,  a p r è s  avo i r  pur i f ié  l a  cytokinine p r o -  

duite p a r  l lAr th robac t e r  C '13 ,  - nous en  avons conclu qu 'e l le  étai t  différente de s  

cytolcinines actuel lement  connues e t  produi tes  dans  d e s  m i l i e i ~ r  de  cul ture  bac -  

t é r i ens  (publication précédente) .  Nous pouvons a jouter  qu 'à  no t re  conriaissance, 

aucune au t r e  kinine n ' a  é t é  i so lée  e t  c a r a c t é r i s é s  à p a r t i r  d 'une cul ture  d 'Eu -  

bac t é r i e  non pathogkne ou non symbiotique.  E n  effet,  l a  production de  t e l l e s  

subs tances  a tout d ' abord  é t é  s ignalée  chez _Copynebacterium j;iscians (THIMAN 

e t  SACI-IS 1966, HELGESON e t  LEONARD i906) ,  A g r o b a c t e r i u m  tumefacicns  

(KLAMBT 1967, ROMANOV e t  coll. 1969, UPPER e t  coil. 1970),  toutes deux  

pathogènes de s  plantes ,  puis  chez Rhizobiulm l e g u ~ ~ l i n o s a r u m  (GIANNATTASTO 

e t  COPPOLA 1969) e t  Rh. japonicum (PHILLIPS e t  TORRZY 1970), toutes deux 

symbiotiques de s  l égumineuses .  Par con t re  une act inomycétale  : St rep tomyces-  

f laveolus (COPPOLA et  GIANNATTASIO, 1968), un champignon nlycoï-hyzien : -- 
Rhizopzo r i  - ro seo lu s  --- (MULLER, 1967) e t  de s  champignciris phytcpathogènes : 

Uromyces  phaseoli ,  fabae (KIRALY et  co l l . ,  1966) e t  Nectr i -  g&ige:ia 

(BARTIIE, 1971 ) produi ra ien t  a u s s i  de s  subs tances  à activitc' cytolcinine. 

L a  na ture  chimique d e s  phytohormones syn thé t i sées  a été détermine'e pour 

C o r y n e b û c t e r i o n & g r o b a c t e ~ ' i u ~  e t  Rliizobiurn : c ' e s t  une 6 - ( 6 , , - di-- - -- 
methyl-a l ly l -amino)  - purine ,  e t  pour Rhizopoggn : c ' e s t  une zeatine et son  r i -  

boaide. Nous savons  que l e s  c a r a c t é r i s t i < p e s  chromatogx-aphiques de c e s  sübs-  

t ances  sont  d i f férentes  de  ce l l e s  du produit  synthét isé  p a r  l e s  Art l i rcSacter  . 
Nous avons pu a u s s i  vé r i f i e r  que l e s  c a r a c t è r e s  d e  soiubil i té  dans l e s  solvants  

organiques  ne cor respondent  p a s ,  a i n s i  que l e s  s p e c t r e s  d ' absorp t ion  dans  les 

U. V . ,  comme  nous l e  v e r r o n s  plus loin. 



B - ETUDE DE 12-4 NATURE CHIMIQUE DE LA CYTOKININE SYNTHETISEE 
PAR LES ARTHROGACTER. 

Pour  étudier la nature chimique de cette cytokinine, il nous fallait  tout 
d 'abord m e t t r e  ail point une méthode permettant l'obtention de quantités suffi- 
samment  importantes de substance phytohormonale polir en faire  l 'analyse.  Or 
la  souche Cl13 employée précédemment présente un inconvénient c a r  pour obte 
n i r  un taux de croissance convenable, elle exige la  présence d'acides aminés 
dans l e  milieu de culture,  et  l o r s  de l 'extraction de la  cytokinine, ceux-ci nous 
obligent à uti l iser  des  volumes de rés ines  e t  sur tout  de Séphadex G 25  importar 

Afin de pouvoir me t t r e  en incubation de gros  volumes de milieu de culture 
sans  avoir ensuite ces  inconvénients, nous avons ainsi  sélectionné une nouvelle 
souche dlArthrobacter  e t  modifié corrélativement la  technique de purification 
de la  cytokinine. 

1 - Mise au  point d'une nouvelle méthode d' isolement et de purification de 
la cytolcinine à part i r  des  milieux de cul ture  : 

a )  Choix de la  souche : 

A par t i r  de notre  collection de souches,  pa rmi  les  Arthrobacter  

produisant des  substances à activité cytokinine, décelables par leur  action sür  

la  rhizomorphogenèse du Colza, nous avons retenu la  souche C 103 qui, a p r è s  

plusieurs  repiquages su r  le  milieu minéra l  de Lochhead additionné de glucose, 

donne un taux de cro issance  a s s e z  élevé, permettant l'obtention de cultures 

suffisamment denses. 

La  fiche signalétique de cette souche C 103 e s t  résumée ci-dessous 

catalase t 
cytochro~ne  oxydase t 
type resp i ra to i re  aérobie s t r i  ct. 
t O  optimum de croissance 26°C 
mcbilité O 
pigmentation O 
action su r  le  glucose oxydation lente 
utilisation des  c i t ra tes  t 
production d'acétylméthylcarbinol O 
production d'indole O 
production de HZS O 
réduction des  n i t ra tes  en n i t r i tes  t 
production d 'amylase t 
production d 'u rease  O 
production de gélatinase f 
synthèse dtac.P indolyl acétique t 
croissance s u r  N. minéra l  t 



Pour l 'analyse des  c r i t è r e s  physiologiques et  biochimiques consi- 

dérés  dans cette fiche signalétique, l e s  techniques uti l isées ont é té  précisées  

dans la 2ème part ie  de ce mémoire .  En s e  rapportant au "Bergey 's  Manual of 

Determinative Bacterioiogy", cette souche se ra i t  t r è s  proche d L g l o b i f o r m i s  

carac tér i sée  par l 'absence de pigmentation et  de c ro issance  à 37"C, la  présen-  

ce d'une amylase,  e t  l 'uti l isation des  c i t ra tes  comme seule source de carbone. 

b) Culture : - - - - - - - -  

La solution minérale  de Lochhead e s t  préparée  dans des ballons de 

6 l i t r e s ,  à raison de  2, 5 l i t r e s  pa r  ballon, e t  l a  s tér i l isat ion s'effectue par au-  

toclavage à 1 atm.  pendant 20 mn.  Le  glucose (NBC), s t é r i l i s é  séparément  à 

0 , 5  a tm.  , es t  incorporé ensuite au milieu à raison de 4g/l. Chaque expérience 

est  effectuée à par t i r  de 5 1. de milieu. Les  inoculum sont consti tués,  pour 

chaque ballon, par  50 m l  d'une culture prélevée en phase exponentielle de crois 

sance de  la  souche préalablement incubée dans le  milieu miné ra l  glucosé pré-  

cédent. Ces  ballons sont finalement por tés  à 26 OC pendant 72 heures  en agita- 

tion continue (90 cycles/mn - agitateur rotatif ~ i o l a f i t t e ) .  

c )  Fractionnement des  milieux : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Après incubation, l e s  5 1.  de culture sont centrifugés à ! 2.000 g. 

et le surnageant récupéré ,  concentré jusqu'à environ 50 m l ,  e s t  passé  s u r  r é s i  
+ 

ne Dowex 50 W x 2, 100 - 200 mesh.    luk ka), uti l isée sous fo rme  H . Après 6 -  

lution d e  cette rés ine  avec une solution ammoniacale N. e t  concentration à sec  

de l 'éluat,  celui-ci ,  r e p r i s  avec 2 m l  d'eau disti l lée,  e s t  déposé su r  colonne de 

C M Séphadex C 50, gluée avec le  tampon phosphate - borax à pH 4,O. La figure 
O 

1 donne l e  profil de l 'élution des  substances absorbant l e s  U.V.  à 2537 A .  

D'après  l e  fractionnement effectué précédemment avec l a  souche 

C '  13 (page 162), nous savons que l e s  f ract ions 78 à 89, correspondant au dernier 

pic enregis t ré ,  contiennent l a  cytokinine. Ces  fractions sont donc r ep r i se s ,  

concentrées,  et  par  gel filtration s u r  Séphadex G 15, on élimine l e s  se l s  du 

tampon provenant de  la  chromatographie précédente tout en purifiant l a  cy to-  

kinine. La  figure 2 représente ,  d'une par t ,  cette élimination des  se l s  mise  en 

évidence par  la recherche  des  phosphates dans chaque tube collecté avec le 

réactif nitrovanadomoiybdique, et  d 'au t re  pa.rt l a  séparation des  substances ab-  



F 1 O .  1 - Chromatographie  s u r  C M Sephadex C 50 d 'un mil ieu de cu l tu re  dépourvu d ' N e  
organique,  a p r è s  incubation d 'une souche d lAr th robac t e r  ( f ract ion re tenue s u r  Dowex). 
Colonne : 3 x 60  c m  ; éluant : tampon phosphate -borax  0 , l  M y  pH 6 ,  O ; rythme d ' i l u -  
tion : 20 ml/h  ; volume des  f rac t ions  : 5 ml. 

ï? 1 o .  2 - Gel  f i l t ra t ion d e s  f rac t ions  78 à 89 correspondant  à la chromatographie  r e -  
p résen tée  su r  l a  f ig.  1 ,  s u r  Sephadex G 15  - Colonne : 2 ,  5 x 40 c m  ; éluant : eau d i s -  
t i l lée  ; rythme d 'é lut ion : 20ml /h  ; volume des  f rac t ions  : 5 ml .  
En t r a i t  plein : absorpt ion à 2537 A ; cn t r a i t  discontinu : D. O. obtenue à 4050 A a p r è s  
réact ion d 'une p a r t i e  aliquote d e s  fractioiis  avec  l e  réactif  nitrovanadomolybdique. 



absorbant  l e s  U.V. en 3 fra.ctions distinctes.  

P a r m i  ces  3 fractions,  l 'analyse de l eu r  spec t re  U. V. e t  leur  act i .  

vité su r  la  moelle de tabac permet  de reconnaître la  cytokinine. En effet, nou: 

savions que la  phytohormone isolée à par t i r  de la souche C'13 suivant la  techni 

que précédente présente un spec t re  d'absorption aux rayons U.V.  avec une lon 

gueur d'onde d'absorption maximum située entre  253 e t  254 mp. Or ,  le  spectrt  

U. V. effectué à par t i r  des  3 substances séparées  s u r  Séphadex G 15 (figure 3) 

donne respectivement pour la  substance présente  dans la fraction 39 : A ma,. 

257 rnp, pour la substance présente  dans la fraction 51 : A  max. 253 mp, e t  

pour la  substance présente dans la fraction 61 : max. 268 rnp. Notre cytoki. 

nine correspond donc à la 2èrne substance enregis t rée  a p r è s  gel filtration. 

Fig.  3 : Spectre U.V.  des  fractions 39, 51 e t  61, 
séparées  pa r  gel filtration su r  Séphadex G 15 

(Spectrophotornètre Unicam S P  800) 



Le t e s t  "Cytokinine" effectue avec la imoëlle de tabac, confirme cet 

te  identité : en incorporant cette substance au milieu de Murashige e t  Skoog dé-  

pourvu de kinétine, le  parenchyme medullaire du tabac (Nicotiana tabacurn W. 

38), prélevé su r  d e s  tiges adultes a p r è s  élimination des extrémités  apicales et  

basales (A) es t  en effet capable de pro l i fé rer ,  prouvant a ins i  l 'activité phytohor 

monale de  cette substance. 

Enfin, a p r è s  gel fi l tration s u r  Séphadex, la cytokinine e s t  e'veatuellt: 

ment chrornatographiée sur  papier Whatman n o  1 en chromatographie descendan 

avec comme éluant l e  mélange Butanol t e r t i a i r e / ~ H  0H/eau (3 / l / l  v jv) .  Après 
4 

développement, e l le  e s t  détectée en lumière  de Wood, éluée,  et  lyoph i l isée.  

En conclusion, nous voyons que cette 2ème technique d' isolement 

présente,  pa r  rappor t  à la p remiè re ,  l 'avantage de pouvoir fractionner des vo- 

lumes plus importants  de milieu de culture,  tout en opérant plus rapidernent 

puisque a p r è s  3 fractionnements success i f s  ( ~ o w e x  - C M  Séphadex - Séphadex 

G 15) nous obtenons un produit déba r ras sé  de se ls ,  ce qui n 'é tai t  pas l e  cas  p ré  

cédemment. 

2 - Anal-yse d e  la cytokinine : 

Nous avons vu plus haut qu'à pa r t i r  des  milieux de cultiire de bactér ies  

phytopathogènes ou symbiotiques des  plantes, la  kinine produite était la 6 ( 8 
8 - dirnéthyl - al lyl  - amino) purine, e r c o r e  appelée 6 -- ( 3 -  méthyl - 2 - bute 

nylarnino) purine ou 2 i P ( isopentenyl) dont la  formule chimique e s t  repr6 

sentée ci-dessous.  

6-(3-methyl-2-butenylamino) purine ou 2 i P. 

v 

(b) Nous remerc ions  la  direction et  le  personnel du Laboratoire  du Phytotron 
qui a bien voulu nous fournir l e s  t iges de tabac. 



A par t i r  des  acides nucléiques dfEscherichia  coli, comme nous l e  ve r -  

rons plus loin , on a pu auss i  isoler  une aut re  cytokinine qui es t  t r è s  proche d 

l a  précédente puisqu'elie présente  la même  s t ruc ture ,  ma i s  avec, en position 

2 s u r  le  noyau puriqüe, le radicai  methyl - thio : 

Cependant, l a  phytohormone extraite des milieux de culture des  Ar thro  

bacter e s t  différente de ces  2 cytokinines ca r  en plus des  coordonnées chroma- 

tographiques et des  c r i t è re s  de solubilité que nous avons déjà souligné, son spl 

t r e  U.V. e s t  nettement distinct : Pour l e  2 i P ce  spec t re ,  obtenu à par t i r  d'un 

solution aqueuse, e s t  ca rac té r i sé  par 1 rnax = 269 m)i (pH,7) et  1 min = 234 mp 

(pH 7) ; pour le m s 2 i P : par  h max = 283 rnp et  min = 243 mp, a lo r s  que 

pour la  cytokinine que nous avons isolée, ap rès  purification en chromatographi 

su r  papier ,  i l  donne, dans l 'eau : Xmax = 253 mp et \ m i n  = 232 rnp. 

Afin de vérif ier  s i  nous n'étions pas en présence d'un nucléoside, d'ur 

nucléotide, ou d'une s t ruc ture  plus complexe, nous avons essayé  d'hydrolyser 

cette substance avec HC1 N. à 100°C pendant 1 heure,  ou à 120°C pendant 30m1 

Après ce  t ra i tement ,  aucune modification n ' e s t  décelable en spectre  U.V., e t  

les  propr ié tés  chromatographiques restent  identiques. 

Pourtant,  à par t i r  du produit isolé  ap rès  purification sur  CM Séphadex 

provenant soit de la souche C' 13, soit de l a  souche C 103, donc en présence du 

tampon phosphate- borax, nous avons obtenu un résul ta t  par  action de l 'acide 

formique concentré à 170°C. 

L a  technique utilisée e s t  l a  suivante : l es  fractions correspondant à l a  

cytokinine, récupérées  ap rès  passage s u r  CM Séphadex C 50, sont concentrées 

à quelques m l ,  incorporées en présence d'un volume égal d 'acide formique con 

centré  dans des ampoules scel lées ,  e t  portées  à 170°C pendant 1 heure.  Après 

ce t ra i tement ,  la solution e s t  concentrée à sec  et  r e p r i s e  avec de l 'eau disti l lé 
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plusieurs  fois afin d 'é l iminer  totalement 1' acide formique. Une extraction pa r  

l ' acé ta te  d'éthyle sa turé  d'eau suivant la technique de BARTZ et coll. (1970) 

e s t  a l o r s  effectuée et  l e  produit obtenu, ap rès  concentration à sec,  e s t  r e p r i s  

p a r  une solution d'HC1 N/IO.  Il e s t  a l o r s  éventuellement purifié par  passage 

s u r  Séphadex G 15, su r  rés ine  cationique ou p a r  chromatographie s u r  papier 

(avec l e  mélange i s o p r o p a n o l / ~ ~ l / e a u  680 /176 /~ ,  s .p .  1.000 ml,  Rf. = 0 , 9 3  en 

migration desceridante su r  Whatman no 1. Avec l e  mélange éthanol à 20 $ dans 

l ' e au  bidistillée, Rf. = 0, 59 en  migration ascendante,  toujours su r  Whatman n o  

La substance récupérée ,  en solution dans HC1 ~ / 1 0 ,  donne le  spec t re  V.T 

représenté  s u r  la  figure 4 : h m a x  = 282,5 m p  .!l min 242, 5 mp. Ce  spec t re  

correspond à celui du m s 2 i P (HARADA et col l . ,  1968), ma i s  l 'absence de 

soufre dans la  molécule de notre  cytokinine, prouvée pa r  la  microanalyse e t  le  

spec t re  de m a s s e  (rk) re je t te  cette possibilité. 

F ig .  4 : Spectre  U. V. de  la  cytokinine, obtenu a p r è s  action de l 'acide forrfiiqlxe 
(Spectrophotoniètre U n i c a r r i  S P  800). 

(A) nous remerc ions  Monsieur le  Professeur  LABLACHE - COMBIER qui 
nous a pe rmis  de f a i r e  analyser  nos proctuits purifiés.  



L a  molécule provenant de ce t ra i tement  à l 'acide formique, soluble 

dans l 'acétate  d'éthyle, n ' e s t  cependant pas  stable : par  exerriple, en gel  f i l t ra  

tion s u r  colonne de  Séphadex G 15 (2 ,  5 x 40 c m )  éluée avec de l 'eau disti l lée 

au rythme de 20 rril/h. on retrouve en grande par t ie  cette substance dans l e s  

fractions (5 ml )  voisines de la  fraction 41, ma i s  auss i  un pïoduit de dégracla- 

tion Clué dans la fraction 30 e t  voisines, dont l e  max. e s t  nettement i n f e r i e ~  

à 282, 5 mp.  

En fonction des  p r e m i e r s  résul ta ts  dont nous disposons actuellement,  

nous pensons que cette cytokinine produite p a r  l e s  Arthrobacter e s t  proche 

des isopentenyl adenines. Cette hypothbse e s t  appuyée par le  microdosage du 

carbone (teneur voisine de 58 %) et de l 'hydrogène ( 6 , 3  %). (pour  l e  2 i P par  

exemple, l e  microdosage donne C = 59 '$ e t  H - 6 , 4  %), 

L' étude en  spec t rométr ie  de m a s s e ,  qui e s t  en cours  actuellement,  

nous pe rme t t r a  probablement de p réc i se r  cette s t ruc ture  moléculaire.  Les  tri 

faibles quantités de produit récupérées  a p r è s  l e  fractionnement des  milieux de 

culture rendent en effet t r è s  difficile l 'é tude p réc i se  en m i c r o  analyse. 

Indépendamment de ce  probl'eme quantitatif, nous avons auss i  rencon- 

t r é  d ' au t r e s  difficultés qui peuvent ê t r e  r é sumées  en 3 points : 

1)  l 'activité phytohor~nonale de la kinine produite dans l e s  milieux de cul 

ture  diminae tr'es fortement a p r è s  s a  purification totale. 

2) l e s  potentialités propres  à chaque souche d s  synthétiser des  cytokinine: 

s e  perdent progressivement  lorsque c e s  souches sont repiquées de riombreuse 

fois sur milieu n ~ t r i t i f  gélosé.  

3) dans cer ta ins  cas ,  avec la souche C 103 tout au moins,  des  cul tures ,  r 

cupérées a p r è s  incubatior,, présentent une coloration jaunâtre provenant de la  

synthèse d'un pigment pctr l e s  bac tér ies ,  qui in te r fère  ensuite dans not re  mé- 

thode de purification. ( ~ e  déterminisme de ce changement, probablement d 'o r  

d r e  génétique et  non imputable à une cantaminatiorz accidentelle, nous e s t  inco 

nu). 

Ces  difficultés compliquent, bien s û r ,  l 'étude de la  nature de cette cy- 

tokinine d'origine bactérienne. 



Chez l e s  bactér ies ,  l a  production de substances absorbant les  rayons U.7 

dans le milieu de cul ture ,  e t  plus particulibrernent de bases  puriques e t  pyr im 

diques, de nucléosides ou nucléotides, e s t  un phénomène as sez  courant. C e r  - 
ta ines  conditions expérimentales ,  tclles qüe l 'appauvrissement du mil ieu de cu 

ture, accélèrent  d 'a i l leurs  souvent ce phénomène e t  on peut démontrer  que dans 

l a  presque totalité d e s  cas ,  celui-ci  n ' e s t  pas  simplement le  résul ta t  d'une au-  

tolyse des  cellules (DEMAIN, 1968). 

Les Brevibacter ium, bactér ies  proches des Artl irobacter,  ont particulière 

ment  ét6 étudiées à c e  point de vue : ainsi ,  on a pu calculer pa r  exemple que- 

helvolum pouvait prodüire  dans son milieu d'incubation jusqu'à 52 fois l a  quan- - 
t i té globale des  substances absorbants à 260 mP présentes  dans s e s  p ropres  ce 

lules (FUKAMI et coll. 1963). De plus, l e s  molécirles excrétées  sont parfois a 

s e z  par t icul ières  : B r .  l iquefacienisynthét ise  a ins i  une uridine di-phosphate- 

N-acetyl-glucosarnine-peptide et  d 'au t res  UDP hexosamine (OKABAYASHI 1962 

Chez l e s  Arthrobacter ,  nous savons que A. c i t reus  peut accumuler  des 

quantite's appr  Sciable s d'acide 5'  inosinique dans un milieu suppïémenté avec 

de  l'hypoxanthine, employée comme p récur seur  (NARA et  coll. 1967). Ce  dé-  

r ivé  est  un produit de  fermentation bactérienne, m a i s  pour l a  cytolcinine sjrrltht 

t i s ée  par l e s  Arthrobacter  rhizosphériques nous ne pensons pas que son origin 

soi t  voisine, mais  qu'elle provient plutôt des  acides ribonucléiques de t ransfer  

(t RNA). Nous savons en effet que dans ces  mole'cules, des  substances de  type 

cytokinine s e  trouvent souvent si tuées à côt6 de l'anticodon, et  ceci,  pour les  

t RNA d'origine bactérienne, comme pour ceux des  végétaux et  des  levures  pal 

exemple. 

Ainsi, pour Rhizobiurn legurninosarum et a r y n e b a c t e r i u m  fasciens,  bac- 

t é r i e s  productrices de cytokinine comme nous l 'avons indiqué plus haut, COP-  

POLA et coll ,  (1968) pour l e s  premières ,  et  MATSUBARA et coll. (1968) pour 

l e s  secondes, ont pu démontrer  que cette activité phytohormonale était  auss i  

présente dans lei1-r t RNA. A pa r t i r  d 'au t res  souches,  on a pu même identifier 



réceniment l e s  C RNA contenant des  cytokinines dans leur  molécule, et  en de'- 

duire que seuls  l e s  t RNA dont la première  le t t re  de l'anticodon permettai t  de 

reconna?Tre l 'u rac i le  dans le code génétique pouvait posséder c e s  cytokinines 

(ARMSTRONG et coll. 1969 et  1970 ; BARTZ et coll. 1970 ; BURROWS et coll. 

1969). Préc isons  pourtant que dans ces  t RNA, la  cytolcinine peut ne pas tou- 

jours ê t r e  adjacente à l 'anticodon (HECHT e t  coll. 1970), et  que tous l e s  t RNA 

dont la p remiè re  l e t t r e  de I'antiçodon correspond à l 'uraci le  ne possèdent pas 

forcément des  dér ivés  de type cytokinine. Pour  l e s  Arthrobacter ,  nous pensonr 

d 'a i l leurs  qu'i l  s e r a i t  intéressant  d 'étudier cet  aspect du problème. 

Enfin cette cytokinine synthgtisée dans l a  zone rhizosphérique des plantes, 

peut intervenir soit à l 'extér ieur  de ces  plantes, soit dans leur  métabolisme 

propre,  a p r è s  absorption radiculaire.  Dans la  rhizosphkre,  cette phytohormon 

pourrait  en effet s t imuler  la  croissance de cer ta ins  microorganismes : algues, 

actinomycétales ou bac tér ies .  LETHAM (1967) souligne d 'a i l leurs  l ' in té rê t  des  

travaux de QUINN, OATES et BEERS, relat i fs  à l 'action des cytokinines s u r  la 

multiplication de Bacillus mggater ium, A r o b a c t e r k m  tumefaciens et  au t r e s  

bacter ies .  Dans le  métabolisme des végétaux, nous savons qu'elles peuvent in -  

tervenir  à de nombreux niveaux, e t  en part icul ier  dans l ' initiation et  la  régula-  

tion de la  synthèse d e s  acides nucléiques, dans la  r6giilation des  néoformations 

d'organes,  de la  donlinance apicale e t  de la dichotonisation, dans la  st imula- 

tion de la floraison, enfin dans la  régulation du t ranspor t  des  molécules dans l( 

~ h l o è r n e  e t  de  la mobilisation des métabolites (HELGESON, 1968). 



CONCLUSIONS GENE RALES 



C e  travai l  consa.cré à l 'étude des  intéractions en t r e  la plantule 

de Colza e t  l e s  microorganismes telluriques au  niveau de son a i r e  radiculaire 

nous amène à t i rer  l e s  conclusions suivantes : 

1 - Les substances organiques éliminées par  l e  systbme radi -  

culaire de c e s  plantules, e t  plus par t icul ièrement  les  acides aminés,  permet-  

tent l 'établissement d'une microflore  rhizosphérique dont l e s  caractér is t iques 

physiologiques e t  nutritionnelles auss i  bien que l e  spectre  bactér ien l a  distingu 

de la microf lore  tellurique. Cer ta ins  ge rmes  : l e s  Arthrobacter ,  sont particu- 

l ièrement  nombreux dans cette rhizosphère,  e t  l eu r  présence explique l ' impor 

tante activité ammonifiante e t  protéolytique dans l e s  milieux de culture des  

plantules de Colza. 

Cependant, cette r iches s e  en  Arthrobacter  n 'es t  pas  spécifique 

au  Colza, e t  peut ê t r e  général isée pour d 'au t res  plantes. El le  e s t  fonction de 1 

teneur relativement élevée de ces  Corynébactér ies  dans l a  microflore  des  t e r  

r e s  de la  région du Nord, employées pour nos expériences.  L e s  exigences nu- 

tr i t ionnelles d e  ces  Arthrobacter ,  e t  en part icul ier  l eu r s  besoins en acides a -  

minés,  permettent  pourtant de différencier l e s  souche s d 'or igine rhizosphéri-  

que des souches typiquement telluriques.  

2 - Cette microflore  rhizosphérique e s t  capable de synthétiser 

des  facteurs  de  c ro issance  de type vitaminique a ins i  que des  substances de 

type phytohormonal. Pour  l e s  fac teurs  vitaminiques, une attention particuliè- 

r e  a été portée su r  l'évolution des  composés foliques et  de l a  vitamine B dam 
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la  rhizosphère.  Des résu l ta t s  obtenus, il r e s s o r t  que la microflore  rhizosphé- 

rique du Colza,  et  l e s  Arthrobacter  en  part icul ier ,  produisent de l a  vitamine 

B12 
qui peut ê t r e  absorbée par  l e s  plantes et  que l 'on retrouve dans l e s  t issus 

des  végétaux. P a r  contre,  l 'augmentation de l 'activité folique dans l a  rhizos-  

phère e s t  dûe principalement à un au t re  phénomène : l a  l ibération pa r  voie en- 

zymatique d'origine bactérienne des  fo rmes  foliques l ibres  à par t i r  d e s  dér i -  

vés  conjugués, l ibérés  par  l e s  racines.  



Enfin, en  ce qui concerne l e s  substances phytol~ormonales,  en  

plus de l ' ac ide  0 indolyl acétique, l e s  Arthrobacter synthétisent une substance 

de type cytokinine dont l 'action s u r  l e  système radiculaire  du Colza conduit à 

l 'apparit ion d'une dichotomie t r è s  prononcée et  à l a  prolifération d'un manchon 

t r è s  dense de poils absorbants.  

Ces  résu l ta t s  nous conduisent à évoquer quelques problèmes s e  s i -  

tuant parfois  dans un contexte un peu plus vaste que l a  rhizosphère,  m a i s  dont 

l 'étude nous semble digne d ' ê t r e  abordée,  auss i  bien du côté végétal que du 

côté microbien. 

En effet, s i  nous savons qu'i l  e s t  t r è s  probable que les  plantes peu, 

vent ut i l iser  cer tains  produits du métabolisme bactérien te ls  que des acides a -  

minés ou d e s  molécules à faible poids moléculaire,  nous ignorons leur compor 

tement vis à vis des  macromolécules  excrétées  par  l e s  bac tér ies ,  ou l ibérées  

au moment des  lyses  au contact des  rac ines .  Or,  noils avons déjà soupçonilé 

dans les  cultures d lAr throbacter  la  présence de molécules de type polynucléo- 

tidique. Par fo is  auss i ,  à par t i r  d 'extrai t  de plantules de Colza ayant germées  

en présence  dlArthrobacter ,  nous avons remarqué a p r è s  chromatographie s u r  

papier,  en  lumière de Wood, la présence de substances qui n'existent pas  dans 

l e s  ex t ra i t s  provenant de germinations s té r i les .  A la lumière  des  travaux de 

LEDOUX et  coll. (1968 et  1969) e t  STROUN et coll. (1970 e t  1971) qui, dans un 

contexte expérimental différent du nôtre ,  ont pu prouver la  présence,  à l ' inté- 

r i eu r  des  cellules végétales,  de molécules telles que des  acides nucléiques bac 

té r iens  d'origine exogène, il nous semble intéressant  d 'é tudier  ce phénomène 

au niveau des  intéractions rhizosphériques.  



Dans un aut re  domaine, celui de l 'équilibre biologique des m i -  

croorganismes du sol,  l e s  pouvoirs de synthèse des  bactér ies  rhizosphériques,  

qu'elles soient d e s  &throbacter_comme nous l 'avons constaté dans nos expé-  

r iences ou qu'elles soient d e s  Pseudomonas comme l e  démontre d 'au t res  che r -  

cheurs ,  doit probablement pe rme t t r e  l 'é tabl issement  d'un cycle annuel a u  cours 

duquel l e s  différentes f lores  bactériennes s e  succèdent. En effet, la synth'ese 

des  fac teurs  vitaminiques dûe à la prolifération des  ge rmes  rhizosphériques,  

s i  elle peut difficilement, à cause de l a  faible concentration des vitamines pro-  

duites, intervenir dans la nutrition des  plantes, peut pa r  contre s t imuler  la 

croissance des g e r m e s  à exigences nutritionnelles t r è s  élevée dont l 'activité 

succédera à celle des  ge rmes  rhizosphériques.  Leur  rôle permet t ra ,  p a r  e -  

xemple, l a  dégradation de molécules complexes exigeant l ' intervention de  nom- 

breuses  enzymes. 

Enfin, l e  comportement des  plantes vis à vis des  agents pathog'enes 

ne pourrai t - i l  pas,  dans cer ta ins  cas ,  s 'expliquer pa r  l 'effet rhizosphère ?. 

En effet, nous avons déjà signalé plus haut que PETERSON et  coll. (1957) t rou-  

vaient dans une t e r r e  non infectée, plus d 'Ar th robac te rdans  l a  zone rhizosphé- 

rique d'une variété  de lin rés i s tan te  à Fusa r ium oxysporum que dans l a  rhizos-  

phère d'une variété  sensible. Nous savons auss i  depuis l e s  travaux de NEAL et 

coll. (1 967) qu'une substitution disomique de chromosorne chez un blé, provo- 

quant l a  per te  de s a  rés i s tance  à certaines  maladies  cryptogamiques, conduit 

corrélativement à des  changements dans la  microf lore  rhizosphérique. Pour  l e  

Colza, nous n'avons pas abordé ce  problème s u r  l e  plan expérimental, m a i s  il 

se ra i t  peut ê t r e  intéressant  d 'analyser  le  spectre  bactér ien de l a  rhizosphère 

en fonction de c e s  différences var iétales .  
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L'étude de  quelques problèmes part icul iers  de l a  rhizosphSre a été 

abordée en prenant comme matér ie l  végétal : des  graines de Colza dont l e s  

caractér is t iques conviennent à ce  type de t ravai l ,  e t  comme source microbienn 

l a  f lore  tellurique d e s  sols  de la  région du Nord de  la Francc,ou.des souches 

pures  provenant de cette m ê m e  f lore .  Ces  expériences ont é té  l imitées  à l 'étu- 

de de la "jeune rhizosphère" c ' e s t  à d i re  celle qui e s t  induite par la  croissance 

d e s  plantules pendant l e s  p r e m i è r e s  semaines de culture.  

L'étude d e  l'évolution des  substances organiques élirniriée s pa r  

l e  système radiculaire  de ces  plantules en présence d'une microflore a pe rmi  

de met t re  en évidence une utilisation t r è s  rapide des  acides aminés pa r  l e s  

bactéries,  contrairement  aux vitamines hydrosolubles dont la teneur globale 

dans le subs t ra t  de germination varie  peu. P a r m i  l e s  acides aminEs excré tés  

p a r  l e  Colza, les  plus abondants sont les  acides glutamique e t  aspartique, la 

ser ine ,  et  la glutamine. La  présence de sucres  t e l s  qcie l e  glucose et  l e  f ruc-  

tose ainsi  qu'un acide organique : l 'acide malique a pu a u s s i  ê t r e  m i s  en  évi- 

dence. 

Les  caractér is t iques de l a  microflore  rhizosphérique induite par  la  

présence de  c e s  substances organiques la différencie de la  microflore telluriqu( 

p a r  des  par t icular i tés  physiologiques, nutritionnelles, e t  pa r  son spec t re  bac- 

tér ien.  Cet te  microflore  présente  en effet une activité amrnonifiante e t  protéo- 

lytique t r è s  élevée, e t  l 'étude des  groupements nutritionnels montre un en r i -  

chissement en ge rmes  auxotrophes vis à vis des  acides aminés,  au dépens des 

ge rmes  prototrophes a ins i  que des  ge rmes  à t r è s  faible pouvoir de synthèse. 

Quand au spec t re  bactér ien de l a  microflore  rhizosphérique, il se  distingue 

p a r  une proportion t r è s  for te  de bactér ies  corynéformes du genre Arthrobac-  

t e r ,  qui s e  trouvent s t imulées pa r  l e s  excrétions racinaires,  contrairement  aux - 
germes  sporulés .  Cette r ichesse  en P r th robac te r  n 'es t  d 'a i l leurs  pas specifiqut 



au  Colza puisqu'elle peut ê t r e  généralisée pour d 'autres  plantes, de familles 

t r è s  diverses .  Cependant, elle e s t  probablement en rapport  avec le  spec t re  

bactérien propre  des  microflores  telluriques employées dont l a  teneur en&- 

throbacter e s t  déjà relat ivement  élevée. 

Cette microflore  rhizosphérique e s t  capable de synthétiser des  

facteurs  de c ro issance  de type vitaminique, e t  une attention part icul ière  a été 

portée s u r  la production de vitamine B dont la  présence dans la rhizosphère 
12 '  

a été démontrée.  Cet te  cyanocobalamine peut ê t r e  absorbée pa r  l e  systèrne 

radiculaire des  plantules, et  il a été possible,  par  dosages biologiqiies, de la  

me t t r e  en évidence dans  les  t issiis des vége'taux sains .  Son rô le  dans l 'équilibre 

de la  microflore  dans l e  sol ou dans le  métabolisme des  t i ssus  végétaux a été 

analysé. 

A propos d'un aut re  type de vitamines : les  coinposés foliques, 

l a  microflore rhizospl-rérique intervient auss i ,  ma i s  cette fois d'une façoii dif- 

férente ,  en l ibérant,  p a r  voie enzymatique, l e s  formes  l ibres  de  l 'acide folique 

à par t i r  des  composés conjugués excrétés  p a r  l e  Colza. Une etude biochimique 

de ces  fo rmes  conjuguées, quantitativement t r è s  i m p o r a n t e s  chez l e  Colza, a 

d 'a i l leurs  pe rmi  de détecter  simultanément la  présence de clérivés formylés  

e t  méthylé s des  pte r oylglutama te S. 

Enfin, cette inicroflore rhizosphérique, et l e s  A r t h l - o b a c t e ~  

en part icul ier ,  synthétisent des  substances phytolzormonales dont l 'une, de type 

cytokinine, a été décelée grâce à son action s u r  le  syst'errie radiculaire  du Colza 

qui, en s a  présence,  présente  une dichotomie t r è s  prononcée e t  une prol i féra-  

tion abondante de poils absorbants.  Après  isolement e t  purification de cette 

cytokinine produite dalis l e s  milieux de culture des  _&throbacter,  son étude chi- 

mique prouve qulel.le e s t  différente des  cytokinines actuellement connues e t  pro- 

duites dans l e s  milieux de culture de cer ta ines  bactér ies  phytopathogènes ou 

symbiotiques. 

Ces  quelques exemples d ' intéract ions entre  l e s  plantes e t  les  

microorganismes s'ajoutant aux r 6  sultats déjà  connus prouvent l ' importance 

que peut avoir la microf lore  rhizosphérique, soit dans la  symbiose avec l e s  

plantes, soit dans l 'équilibre microbiologique des  sols.  
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