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Chapitre [

INTRODUCTION



AVANT PROPOS.

Ncus savons depuis les travaux de HELLRIEGEL et
WILFARTH en 1886 rappelés par WILSON (170) gque des cellules

bactériennes peuvent fixer 1'azote atmosphérique .,

Les Cyancbactéries et les bactéries photosynthétiques

scnt & la fois capables de photosynthése et de fixation de l'azote

moléculaire . Rhizobium , Azotobacter , Nitroscmcnas peuvent
fixer l'azote, généralement en vivant en symbicse avec une plante

héte . D'autre bactéries fixatrices comme Azosvirillum brasiliensis

vivent associézsaux racines des graminées fourragéres tropicales,cu
& celles du riz ou du mals .Certains champigncns inférieurs,les my-
corrhizes ,ont aussi un rd8le important dans l'alimentation azotée

Ge certains arbres ou de plantes d'origine tropicale.

La symbiose certainement la mieux connue associe les
bactéries du genre Rhizobium & des plantes de la vaste famille
des légumineuses, Ces bactéries infectent les tissus racinaires
et y provoquent la formation de nodules. Elles s'y transforment

en bactérclides " capables de synthétiser la nitrogénase qui
permet la réduction ae l'azote en ions ammonium,et les systémes
enzvmatiques qui transfcrmeront ceux—-ci en acides aminés utilisables

par la plante,



Cette symbicse Rhizobium - légumineuse est certainement
celle gui présente le plus grand intéré&t éconcmique . D'aprés
GROS , JACOB et ROYER 1I979 (51)"la symbicse Rhizobium =
légumineuse qui s'établit dans les nodosités est respcnsable de
prés de la moitié de la fixation biologigue de l'azote & 1l'é&chelle

planétaire ., Ainsi la quantité d'azote fixé par ces légumineuses

varie de 50 a 500 kg par hectare et par an ,

Les récentegcrises économiques ( soja I®73, pétrole I975 )
montrent bien que le dévelcopperment des études fondamentales sur
cette symbiose devient essentiel et doit permettre l'extension
et la promotion des cultures de légumineuses,surtout & l'heure
ol des économies en énergie et en importation de protéines s'im-
posent. En effet beaucoup d'espéces dcocnnent des graines riches en
protéines ou sont des scurces utiles de nourriture ( soja , pois,
haricot) ou de fcurrage ( luzerne). D'autres sont importantes
par leur utilisation comme engrais vert ou comme paturage ( tréfle,
vesce) . Des espéces trcocpicales procduisent m@me du beis, des
épices, des drogues. La prcduction d'un aliment riche en protéine
ne nécessitant pas beaucoup d'engrais azoté est particulidrement
avantageux pour nos régicns mais surtout pour les régions ou

pays en vecie de développement ol protéines et engrais sont rares

et coliteux ., .



Pour la luzerne,comme pour les autres léqgumineuses,l'cb-
tention de récoltes & rendement satisfaisant dépend de l'&tablis-
sement d'une association particuliérement efficiente entre la
légumineuse & cultiver et une souche appropriée de Rhizobium .

Ces souches sont rarement présentes dans le sol 3 cultiver :

sols exempts de Rhizobium , sols hostiles & leur survie ( sols
acides,sols décalcifiés) ,sols contenant des Rhizobium trés infec-
tants mais peu compétitifs. Il est donc souvent nécessaire de
pratiquer”l'inoculation”™ (106) avant, pendant ou apré&s chaque
semis,avec une souche trés efficiente,convenablement sélectionnée,

”,

cultivée et conservée. Un tel R. meliloti, s'il s'agit de luzerne,

doit &tre capable de :
- persister sur les graines et dans le sol ccncerné,
~ surmonter la compétitivité des autres Rhizobium indigénes.

- provoquer rapidement la formation de nodules efficients.

Cette fixation syrbictique dépend aussi de nombreux autres facteurs:
Cceux jnfluengant la croissance de la plante hlte,la présence plus

ou moins grande d'azote dans le sol,par exemple .

Il semble néanmoins raisonnable de penser que des associations
entre Rhizobium et des végétaux n'appartenant pas a la famille
des légumineuses pourront,& plus ou moins long terme, &tre cul-
tivées et ceontribuer ainsi 4 une importante économie d'ergrais

azoté,

L'importance agroncmigque et fondamentale ce R. meliloti nous

=~

a conduit & étudier la production et la conservation de cette bac-
térie en vue de préparer un inocculum présentant des avantages

certains sur ceux déja existants.



Avant d'exposer les résultats de nos travaux nous présen-

N L PR 4 - s .
terons dans la partie Généralités une étude bibliographique sommaire
sur la préparation et l'application des inoculums pour légumineuses

et particuliérement pour la luzerne ( HMHedicago sativa ) . C'est

une légumineuse pérenne capable de donner des rencements élevés
sans fertilisation azotée. En France et en Europe c'est la plante
pour l'alimentation du bétail qui fournit le plus de protéines 2
1'ha ( IO tonnes de matiére s&che fournissent prés de 2 tonnes

de protéines). Parmi les autres avantages de cette espéce on peut
citer son faible colit de revient et son rlle important dans 1'jzmé-
lioration de la fertilité des sols: elle apporte l'équivalent de
30% de la quantité totale d'azote fournie par 1l'industrie a

1'agriculture francaise ( communication I.N.R.A. LUSIGNAN ).



I . IMPORTANCE DE L' INOCULATION ARTIFICIELLE DES

LEGUMINEUSES.

Les bactéries du genre Rhizobium sont rrésentes et peuvent
survivre parfois trds longtemps, en l'absence de plante-hdte,
dans la majorité des sols (8,68) . Mais la culture de légumi-
neuses dans de tels sols ne s'accompagne pas nécessairement d'gne
nodulation et d'une fixation d'azote atmosphérique. La symbiose
n'est possible gue si,lors du semis d'une légumineuse, l'espé&ce
de Rhizobium spécifique correspondante est présénte dans le
sol. De plus ces bactéries dcivent pouvoir infecter les jeunes
racines, y provoquer la formation de ncodules et &tre efficientes,
c'est & dire capables d'assimiler et de transformer l'azote de
1'air. Ces premiéres corditions de spécificité et d'efficience
scnt loin d'&tre toujours réunies dans la nature, Les techniques

de sélection de scuches de Rhizobium et d'inoculation artifi-

cielle des légumineuses permettent trés souvent de les réunir.

Les ncmbreux résultats positifs obtenus aprés inoculation
démontrent l'importance é&conomigue de cette technique culturale ,
aussi bien sur le ccntinent européen (1g,20,21,22,23,94,105.118)

gue dans les régicns tré@s diverses du monde entier (12.39.57-81).



Parmi les principales causes 4'insuccés dans 1l'inoculation

des légumineuses nous pouvons incriminer :

- la présence de dose &levée d'azote minéral dans le s01(96,98.106)

- l'utilisation d'incculum contenant des quantités trop
faibles de bactéries viables (15.95.123.).

- l'utilisation de substances toxigues pour Rhizcbium :
pesticides, engrais, composant d'enrcbage ou de certaines
tourbes (95.79.3,

- les antagcnismes microbiens et les phénoménes de compétition
dans le sol (60-157-168).

- l'action des rhizobiophages (90.166).

- les conciticns physiques du socl telles gue l'acidité (118),

les températures élevées (65.125-169.),

Tous ces facteurs pouvant affecter la survie et la multi-

plication de Rhizobium, la nodulation et la fixation de 1l'azote

de la symbicse Rhizobium - légumineuse cnt été remarqguablement

analysés par RAKOTOARISOA (118), tout récemment,

Qutre les gualités nécessaires que doit aveir la plante-
ndte pour cette fixation symbiotique,et qui ne sont pas de notre
spécialité, la sélection préalable de scuches de Rhizobiur
particuliérement bien adaptées & cette plante- hte est abso-
lument nécessaire. En plus des caractéres dus & la sélection,la
souche doit donc &tre résistante\aux facteurs chimiques ( aciditeg,
substances toxigues,produits fongicides et herbicides) ,aux
facteurs physiques ( température élevée,dessiccation ) ou bio-

logiques ( phages ) existantes dans le sol 3 cultiver.



Elle doit eétre infective, efficiente, stable du point de vue
génétigue,avoir une compétitivité supérieure a celle ces

Rnizobium autochtones et enfin persister dans le sol.

La préraration et 1l'application des inoculums pour la
"bactérisaticn®"des légumineuses doit contribuer largement 3 la

réunicn de ces exigences.

II PREPARATION ET CONSERVATION DES INOCULUMS POUR

LEGUMINEUSES,

La qualité cd'un incculum dépend du nombre de bactéries
viables qu'il contient,du maintien de la spécificité et de
ltefficience de ces bactéries, mais aussi de sa facilité de

transport,de conservation et d'utilisation.

I) Les cultures de Riaizobium pour inoculum,

-—— e G - - - T - - - - wean - -

Les Rhizcbium pour inoculation scnt le plus souvent obtenus
par culture immergée en milieux riches & base d'extrait de levure
( 66-162) . Des milieux empiriques utilisant des sous produits
industriels ont été décrits et utilisés avec plus ou moins de
succés (17.19.55. ), Dans tous les cas le milieu bon marché
Goit &tre capakble de produire un normbre élevé de cellules viables
en parfait état physiologique (131)., La durée de la culture doit
8tre aussi courte que possible,s; ce n'est que pour réduire les

riscues de contamination .

Des guantités €levées de cellules viables peuvent certes
gtre obtenues en modifiant l'origine cu la concentration de
l'extrait de levure utilisé,mais les résultats sont variables

suivant les souches,



De plus il faut prendre des précautions pour éviter les
inhibitions ce croissance et les altérations cellulaires impu-
tables & certainsextraits de levure(32135138) ou & des teneurs

élevées en certains acides aminés (142.143) .

La plupart du temps ces cultures sont réalisées en fermenteur
de capacité adapté aux besoins, Les paramétres ce culture ( ino-
culatiocn ,aératicn, température et durée d'incubaticn etc...)
doivent 2tre parfaitement étudiés et maltrisés. Dans ces condi- .
tions ltutilisation a'un milieu de culture synthétique est certai-

nement souhaitable,

2) Les inoculums liquides.

Ils sont formés par le milieu de culture contenant les
Rnizobium en phase stationnaire de croissance,ou d'une suspension
réalisée 3 partir d'une culture de bactéries obtenue par
ailleurs sur milieu solide. Deux méthodes d'application peuvent
8tre utilisées.Immédiatement avant le semis les graines sont
arrcsées de cette suspensicn,soigneusement mélangées et ressuyées
4 l'ombre jusqu‘d ce qgu'elles n'adhérent plus les unes aux
autres,permettant ainsi un semis régulier. Les bactéries en milieu
liquiace ( eau, lait écrémé, maltose & 9% ) peuvent aussi &tre
mélangéesavec de la terre,ou du foin de leégumineuses finement

.

broyé (24 ) qui est ensuite répandu sur les champs. Cette méthode

~

est de ncs jours  abandonnée.



Ce type d'inoculum donne de bons résultats en régions
tempérées (155), il a &té utilisé largement dans les polders
d'Ijsselmeer en iollande (24) oG il existe une ccllabcration
trés €troite entre les utilisateurs et le producteur, Il est
par contre difficilement utilisable 13 ol les conditions éco-
logigques sont plus sévéres,notamment dans les régions équato-

riales (12.16-39),

Dans ce cas d'inoculation sous forme liquide , les bactéries
directement en contact avec les graines, sont trés sensibles
4 certains fongicides et insecticides {16+ 24 )utilisés dans le

traitement de ces graines.

Enfin ce procédé est peu pratique. Le flacon de culture .
expédié & 1'agriculteur doit &tre fermé hermétiquement, et dans
ces conditions les Rhizobium meurent rapicdement. De plus les

-

flacons sont fragiles,difficilesa transporter et surtout i mani-

puler,

3) Les inoculums sur supports solides.,

C'est certainement la forme d'inoculum la plus courarment
rencontrée. Parmi les trés nombreux supports utilisés les plus
importants sont 34 base de tourbe (16.126-127 ). Divers auteurs
ont gssayé d‘ajouter 3 celle-ci d'autres additifs tels que

farine végétale, terre (156}, craie (16), charbon (110), foin ,

fumier (116), boue de filtration (114) etc....




10

Ces supports,toujours riches en matiéres organiques,contenant
les Rhizcbium peuvent &tre remis en suspension dans l'eau et
utilisés comme inoculumrmslizuides. Ils peuvent aussi &tre répandus

mécaniguement,le plus souvent au moment du semis, avec ou & cdté

des graines .,

Ces supports ont certes de nonbreux avantages. Ils permettent
souvent une multiplication des bactéries avant 1l'inoculation
et les proctigent sur les graines et dans le sol (26 _126).
Ils présentent néanmoins d'importants défauts inhérents aux pro=-
priétés de la tourbe. Les difficultés qu'ils engendrent au niveau

de la fabrication,du transport et de la conservation ne sont pas

négligeables. .

a) les propriétés de la tourbe.

La tourbe a des propriétés physiques et chimiques trés variables
d'un gisement i .1'autre (144), et m@me au sein d'un méme gisement
(130) . Ce mangue d'uniformité nuit évicdemment & la fiabilité de
1'inoculum final. Certaines tourbes peuvent inhiber tctalement
la croissance de Rhizobium , d'autres contiennent méme des
substances néfastes 3 la survie des bactéries (139.158) , Le
choix de la tourbe est donc essentiel. Il faut aussi signaler
qu'elle n'est pas disponible dans toutes les régions du monde ,

et il est alors difficile de geénéraliser son emploi,
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b) la préparationdu support.

1

Les cdifférents canstituants cdu support doivent &tre
séchés,brcyés et mélangés, La tourbe généralement trds acide
doit &tre neutralisée (CaCl, ). Il est souvent nécessaire de
stériliser soigneusement le support avant ensemencement. Parmi
les méthodes utilisées on peut citer:l'autoclavage i I20°C
pendant 4 heures,l'irradiation gamma(5510.106rads). Cette derniare
méthode est certainement la méthcde de_choix,mais son colit reste

toujours trés éleveé,

c) l'ensemencement du support.

Le milieu de culture contenant au moins Iogb/ml peut-&tre
tout simplement mé€langé au support non stérile ou mieux injecté
aseptiquement a4 chaque dose de support stérilisée au préalable.
Dans les deux cas i1l est nécessaire de favoriser le développement
au Rhizobiurm dans le support par un séjour de I & 2 semaines a

26 - 23°C . On notera déja ici 1l'importance qu'il faut donner
au choix du conditionnement pour toutes ces préparations déli-

cates, mais aussi au taux = d' humidité ( 60% ) pour le déve=-

loppement, la conservation et le transport (127) .

4a) La conservation et le transport.

Les inoculums solides conservés en sachets de polypropyléne

(144) sont certainement les plus utilisés de nos jours.
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Parmi les facteurs pouvant avoir une influence importante
sur la survie du Rhizobium on peut citer le maintien de 1'humi-
dité (156),1'aératicn et la tempé€rature (127) . Malgré la con-
servation 3 + 4°C presque toujours indispensable,la durée 4'uti-

lisation d'un tel inoculum est trés souvent limitée ( 6 & I8mois).

Ce type d'inoculum est souvent encombrant et peu pratique &

transporter, surtout & grande distance et dans les régions aux

concditions climatiques séveéres.

4) Les autres formes d'inoculums.

Récemment un inoculum constitué de Rhizobium fixé dans un
gel de polyacrylamiae semble pouvoir donner Ges résultats
de laboratoire intéressants. (41) . Popr cela ce type d'ine-
culum doit encore &tre ccnservé dans des conditions d'hydratation
importante.

La déshycdratation de Rhizcbium par lyophilisation est un
procédé couramment utilisé pour la conservation des souches de
ccllection ( 16),‘les propri€tés svmbiotiques de ces bactéries
n'étant pas altérées (12 2). La production d'incculum lyophi-
lisé, déja suggéré en I%960 par BOKNIER (12),n'en est pas encore
au stade inaustriel car elle se heurte & deux probl3mes essen=
tiels : un trés faible pourcentage de survie des bactéries
traitées (16) et une mort rapide des bactéries dans le sol
par manque de protection (31,1617). De plus c'est un procédé

onéreux.
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La dessiccation ces Rhizobium , par un procédé industriel
peu coliteux ,pourrait,penscns nous,résoudre les problémes liés aux
inoculums liquicdes et sur support . En effet, & condition ce
ccnserver les caractéres essentiels des bactéries la dessiccation
présente divers avantages tant au niveau cde la fabrication ,
les cenditions de culture pouvant &tre standardisées, qﬁ’au
niveau du stockage et du transport, les docses pouvant &tre con-=
cditionnés en petits flacons permettant un stockage aisg, et
1'encombrement minimum de ces doses réduisant de facon appré-
ciable les frais de transport. Par ailleurs cette présenta-
tion , aprés conservation et remise en suspension dans l'eau,
rencd pdssible non seulement la fabrication des divers types

d!'incculumr mais aussi 1l'applicaticn par les divers movens
&L p o

hebituellement utilisés,

III PRINCIPALES METHODES D'APPLICATIOMS DES INOCULUMS

Elles peuvent &tre directes ou indirectes :

I°) L'application directe ,ou pré=-incculation des graines :

Dans ce cas l'incculur est appliqué sur la graine

avant le semis. Trois méthodes peuvent &tre utilisees :

a) 1l'imprégnation 4 sec : l'inoculum sec ou sur support

est mélangé avec les graines. C'est le plus simple

des procédés mais aussi le moins efficace .
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) l'imprégnaticn humide : elle peut-2tre pratiquée & partir
d'un incculum liquide ou apr@s suspension cans l'eau &'un
incculum sec ou d'un inoculum ~-tcurbe. Il est possible
d'ajouter 3 ce moment des agents adhérents tels gue la
gomme arabique ou des ccomposés cellulosiques, Cette méthode
est souvent dénommée pralinage.

c) 1l'enrobage des graines : est une méthocde trés utilisée.
EIZ;-;;;;;;te-a foer-les bactéries sur la graine. Ces
bactéries peuvent provenir d'un inoculum ligquide,sec ou
sur support. Ce procédé protége assez bien les Rhizcbhbium
des conditicns physiques et chimiques défavorablesdu sol
et des graines, mais aussi vis-3-vis des bactéries en
compétition et des prédateurs, C'est ainsi que l'utili-
saticn de carbonate de calcium sous différentes formes,

et de charbon peut protéger les bactéries de 1l'acidité de

certains sols{110} .

2°) L'applicaticn indirecte :

Les graines sont semées non inoculées et 1'inoculum
est appliqué sur le sol indépencdamment, Cntte technicue est
nécessairement employéepour les graineg de légumineuses gui
perdent leurs téquments quand les 3otvlédcns émergent du sol ,
( ex. soja ), mais aussi dans le cas oll un traitement des ‘
graines par fongicides ou insecticides est indispensable., Ce
rode &'applicaticn permet aussi une bactérisaticn importante

quand la compétition avec les Rhizobium autochtones est
R S

sévére,
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Ce procédé peu utilisé, peut-&tre effectué par arrosage
avec une suspensicn préparée exterporanément & partir d'inoculum
liguice, sclice ou sur suppcrt, ou par dépdt d'un inoculum solicde,
gevant ou dcerriére la graine, pendant le semis. Ce node d'appli-
caticn,déja envisacgé par BOWNIER en I960 (12) s'adapte bien aux
inoculums déshydratés ou & ceux qui sont préparé€s par granulation

a partir d'inoculum - tourbe (24.47)

XEXXXAA XXX AKX KXKKXKXXX

Aprés étude des avantages thécrigues de l'inoculation, des
principales méthodes de préparation des inoculums,et de leurs mndes
d*applicaticn, ncus nous scmmes tout d&'abord.demandés si l'utilisa-
tion de milieux empirigues était vraiment indispensable pour la
production de Rhizobium. Les inconvénients nombreux des procédés les
plus utilisés,l'inoculum -tourbe et l'enrobage des graines, nous
cnt amené & penser gue l'inoculum déshydraté , capable de maintenir
pendant une durée suffisamment longue une guantité importante de
bactéries en bon état physiologique ,serait 1'idéal . En effet il
peut-8tre d*un prix de revient relativement peu élevé et sa pré-
sentaticn en petit £flaccn peut-2tre commode et permettre une large
utilisation, aussi bien cans nos régions gque dans les pays en voie

cde développement.
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BUTS DU TRAVAIL.

Nes travaux perscnnels nous cnt amené :

I°) A &tudier et a mettre au point la production en quantité de
cellules de Rhizobium dans un é&tat physiologique satisfaisant,
et ceci d'une maniére peu onéreuse : 1l'é&tude des cultures
sur les principaux milieux pour Rhizobium nous a permis de
définir un milieu synthétique idéal utilisable en fermenteur
de laboratoire pour la production en masse de Rhizocbium

meliloti.

2°) A étudier et 3 mettre au point des techniques de déshydrata-
tion et de conservation de ces bactéries en vue de la prépa-

ration d'un inoculum sec pour la culture de la luzerne

{ Medicago sativa ).

— A

3°) A réaliser, par des procédés adaptés, la sélection d'une

souche " anhydro-résistante présentant un taux de survie

gul améliore encore la gualité de notre inoculum.



Chapitre Il
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(::) MATERIEZL BACTLERIEN ET VEGETAL .

1l . RUIZOBIU!M & CROISSANCE RAPIDE.

Souches N°

Appellaticn d'origine.

Origine.

Isolement,

HMI-5 Rhizobium meliloti F.5.A.G. Medicago sativa
BELGIQUE 62
MI-55tF Rhizobium meliloti U.S.T.Lille Mutant de MI-5
M58 Rhizobium meliloti U.S.T.Lille Medicago sativa
MSNI Rhizobium meliloti U.S.T.Lille Medicago sativa
M98 Rhizobium meliloti U.S.T.Lille Medicago sativa
MgsmIStr Rhizcbium meliloti U.5.T.Lille Medicago sativa
: Lille I2930
MIIS Rnizobium meliloti U.5.T.Lille Medicagc sativa
Lille I972
MIZ2S Rhizobium meliloti R.I.0, Medicago sativa
I962
ArIo Rhizobium meliloti S.R.M.S.
MI7 Rhizobium meliloti R,I.O. Medicago sativa
I963
1208 Rhizobium meliloti U.5.T.Lille Medicago sativa
TU20 Rhizobium meliloti S.R.I1.5.
VE26 Rhizobium meliloti S.R.M.S.
44 Rhizobium meliloti C.I.A.T. Medicago sativa
AUSTRALIE I969
45 Rhizobium meliloti C.S5.I.R,0, Medicago sativa
URUGUAY I963
sU47 Rhizobium meliloti C.S.I1.R.O. Medicago sativa
AUSTRALIE I939
AI45 Rhizcbium meliloti R.I.J.P.K,



Souches N°,

AIGI
444

WuU498

WU499

2C01
2003
2004
20IID
20IIR
20IIS
20IIStr3

FMI

LII

L2s

L26

PIs

P94

Appellation d'origine,

Rnizobium
Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rnizobium
Rhizobium
Rhizobium
Rhizecbium
Rhizobium
Rhizcbium
Rhizcbium

Rhizobium

Rhizobium

meliloti
meliloti

meliloti

meliloti

meliloti
meliloti
meliloti
meliloti
meliloti

meliloti

meliloti

meliloti

leguminosarum U,.S8.T. Lille

Origine,

R.I.J.P.K.

U.W.A,

U.W.A,

R.C.R.
ROC.R.

R.C'R.

R.C.R,

U.S.T.Lille

Rhizobium leguminosarum C,R.B.

3HOaIB8/C/R/B.

Rhizobium leguminosarum R.C.R.

I00I

Rhizobium

R.C.R.

phaseoli

3622 R.C.K.

Rhizobium

phaseoli

3610 RQCOR.

Rhizobium

phaseoli
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Isolement

Non connu

Medicago trunca-

tula W.AUSTRALIA
1965

Medicago trunca=-
tula

Medicago sativa
Non connu
Non connu
Non connu

Non connu

Mutant de 20II

Pisum sativum
Lille I972

Pisum sativum

BELGIQUE Rochel l¢
ILL 1933

Viscia hirsuta
1972

Non connu

Non connu

Phaseolus acuti-
folus Yuma,Ariz.
1948



Souches

P95
CC365

CCS5II

TI

TAI

T3

T5

TI4

CC2480a

J5
J6

Je7
J68

CC709

CBI809

Appellation d'origine

Rhizobium
Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizcobium

rRhizopium

Rhizobium

phaseoli
phaseocli

phnaseoli

trifolii

trifclii

trifoliil

trifolii

trifolii

trifeolii

RHIZOBIUNM

Origine

R.I.O
C.S.I.R.0.

CeS.I1I.R.0.

R.I.0.

C.S5.I.R.0.

R.C.R.

A CROISSANCE LENTE .

Rhizobium
Rhizobium

Rhizobium

Rhizobium

Rhizobiun

Rhizobium

japonicum 3-I7

japonicum 3-24

japonicum

japonicum

japonicum

japonicum

FIS.A.G.
C.s.I.R.O.

R.I.0.
R.I‘Ol

C.S.I.R.O.

C.S5.1.R.0.
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Isolement

Phaseolus vulgaris
Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgaris

Trifolium sp I%62

Trifolium Substerra-

neum,Bridfort

Tasmania AUSTRALIE
1968

Trifolium repens
AMBLESIDE ENGLAND
I942
Trifeolium repens
BLADFORD DORSET
ENGLAND I94I

Trifolium pratense
Lille I969

Trifolium subterra-

neum yanninicum
GREECE 1965

Soja I956
llon connu.

Glycine hispida
JAPON I929

Glycine hispida
YOUGOSLAVIE I955 |

Glycine max

Glycine max 1968



Souches
X65
KIO07

KIZ2I

Ve

VI22

I35
3001
3002

CB756

ORIGINES :

C.I.A.T.

C.S5.I.R.a.

F.,S5.A.G.

U.W.A,
R.I.J.P.K.

S.R.M.S.
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Arpellation &'oricine Origine Isclement
Rhizobium lupini C.S.D.A. Lupinus angustifolius

GEORGIA I946

Rhnizobium lupini R.I.O. Lupinus albus
GAINSVILLE IS940

Rnizobium lupini R.I.0. Lupinus luteus
BRESIL I959

Rhizecbium spp U.5.T. Lille Arachis SENEGAL I974
cowpea =group

Rhizcbium spp R.I.O. Vigna sinensis 1920
Rhizobium spp R.I.0. Pueraria thumbergiana

ROCK EILL I939

Rhizobium spp R.C.R. Antaylus vulneraria
BEDFORT ENGLAND I95I

Rhizobium spp R.C.R. Lotus corniculatus
BEDFORT ENGLAND 1951

Rhizobium spp C.S5.I1I.R.0, Hon connu

Centre Internaticnal Agricultura tropical COLOMBIA

COMMONWEALTH Scientific and Industrial Research Organisation
CANBERRA AUSTRALIA

Faculté des Sciences Agronomigques de GEMBLOUX
5800 GEMBLOUX , BELGIQUE

RHOTHAMSTED Collection of RHIBOZIUM (HARPENDEN HERTFORDSHIRE)
G.B.

Research Institute ONTARIO , CANADA

United States Department of Agriculture BELTVILLE,MARYLAND
U.S.A,

Université des Sciences et Techniques,Laboratoire de

,MicrobiOIOgie ., LILLE

The University of WESTERN AUSTRALIA ( NEDLANDS,AUSTRALIA)
Rijksdienst voor de Ijsselmeerpolders, KAMPEN.THE NETHERLANDS

Station de rechercne de Microbiologie des sols .DIJON ,FRANCE
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Str
3. SOUCHE DE R. [HELILOTI ACIDO-TOLERANTE MgSmy

RAKOTOARISOA 193C (118) a isolé de la souche de R, meliloti

MgS un premier mutant spcntané capable de se développer convena-
blement & pkE 5,5, A partir de celui-ci, par mutaqénéses,des'ﬁutants
de seconde génératicn ont été obtenus,dont MgSmlStr. Cette scuche
est la plus acidc-tolérante cue l'on a cbtenue au cours des muta-
généses successives., LElle a été ensuite rendue résistante a 400 ug/rml
de streptomycine afin de pouvoir la repérer lors de son utilisatiocn
sur le terrain.

Cette scuche est capable de se déveloprer et d'infecter la

luzerne dans les sols acices.

4, ENTRETIEN ET CONSERVATION DES SOUCHES DE REIZOBIUM.

Selcn la méthode préconiséepar QUADLING 1I960 (117 ) toutes
les souches bactériennes utilisfes sont maintenues & - 20°C en

milieu R.C, fructocsé & I% additionné de 50% de glvcércl.

A partir de ces cultures congelées,des repiquages sont effec-
tués sur le m@mre milieu sclide en tubes inclingés, Ils sont maintenus

-~

3 + 4°C au réfrigérateur et utilisés pour les expériences.

Il est aussi pcssible de maintenir les scuches bactériennes en
suspension dans la gélose pure & 7,59 / litre ( gélose blanche),en
petits tubes bien fermés,ou en ampoules scellées au réfrigérateur.

Ce moyen peut permettre une conservation de deux années.
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Les scuches les plus importantes pour nocs travaux, cormme
les souches obtenues par sélection ou mutation ( ex. MQSmIStr),sont

garaées lvophilisées en ampoules scellées scus vide,

S. LEGUMINEUSES,

Des essais préliminaires ont &té effectués sur des variétés de

graines de luzerne ( Medicacgo sativa ) ., La variété "Magali" a été

retenue pour son taux de germination et son appareil racinaire bien

développé.
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MILIEUX DE CULTURE ET TAMPON,

MILIEUX EMPIRIQUES POUR RITIZOBIUM,

Parmi les ncombreux milieux de culture empiriques (ou complets)

décrits par divers auteurs pour la culture ces bactéries

du genre Rhizobium nous avons surtout retenu ceux utilisés

par :

FRED, BALDWIN et Mc COY (4 8),en IS32:milieu Y.E.!M.

( Yeast Extract Medium)pour Rhizcbium,

LAIRD (73), en I832, modifié par DELATTRE (34 ), en

I971I :milieu R.C. ( Rhizobium complet) pour Rhizobium.

KEELE (71), en I969,milieu K, pour R. japonicum.

ISWARAN (66), en 1973, milieu I, pour R, japonicum.

3ERINGER (10), en 1974, milieu T.Y. ( Tryptone Yeast

pour R. leguminosarum ,

ARIAS ( 3 ), en I976,milieu A, pour R. japcnicum et

R, trifolii.

UCKER et SIGNER (152), en 1978, milieu L.B, ( LURIA

Broth (80) , pour R, meliloti.
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les compositions en g par Llitre de ces milieux scnt décrites
ci aprés. Nous avons résumé dans le tableaul les formules

de ceux qui ont été utilisés dans notre travail.

Tous ces milieux complets contiennent de l'extrait de levure
sous forme séche ( Yeast Extrac t Difco). |

Nous n'avens pas employé le milieu de WRIGHT recommandé par de
nombreux auteurs tels que BALDWIN et FRED ( 4 ), NORRIS(104),
BONNIER et BRAKEL (16 ),COURTOIS(29) etc., car,la reproducti-
bilité de la gualité de l'extrait de levure fréiche est
difficile & obtenir.

De méme nous n'avons pas retenu le milieu de BERGENSEN ( 7 ),
son taux élevé ( 3g. par litre) de carbonate de calcium le

rend hétérogéne et d'utilisation délicate pour ncs comparaisons.
Nous avons utilisé essentiellement le mannitol,le glucose,

et le ZIructese cu lévulose - conme source de‘carbone et
d'énergie. Ils sont toujours ajoutés en scluticns stériles,au
moment de l'emploi,au reste du milieu stérile. Les milieux

T.Y. et L.B, ne contiennent pas de source hydrccarbonée autre
qgque celle contenue dans l'extrait de levure .

Le pH. final de tous ces milieux est vérifié et ajusté a

7,0+ 0,2 , & la température de 25°C.



CONCENTRATION FINALE EN GRAMMES PAR LITRE D'EAU DISTILLEE
COMPOSANT I 2 3 4 5 6 1 8 9

Y.E.M. R.C, K. I, T.Y. A, L.B, W. B,
KH2P04 I I .
K,HPO, 0,5 I I 0,5 I 0,5 0,5
H NO
NH 4HO5
NH,C1 0,5 0,5
Mgso, , TH 0 0,1 0,2 0,I8 0,2 0,18 0,2 0,2
FeCl,, 61,0 0,01 0,004 0,01 0,004 0,01
CaCl,, 21,0 0,13 0,13 0,88 0,13
Caso, , 2H,0 0,1 0,1
CaCo, o,I 3
NaCl 0,2 0,2 0,1 0,2 5 0,2 0,2
Tryptone (Difco) 5 10
Extrait de I I 1 2 3 3 5 I00ml. I
Levure (Difco) frais
Gluconate de 1,5
potassium

)
TABLEAU I . Composition de milieux empiriques pour Rhizobium.

%4
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2. MILIEUX SYNTHETIQUZES POUR RHIZOBIUM

Parmi les nombreux milieux de culture synthétigues décrits,
par divers auteurs pour la culture des différentes espéces de

Rhizobium nous avons surtout retenu ceux utilisés par:

I. FERRY P, , BLACHERE H. et OBATON M.(46 ) en I959,

milieu p,B,0, pour la culture ae R.meliloti.

2, RIGAUD J. (122) en I%65, milieu RI. pour la

croissance d'une souche de R. meliloti.

3. SHERWOOD M.T. (134 ) en I970, milieu S.Y. pour la
croissance de Rhizobium ., Ce milieu dérive du milieu
synthétique décrit par BERGERSEN ( 7 ) en I96I,et
utilisé avec guelques modifications,par BERINGER
(9-10) en I973 pour des études génétiques de

R. leguminosarum.

4, DELATTRE J.M. ( 34 ) en I97I, milieu R.H.BI ou R pour

des études de physiologie de Rhizobium.

5. MILLER J.H. ( 89 ) en 1972 mais aussi

UCKER D.S. et SIGNER E.R. en I9783 : milieu MgA

pour des études génétiques de R. meliloti.
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( Morpholino propane sulfcnate) pcur des études physio-

logiques sur les Entérobactéries.

7. PEDROSA F.O0. (112) en I1I%274,milieu P, pour des études sur

le métaboclisme de E. faponicum .,

Leurs compositicns respectives en grammes par litre d'eau

distillée,sont décrites ci-aprés et résumées dans le tableau II

Nous n'avons pas utilisé& le milieu synthétique originel
de VINCENT ( 159 ), ni celui tres cSuteux décrit rar DUDMAN W.F.
(43 ) pour la prcduction de polysaccharide extracellulaire par

R, meliloti en phase de crcissance.

Dans nos travaux comparatifs l'ose et les vitamines sont
ajoutés en solutions stériles au moment de l'emplei. Le pH final

de tous ces milieux est ajusté 57,0/éla température de 25°C.
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3. TAMPON DE NON PROLIFERATION POUR RHIZOBIUM,

Nous avens utilisé un tampon de non prolifération ( T.N.P.)

pour laver et mettre en suspension les cellules bactériennes.

Ce tampon est en fait le milieu R. ne contenant ni source
carbonée,ni source azotée,

Sa formule par litre d'eau distillée est la suivante :

KZH PO4.‘000000Doo.ooc.-nl.;'tocOI’og
I'lgSO4'7H20 .Q.ll.00-00.0..0..0.000'2g

pH final 3 25°C..ooocoo.ao7,2

Pour éviter une é&ventuelle formation de précipité de phosphate
de magnésium durant la stérilisation, les deux solutions sont
préparées séparément,autoclavées 20 minutes & I20°C et mélangées

4 part égale au moment de l'utilisation.

4. MILIEUX DE CULTURE POUR PLANTULES DL LUZERNE,

Milieu de NICOL et THORNTON (101)

K2HPO4.Iool..olo.ooooc00000000000'5

Mgso4 ’7H200000000000.00.'0'.0..0,2

g
g
NaCl .o.oot.oll.llool.l...-otoo.O’I g
FePO4.........O..l...'l...‘.l..‘I'O g

g

Ca3 (PO4)2....lu.0000000000000\002’0

FeCl3...........................I ml., d'une sclution concentrée
a IOg/l
Eau de conduit® eceseeessces oos gaS.Pe I litre

Le pH est ajusté & la valeur voulue par une sclution de

H3PO4 ( acide ortnophosphorigue) ou de K OH (potasse)
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Le milieu est réparti en tubes de 20 x 200 mm & raison de I2 ml

par tube, dans lequel on introduit une languette de papierVWHATMAN

La stérilisation se fait & I20°C pendant 20 minutes.

—t

<3

(93]
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i!i} PRCCEDES DK CULTURE DES

BACTERIES

Nos études de croissance des différentes
scuches sur les milieux retenus ont &té,dans un premier temps,
réalisées en tubes et en flacons agités. Puis nous avons eu la
pessibilité de pouvoir utiliser un biophotom&tre original
pour confirmer et préciser nos premiers résultats.Les essais
de production de cellules ont ensuite &té entrepris en fermen-

teurs de laboratoire.

1. CULTURES EN TURES .

Elles ont toutes é€té réalisées au moins deux fois,
dans des tubes de 20x220 mm contenant chacun IOml. de
milieu & expérimenter. Chacue tube est inoculé par
0,I ml d‘'une suspension en tampon INP contenant IO &
bactéries lavées par ml . Ces bactéries proviennent
d'une culture en phase stationnaire effectuée sur mi-
lieu R,C, fructosé &8 I% , A une densité optigue de 0,83
600 nm les cellules sont centrifugées & 1I6.300 g
lavées dans le tampon TNP, centrifugées i nouveau
et regrises' dans 5 ml dé tampon TNP, Les milieux

. ~ . 7
ensemencés contiennent donc au départ environ IO bac-

téries par ml.
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Les cultures sont maintenues & 30°C,en agitation rotative
continue., L'utilisation de la table a'agitstimm A.3. 250

de la Société BIOLAFFITE , (IO0 rotaticns Parnmin, excentricque
de 25 ;m ) permet d'obtenir une aération convenable du

milieu,

La croissance est contrOlée par des mesures réguliéres de
1'absorbance & 600 nm,mais aussi par l'évolution du pH,et
dans certains cas,par 1l'appréciation du nombre de cellules

revivifiables,

2. CULTURES EN FLACONS.,

La grande majorité des cultures ont aussi été réalisées
en flacons de 500ml (type transfusion sanguine), toujours
en double exemplaire , Ces flacons, ne contenant‘que IOOml.
de milieu sont ensemencés avec Iml de suspension bactérienne

préparée comme décrit ci-cessus.

Les flacons ainsi inoculés,bouchés eux aussi par une bourre
de coton cardé stérile,sont mis 3 incuber a 30°C, sur agitateur

rotatif identique & celui utilisé pour les cultures en tubes.

Un prélévement de 5ml est effectué régulisrement pour
apprécier d'une part l'abscrbance & 600 nm et le nombre
ée cellules viables,et suivre d'autre part l'éveclution du

pHc
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3. CULTURES SUIVIES AU BIOPHOTONETRE,

Certaines cultures comparatives ont pu 8tre réalisées
et suivies au moyen d'un nouveau biopnotométre qui a &té mis au
reint récemment par MARAIS ( 84 ) au centre de Technclogie Bio-
médicale de 11.NS,E.R.M, de Lille ( Directeur : ¥, MOSCHETTO ).
Les caractéristiques essentielles et les conditions
expérimentales ce cet appareil sont les suivantes :

- cellules de culture : I6 tubes standards alignés,

de I8 x 200mm pouvant contenir IO ml de milieu,
permettent de suivre simultanément, sans autre
manipulation gue l'ensemencement ,I€ croissances

dans des conditions bien définies.

- Cispositif d'agitation : par vortex continu dont

la vitesse est réglablé de guelques tours i plus
de 3.000 tours /minute. Lors de chaque lecture
l'agitation cu tube est arr@tée, puis celui-ci
reprend aussitdt sa positicn et son agitation ini-
tiales. Pour nos cultures nous avons maintenu une

vitesse constante de 750 t/min



34

- dispcsitif de régulation de la température d'incubation :

+ 4°C 3 45°C,par enceinte chauffée par une jaquette d'eau.
La précision atteinte au niveau du milieu est de + 0,5°C

Nos cultures ont été réalisées a 30°C.

- dispositif automatique de mesure de l'absorbance :

par turbidiméﬁrie,au moyen d'une diode électroluminescente
émettant 3 693 nm et d'une photodiode réceptrice. Ce couple
est fixé sur un chariot,qui se déplace devant les I6 cuves,
L*'intervalle de temps séparant les s&ries de mesures est
réglable de I 3 99minutes. De fagon 3 éviter toute dérive,
le 0% et le IO0% de transmission sont effectués automa=-
tiguement avant chaque mesure. La précision de la mesure
obtenue peut-8tre inférieure a I pour mille .

Toutes lesmesures sont imprimées et peuvent &tre traitées

3 la sortie. Dans nos essais elles ont été effectuées

automatiquement toutes les 20minutes,

L'inoculation des milieux est pratiquée de fagon tout i fait
identiqgque 3 celle des autres cultures en tubes.

C'est ainsi que nous avons pu comparer simultanément la croissance
d*une souche sur 7 milieux et apprécier les performances 4'un

milieu vis-3-vis de 7 souches différentes,toutes les cultures

ayant été toujours effectuées en deux exemplaires.
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4, CULTURES EN FERMENTEUR DE LABORATCIRE.

4, 1 - Fermenteur utilisé.

La plupart de nos travaux de mise au point de production de
cellules de Rhizobium ont été pratiqués en fermenteurs NEW=-BRUNSWICK=-

modéle IS dont les caractéristigues essentielles sont :

- cuve en verra de capacité utile 1I2 litres.

- agitation magnétigue, O 38 OO0 t/min

- aération par injection d'air ccmprimé,pression=I,05 Kgf/cm2

Gébit = 03 I6 l/min

- régulation de la température par circulation d'eau,réglable
de 20 a 70°C,

- contrdle des mousses par turbine casse-mousse et d'addition

d*agent antimousse 3 base de silicone.

- contrdle et régulation de pH par électrode et dispositif

d'injecticn Ge solution acide (H3PO4.3N)ou basique (KOH, 3N)

- cispositif de mesure de la concentration en oxvagéne dissous

au mecyen d'une scnce.

- dispositif d'ensemencement et de prélévement par une dériva-

tion entralnée par pompe péristaltique.

4, 2 - Concduite de la fermentation .

a) préparation ~

I0 litres de milieu sans scurce de carbone,ni vitamines,sont
préparés;9 litres sont introduits dans la cuve du fermenteur

munie de tous SeS accessoires ,0,9 1 dans une ficle g'inocu-

lation ée 2 litres.
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La stérilisation est assurée par autoclavage 3 I2I°C
pencant 60 minutes. Les solutions ccncentrées a2 sucre et de vita-
mines, préparées et stérilisées séparément,sont introduites er quanti-
té suffisante dans la fiole puis dans le fermenteur,juste avant

l'inoculation.

b) préculture
Pcur la production de biomasse chague fiole est inoculée
avec le ccntenu d'un tube (IO0ml.) de souche conservée &
-20°C. en milieu R.C. fructcsé 3 I% et glvcérolé i 50%, ou
avec IOml. de suépension de cellules lavées 2 fois et reprises
en tampon THNP quand il s'agit d'études physiologiques . Les
ficles sont mises en agitation i 30°C pendant 24 & 43 heures

- a

pour les souches de Rhizobium & croissance rapide,et 48 3

-~

72 heures pour les souches a croissance lente.

c) inoculation du fermenteur

Le milieu pr&chauffé & 30°C est inoculé aseptiquement avec
la préculture qgui représente IO% du volume total de milieu.
Le ncombre Ge bactéries viables au temps t = O est veisin de
107 /ml.

On assure la régulation des principaux paramétres:

température,agitation,aération et pH.
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d) déroulement et surveillance de la fermentation .

IOml de culture sont prélevés aseptiquement, &
intervalles de temps réguliers pour :

- l'appréciation de la pureté par examen microscopique ,

-« la mesure de l'abscrbance & 600 nm .

- la vérification du pH.

- la détermination du nombre de cellules viables par ml

- le poids sec de bactéries produites par ml de milieu.

On arréte la culture juste avant l'apparition de la phase
stationnaire. On a effectué aussi,dans certains cas, le
dosage du sucre consommé et celui des exopolyosides solubles

produits dans le milieu.



38

METHODES D'EVALUATION DE LA CROISSANCE BACTERIENNLE.

Les prélévements réalisés réqguliérement au cours des cul-
tures nous ont permis d'apprécier la croissance bactérienne par

Gifférentes methodes,

I. METHODES PHYSICO - CHIMIQUES.

a) Mesure de l'absorbance ou densité optique ( D.O, )

La mesure du flux lumineux transmis au travers d'une cul-
ture bactérienne homogéne rend trés généralement compte de
la masse liée au nombre de pactéries en suspension . Cette
mesure peut-&tre influencée par l'absorption propre du milieu
nutritif,

L'examen des spectres d'absorption de suspensions de
Rhizobiu@ a différentes ccncentraticns dans l'eau et dans
les principaux milieux utilisés montre gue l'absorption est
minimale 3 la longueur d'onde de 700nm,elle est encore trés
faible & 600nm (£ig.l).

Crest poﬁrquoi nos mesures de densité optigque ont &té
réalisées le plus souvent a 600nm,sous Icm d4'épaisseur au

spectrophotométre JEAN et CONSTANT ,et & 693nm gquand nous

avons utilisé le biophotométre I.N.S.E.R.M.

De fagon & nous faciliter la t3che nous avcns établi des
ccurbes de concordance entre la D.O. et.le nombre de bactéries
par ml aux cifférants stades de la croissance,ceci pour les
principaux milieux et principales expéces de Rhizobium .

(Ex. fig.2)
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b) Mesure du poids sec des bactéries.

Cing ml du prélévement hcmogénéisé, ou d'une dilution
scnt filtrés sur un filtre de diamétre 45 mm et de porosité 0,45 pr,
resé au préalable (P;) . Suivant la méthode de HADJIPETROU (5 6 )
onrince avec IOml d'eau bidistillée,puis la mermbrane est séchée
a l'étuve A& IO5°C jusqu'd poids constant . Elle est pesée & nouveau

(Py). P, - P; représente le poids sec des bactéries contenus dans

les 5 ml .

c¢) Dosage des exopolyocsides formés et du sucre consommé .

De fagon 3 obtenir rapidement des résultats pour des séries

de mesure parfois importantes,nous avons &0 nous servir d'un procédé

d'évaluaticn plutdt que d'une méthode de ccsage trés rigoureuse

Nous avens appliqué la méthode au phéncl sulfurique pour les
ceux cosages, vingt ml de culture sont centrifugés & I6.200 g pendant
30 minutes. Le surnageant est centrifugé i nouveau‘dans les méres
conditions. Le surnageant final est traité par 5 vclumes d'éthanol
glacé,additionné d'acétate de sodium. La précipitaticn des exopo-
lycsides dure I2 neures & + 4°C. On obtient alcrs deux phases.
na phase iniférieure solide,formée par les polycsides précipités et
la phase supérieure ligquide gui contient entr'autre le sucre en

solution . N
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Le rrécipité est repris par 20 ml cd'eau bidistilleée.

. Iml de cette soluticn on ajoute I ml d'eau rhénclée a 5% et 5 ml

Ny

d'acice sulfuricue pur, On raintient au bain-rmarie bouillant 5 min
Jn laisse ensuite & l'cbscurité 30 minutes. La gamne étalen, de O
3 IO00 pg/ml, est nrérarée avec des polycsices purifiés de Rhizohiur

réparés antérieurement . Le dosage est ensuite réalisé par mesure

o]

de 1l'abscrbance & 5I0 nm .

Pour réaliser le dosage du fructcose cn utilise la phase
supérieure c¢e la précipitaticn précédente. Jn r&duit le volume au
1/5 par évaporaticn scus vide, puls on rétablit le volure & 20 ml
par ée l'eau bicistillée ., On effectue ensuite le dosage par la
méme nétnode aue pour les polyvosices. La gamme étalcn, de O a 400pg/ml

2st préparée & partir de fructcse pur pour analyses (SICIMA).

2 . METHODES MICROBIOLOGIQUES.

a) Dénombrement des cellules viables dans les cultures

ou les suspensions,

Dans la majorité des cas la numération des cellules
viables dans les préleévements a été effectuée par

culture en milieu K.C. gélosé en utilisant la méthode dite
en couble couche.

Les dilutions décimales sont ré&alisées egtampon T.N.E.

Des essais préalables avec quelques licuides de suspen-
sion=dilution utilis&s couramment an microbiolocie

( Tryptone~sel,eau salée 3 §, 85 & ,2au salée
cvstéinée & 0,I%, liguide de Ringer dilué au I/4)

ont montré sa validite pour les Rhizobium.
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I ml de chague dilution est mis dans le fond d'une bolte
de pprrI,ceci en double exemplaire. On recouvre alors

5 3 20ml de milieu RCG fondu et maintenu 3

H

e
45 - 50°C, On homogénéise parfaitement. Aprés solidifi-
cation on recouvre d'une seconde couche de milieu vierge.
On laisse & nouveau se sgolidifier avant d'incuber les
boftes & 30°C . Le comptage des colonies ne s'effectue
pas avant 4 ou 5 jaurs ,ou davantage pour les souches

3 croissance lente. On calcule la moyenne des deux

résultats obtenus.

D) Dénombrement des bactéries infectantes dans un incculun.

Le simple déncmbrement bactérien n'est pas suffisant par
lui m8me pour &valuer la concentration exacte en Rhizobium infectieux
dans un inoculum, Le taux de cellules viables et infectantes peut-Stre

déterminé par la méthode de comptage des suspensions - dilutions.,

Dix plantules asepticues sont incculées chacune, au rmoment de
leur mise en place dans les tubes de milieu de NICOL et THORNTON,
par 0,5 ml cdes dilutions décimales ce 1l'inoculum . On dénombre

aprés un temps ccnvenable le nombre de plantes pourvues de nodules.
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MEZTHODES D'EVALUATION DE L' INFECTIVITE ET DE L'EFFICIENCE

DE RHIZOBIUM MELILOTI DANS DES CONDITIONS ARTIFICIELLES , AU

LABORATOIRE.

Le principal intér&t des Rhizobium réside,ncn dans les

propriétés qui leur sont inhérentes lorsqu'ils sont envisagés seuls,
mais dans celles gqu'ils manifestent en présence des légumineuses :
ctest 3 dire leur pouvoir de ncdulation et celui de fixaticn d'azote.
La rremidre de ces propriétés a recu le non " d'infectivité, la
seconde G'efficience" ; mais l'une comme l'autre inter-réagissent avec

les facteurs propres & 1'hdte et ne peuvent recevoir d'interprétation

valable sans ccnsicération de ces facteurs.

-1 Opérations préliminaires .

.

a) La stérilisation des graines de luzerne.

Elle s'effectue de la mani&re suivante : une centaine

de cgraines préalablement triées est déposée dans une holte de PETKI,
On ajcute une goutte de détergent ( Teepol) et on recouvre les
graines de 8 ml ée chlorure mercurique & 5 pour mille dans l'eau,
additicnnéé de I2 ml d'eau distillée., On laisse agir 5 min en agitant
et ensuite on é&limine cette solution stérilement au moyen d'une

-

pipette PASTEUR branchée sur une trcmpe 3 vide et passée i la flamme.

-

Puis les graines sont rincées IO fols 3 l'eau distillée stérile.



45

b) La germination,

e S B e e S —— -

Les graines stérilisées sont déposées alors sur la
surface d'un milieu riche ( RCG glucosé ) afin de contrSler la

stérilité et la germination ( 20 graines/bolte de PETRI ).

c) La culture en tubes.

=

On prend stérilement 3 1l'aide d'une &se les graines germées
sur le milieu riche ( ayant une racine d'une longueur de I 3 2 cm) et
on les place sur le support dans le tube & raison d'une plantule par

tube, L'incubation est réalisée dans les conditions ambiantes du

laboratoire.

-

d) Ltinoculation de la souche i tester .

Dés que les racines seccncdailres sont apparues,on ajoute
I ml cde suspension bactérienne dans le milieu de NICOL et THORNTON;
ces bactéries sont préalablement centrifugées,lavées et reprises dans
ce milieu.Pour chague essai,environ 10% bactéries par tube sont

utilisées,

2. Le test de l'infectivité.

On dit qu'une souche bactérienne de Rhizobium est infective
quand elle est capable d'infecter les racines de certaines légumineuses
et d'y provoquer l'apparition de nodules. Ce caractdre se note Inf';

il se différencie difficilement cée la spécificité d'hdte.
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L' infectivité d'une souche de Rhizokium est donc | 31ga
capacité de feormer ( " in vitro ") des nodules sur une légumineuse=-

test. Le principe du test est de mettre une légqumineuse cultivée
aseptiquement,en présence de la souche & étudier et d'observer s'il y
a formation de nodulfe ;les tissus internes des graines &tant norma-

lement exempts de bactéries.

3 ) Le test d'efficience.

L'efficience,c'est la qualité de l'association Rhizobium -
légumineuse qui aboutit & la fixation d'azote moléculaire., Par exten-
sion,c'est la quaiité d'une souche de Rhizobium capable d'induire
une telle association. Le symbole du caractére est représenté par
EfET.

Le contrdle de l'efficience est réalisé dans les conditions
suivantes : aprés inoculation des souches & tester,les plantules,
maintenues en croissance entre I mois et demi et 2 mois, sont transfé-
rées cans un flacon de I50 ml fermé herméticuement. On retire 3 l'aide
d'une seringue I7 ml d'air cdu flacon gue l'on remplace par I5 ml
d'aC§FX}éne ( gqui sera éventuellement réduit par la nitrogénase ) et
2 ml de propane ( gui servira de témcin interne pour le dosage )., Le
flacon est ensuite homogénéisé par agitation manuelle et l'on préléve
4 l'aide d'une seringue un volume de 0,5 ml pcur l'injecter dans le
chromatographe en phase gazeuse ( Intersmat IGC, II2 F ). Ce prélévement

correspond & la quantité d'éthyléne formé au temps t = O, .

Le flacon contenant la pléﬂtule est ensuite placé dans
l'dtuve & 32°C.Aprés 7 heures d'incubation, on homogénéise de nouveau
le contenu du flacon et on injecte la m&me quantité de gaz dans le

chromatographe pour mesurer la quantité d'éthyléne éventuellement

produite.
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La fcrmule appliquée pour déterminer la quantité d'éthy-

formé aprés injection de l'acétyléne dans le flacon est :

HI (C2H4)

Hy  (C3Hg)

Nombre de p meles de C,H, produites dans le flacon

Nombre de p moles de C3H8 injectées dans le flacon

8 injectées dans le flacon

1

C=1I,27 p moles de C3H
Coefficient de proportionnalité., X = I,5 pcur le rapport
Hauteur du pic de CoH,

Hauteur du pic de C.Hg
= éthyléne
= prorane

= 97

ou

guantité de C2H4 produite au temps t = 7 heures.

quantité de C2H4 produite au temps t = O heure.

C3Hg
C2H4



Conditions expérimentales:

- Gaz vacteur
- Température
- Température
- Température
- Détecteur :

- La longueur

: Ny
du four : 50°C.
¢'injection : 70°C.
du détecteur : II5°C.

icnisation de flammme

de la colonne est de 2 mitres et remplie

sphérosil X5 Bg 75

= Chromatograrhe : intersmat IGC , II2 F

48



49
METHODES DE DLSHYDRATATION ET DE CONSERVATION DE LA BIUIMASSE.

T - Procecés de concentration partielle de la biomasse,

Les bactéries ont é&té recueillies par 2 procédés

différents :

a) La centrifugation en continu des bactéries.
Nous avons utilisé une centrifugeuse Westfalia tvpe
KDD,604 , 3 la vitesse de I0.000 t/mim ( I3.400 q).
Ce procédé est difficilement utilisable pour les récuné-
rations cde cultures renfermant un taux de polycsides

supérieur & I.000 pg/ml.

b) La concentration des bactéries sous vide sur

aprareil Centri-Therm.

L' appareil Centri-~Therm C.T.I.B . permet de recueil-
lir les bactéries 3 partir de volumes de milieu plus impor-
tants. Ce procédé associe,pour la concentration d'un produit,
le vide,la force centrifuge, et 1l'élévation ménagée de

température, ( Fig. 3)

Cet appareil permet de séparer le produit de fermenta-—
tion en deux parties sensiblement &gales,le concentrat et le

surnageant.

hAprés deux passages successifé,il est possible de concentrer
guatre fois la culture obtenue en fermenteur.

Les principales ccnditions de fonctionnement de
1l'appareil Centri-Therm gue nous avons utilisé sont les

suivantes :
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- stérilisation préalable de l'appareil par vapeur d'eau
chaude pendant 30 min.

- concdulite de la concentration

Ier passage 28me passage
- température d'entrée du produit 65-67°C 66=-65°C
- vide & l'entrée =0, 70 bars -0, 70bars
- température de sortie du produit 33-37°C 34°C
- vide & la sortie -0, 96bars -0,95bars
.= température de l'eau de chauffage 65°C 65°C

- température de l'eau de refroidis-
sement I6°C I6°C

= durée du cycle 20-32min 20-32 min

Dans ces conditions ,401 de culture bactérienne peuvent

8tre réduits 3 IO 1l en I heure 3 température ménagée,

-
b

2 - Méthodes de déshvdratation de la biomasse.

Deux méthodes de conservation par dessiccation ont &tZ .

utilisées : la lyophilisation et l'atomisation (spray- dryving)

a) La lyophiiisation.

a.l. Principe général.

La lyophilisation est une déshydratation par
sublimation. Le produitmréalablement congelé est
placé dans une enceinte sous vide., L'abaissement

de la pression entralne une sublimation de la glace;
c'est & dire que l'eau,a l'état de glace,s'élimine
sous forme de vapeur d'eau sans passer par l'état

liquide,
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Une lyophilisation comporte la congélation et la

déshydratation du milieu.

- La congélation .

La congélation est une étape importante car elle est
en grande partie responsable du faible taux de survie des
cellules traitées. (36).

La température de congélation doit &tre suffisamment
basse pour gue toutes les substances présentes dans le
produit scient bien congelées,

La congélaticn deit 8tre trés rapvide afin de conserver

au mieux les structures cellulaires.

~ La déshydratation.

La phase de déshydratation se divise en deux parties
gul correspondent exactement aux deux formes d'existence
de l'eau dans une substance-eau libre et eau liée-.

Ces deux parties sont la sublimation et la désorption.

La phase de sublimation correspond & l'élimination
de l'eau libre de 1l'état solide & 1l'état de vapeur; cette
éliminaticn s'effectue sous vide et la vapeur se condense.
sur une paroi froide. La sublimation n'est possible que
si l'on fournit au produit l'é&nergie correspondante 3

la température latente de sublimation.
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La aesorption est la phase durant laguelle 1l'eau liée est
€liminiée sous forme moléculaire,et cela sous vide poussé, Il
est aussi utile d'apporter des calories afin de favoriser la
aésorpticn. Théoriguement la désorptiom ne se termine jamais,et
on est obligé d'admettre une quantité dé'eau résiduaire dans le

preduit lyophilisé.

a.2. Concitions expérirentales .

Neous avons utilisé deux types de lyophilisateur:

- Le lyophilisateur  USIFROID ,

Ce lyopnilisateur de type hérisson est composé d*une cuve sur
la paroi de laguelle sont disposés des ajutages . Les ampoules 3
lyophiliser scnt reliées 3 ces ajutages par des embouts en caout-
chouc . Les calcries nécessaires & la déshydratation sont apportées
par l'air ambiant. L'eau évaporée est piégée sur la paroi du
condenseur. MNous avens utilisé un mélange de glace carbonicue et

d'alcool 3 brfiler comme source froide.
Les lycphilisations ont duré I6 heures.

La suspension bactérienne, sous un volume de I ml, est placée
cans ces ampoules a lycphiliser en verre non poreux. Les ampoules
sont congelées & - 70°C avec un congélateur centrifuge, puis

placées sur le lyopnilisateur USIFRCID.,
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- Le lyophilisateur SERAIL CgI2B

T G D G QU TS P TP (NS S e . A G -~ = -

Nous avons réalisé la plupart de nos lyophilisations
avec ce type d'appareil. La congélation s'effectue sur les
plateaux du lyophilisateur & une température cde -20°C nendant
10 & I2 heures, La température de sublimation ést de =-I3°C ,
Deux types d'essails ont été réalisés :

- Dans certaines expérimentations,le produit récupéré par
centrifugaticn réfrigérée est réparti au préalable en flacons
de 75 ml de capacité, et & raison de 5 ml par flacon. On
a utilisé ccmme support,le lait partiellement écrémé & une
ccncentration de I00 g/l . La durée tctale du cycle de lyo-
philisation a né€cessité 72 heures.

- Dans d'autres lyophilisations, on a employé 5 séries des mémes
flacons mais avec 5ml du produit concentré sous vide ( Centri-
Therm.) additionné d'autres supports protecteurs i une con-
centration finale de 50 g/1 . Ces lyopnilisaticns ont duré 58

heures.

b) L*atcmisation -

b .1l = Principe général .
pe g

Le séchage par atomisation,parfois appelé séchage par
pulvérisation,ccnsiste 3 envover le procduit liquide 3 sécher
dans un disque tournant & trés ‘grande vitesse. Les trés fines
gouttelettes ainsi fcrmées scnt mises en contact avec un

courant d'air chaud ( température d'entrée) qui agit donc

sur une trés grande surface.
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Ces gouttelettes de liquide sont alors trés rapidement trans-
formées en poudre fine et en vapeur d'eau. La chaleur de l'air
sec est ainsi utilisée pour l'évaporation. La poudre est ensuite
&vacuée de la chambre de séchage,avec 1'air sortant,,jusqgu'au
cycldne ( température de sortie). Elle est recueillie au fond

ce ce cycldne et l'air est aspiré au dehors par un extracteur.

b.2 - Conditions expérimentales.

licus avons utilisé deux types d'atomiseur différents:

- L'atomiseur MINCR MOBILE (.NIRO ATOMIZER}.

Le sécheur atcmiseur MINOR MOBILL ae la société RAPIDASE
est un appareil de leberatoire. Il perret le séchage de faibles
quantités de prcduit,qualité propice 3 la réalisation de norbreux
essais successifs nécessaires & nos expérimentations ( schéma p.

56). Les principales caractéristiques de fonctionnerent sont
les suivantes :

- le dispositif c&'alimentation,composé d'une porpe péristaltique
connectée a un récipient qui contient le produit en agitation
continue;

- l'atcomiseur de tyre rotatif,est entrainé par de l'air comprimé;

la pression d*air de 6 Kgf/cmlpermet d'obtenir,3 une vitesse

-

de 38000t/min ,le produit en tr3s fines gouttelettes;
Un tHermostat assure la régulation de la température
dtentrée de l*air stérile chauffé électriquement. A IIO°C le

débhit dtair entrant est voisin de 70 m3/h.



56

CARACTERISTIQUES PRINCIPALES DU MINOR MOBILE

A = Dispositif d'alimentation
B = Atomiseur

C = La poudre est recueillie dans un récipient en verre.




57

- la poudre obtenue st récupérée dans un récipient en verre;
- la stérilisaticn préalable de l'appareil s'effectue par

passage c'air trés chaud ( 250°C) dans l'atomiseur.
¢ g

-L'atomiseur ANHYDRO ( en représentation schématique p.58 )
Il s*tagit d'un atomiseur de dimensicn industrielle coura-

mment utilisé par 1*INSTITUT PASTEUR de Lille pour la déshydra-
taticn Ges milieux de culture. Son utilisaticn nécessite des vo-
lumes impcrtants. Le liquide.est pulvérisé dans la chanbre de
séchage grace & une turbine d'atomisation . Les particules
atomisées entrent directement en contact avec de l‘'air préala-
blemert chauffé au gaz butane,ce gui conduit 3 une déshydraﬁation
du produit. La matiére s&che 3 1l'&tat ce poudre se dépcse sur les
parois et sur le fond de la chambre,d'ol elles sont recueillies
par un racleur od de l'air est insufflé (Air-broom). La poudre
et l'air sont ensuite envoyés dans le cyclbne de sé&paration
ol le produit est extrait.

Le rendement d'atcmisatiocn est fonction de la différence
entre les températures de l'air 3 1l'entrée et & la sortie de
la chambre., Une température d'entrée de IIO°C et une température
de sortie de 80°C permet par exemple une atomisation de IC litres

de produit par heure.
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b3 Mesures effectuées :

-Tous les paramd&tres habnituels de 1l'atomisation :

température d'entrée et de sortie de l'air dans la

chambre cd*atomisation, température & l'entrée et a 1la

sortie du cycléne.

- Le rendement de l'atomisation :

rapport entre la matiére sé&che recueillie et la matiZre
séche ae la culture atomisée. A chague expérience nous
avens établi le taux de matiére séche de la culture>et|e
poids de poudre obtenue. Une faible quantité de poudre
est perdue,entrainée par l'air de séchage’au niveau

du cycldne.

- Le dénombrement des cellules viables: voir p. 42

- L'humidité résiduelle des poudres obtenues est mesurée

-~

par dessiccation poussée de I gramme de poudre &

1'étuve § IO5°C,



60

3 - Moyens de conservation des cellules déshydratées.

Les bactéries desnydratées par lvophilisation sont

conditionnées et conservées de deux fagons :

- en ampoules scellées,sous vide,

- en flacons spéciaux de 75 ml de capacité pour les
velumes plus importants ( 5ml ) . Ces flacons sont
fermés par un cGouble bcuchonnage : un opercule perforable
en caoutchouc et une capsule vissée,ce qui assure

une parfaite étanchéité,

Les bactéries deshydratées par atomisation sont réparties
le plus rapicement possible,cans les flacons spéciaux,d raison de

0,5 g par flacon .

L'utilisation de ces flacons nous a permis de soumettre
aisément les bactéries deshydratées a différentes conditions de

conservation

- sous air.
- sous vide ( I0”3 mm Hg ).
- sous azote ( gualité U , L'AIR LIQUIDE )., introduit

dans le flaccn aprés y avoir fait le vide.

Chaque série de flacons est ensuite conservée,id l'obs-'

curité, & cifférentes températures :.

- + 4°C, en chambre froice.
- + 30°C, en étuve

- + 20 - 25°C , température ambiante du laboratoire.
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A ETUDE ET CHOIX DU MILIEU DE CULTURE,

@ CONSIDERATIONS GENERALES.

Contrairement & bon nombre de micro-grganismes il n'est

pas facile de trouver un milieu svnthéticue et méme complet gqui

assure une croissance convenable de l'ensemble des souches de

Rhizocbium,

Lors de repiquages successifs ces derniers ne donnent plus

de bonnes cultures;ce qui prouve que d'autres constituants sont

nécessaires.

NEUMANN I902 (10 0) a essayé plus cde 70 milieux & base
d'extraits de plantes et de sol. Les différents auteurs ont deé
avis trés différents sur les facteurs de croissance incdispensables
au Rhizobium . Pour WEST et WILSON I939 (167) il s’agirait de la
biotine et de la thiamine,pcur JORDAN 1I952 (70 ) d'acides aminés,

pour STEINBERG 1I938 (140) et NORRIS I958 (102) d'oligo-éléments.

En ce qui concerne la croissance sur milieu complet, DELATTRE
avait modifié en I97I (3 4) le milieu de LAIRD (73) gu'il a
appelé RC . COURTOIS I975(29) mentre quele milieu de WRIGHT
I921I (173) permet une croissance convenable, Les performances
satisfaisantes de ce milieu avaient déid &té remarquées par

BONNIER et BRAKEL I96%9 ( 16 ).



Pcur FERRY, BLACHERE et OBATON 1I959 ( 46 ) il n'existe
pas de milieu minimum qui permet la croissance de toutes les

souches de Rhizobium des différents groupes d'incculation.

Les milieux minima mis au point ccnviennent surtout a

la croissance des souches d'un seul groupe de Rhizobium,

Ainsi DUDMAN I9%64 (43 ) , FERRY et coll, I959 (46 )
RIGAUD 1I965 (122) ont mis au point des milieux pour la

croissance des scuches de R, meliloti. COURTOQIS I975(29).

montre que les milieux F.B.,O, et le milieu R, glucosé ,
ou mannité,convenaient" mal 3 la crcissance et i la

o

production -de polyosicdes par les souches M _Nyet L,S.

5
Cet auteur n'a d'ailleurs pas trouvé de milieu minimunm
cenvenable pour la croissance et la synthése des polyosides

-

par l'ensemble des souches des différentes esréces.

Notre recherche a d'abord été orientée vers l1l'étude des
milieux de culture liguidespermettant d'cbtenir une
croissance satisfaisante des Rhizobium appartenant aux

différents groupes d'inoculation,

Les milieux les plus couramment décrits dans ce but con-
tiennent trés souvent de l'extrait de levure. La plupart
sont 3 usace de laboratoire ( R.C., T.Y. ), d'autres sont
utilisés pour obtenir des productions plus importantes.
( Y.E.M. ) . Certains travaux de recherche ne peuvent
cependant s'accommoder de teis milieux et nécessitent
obligatoirement l'utilisation d'un milieu synthétigue
parfaitement cdé€fini. Nous avons donc commencé par érrouver
un certain nombre d4e souches de Rhizcbium appartenant

aux principaux groupes d'inoculation . Toutes les souches
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utilisées sont répertoriées dans le chapitre " lMatériel. et
Méthodes Générales " . Puis nous avons comparé la croissance
de ces souches dans les milieux complets et les milieux synthé-
tiques les plus souvent décrits , cecli par des techniques
bien standardisées de cultures en tubes et au biophotométre,

décrites plus haut.

Dans le cadre de recherches et de mises au point &'implantation
de culture de luzerne dans les sols hostiles tels que ceux de
Bretagne qui sont trés acides,notre &tude s'est poursuivie

avec différentes souches de Rhizobium meliloti et particuliérement

avec la souche acido-résistante MgSmI Str que RAKOTOARISOA

(118) a cotenu par mutagénése.



64

<::). CULTURES DE RHIZOBIUM EN MILIEUX COMPLETS (OU EMPIRIQUES!) ..

Nous n'avons pas retenu pour nos études le milieu de WRIGHT

l'extrait de levure fraliche. Il est peu pratique, fastidieux

oy

o

préparer et de plus il est sujet & la ncn reproductivité selon

les lots cde levure fralche utilisés,

Sept milieux de cultures complets contenant tous de l'extrait
de levure sec ( Yeast Extract Difco ) sont répartis en tubes et
en flacons puls ensemencés comme nous l'avons décrits ci-~dessus,
en deux exemplaires,avec I5 souches ce croissance rapicde et
I5 souches de croissance lente, L'inoculum important, permet

d'obtenir une population de départ de 1l'ordre de 10’

bactéries
par ml. L'incubetiocn est réalisée en agitation a 30°C, |
Les cultures en tubes sont arpréciées par simple observation
optique du trouble toutes les 24 heures. .

-

I- Cultures de souches de Rhizobium & croissance rapide,

Des essais préliminaires nous ont montré,que dans nos
conditions expérimentales, la densité optique optimale
( D.O., max.) était obtenue aprés 3 jours d'incubation avec la

=

plupart des souches & croissance rapide utilisées .

Les résultats obtenus en culture en tubes,en présentation

simplifiée,sont rassemblés dans le tableau 1
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MILIEUX DE CULTURE COMPLETS
SOUCHES YEM RC K I TY A L3
M5 * ++ - ++ ++ + +
MS5NI + + + +4 + + +
M9S * + - + ++ + %
M9SmIStr -+ + + + ++ - +
; AI45 + + + + + - -
o)
= | AI6I + + + o+ + + -
q -— — —
8 | M2001 + + + ++ + + +
M20IIStT + + - + + + +
&= | 1201182 + + - + + s -
© - - -
© | LIz * + s hl
&
Lzs * = = x s - -
&
E PIG6 * + + + + + +
= | pos + + - + + + -
e
-
£ | 7a1 + + - + + - -
« | T3 + + + + + + +
x -~ o -— -— - -— o—
!
TABLEAU. 1 : CULTURES DE RHIZOBIUM A CPROISSANCE RAPIDE, EN MILIEUX
COMPLETS,EN TUBES,APRES 72 HEURES D'AGITATIONlA 30°C
Légende: =~ : Croissance peu différente du temps T = O (env. IO7b/ml )

+

+

++: Culture trd3s dense (supérieure & 10° b/ml )

Q
Culture assez dense (comprise entre 107et 10° b/ml.)

-

Culture dense,supérieure i

1'inoculum (env. 109 b/ml )

Lo
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L'analyse des résultats figurant dans ce tableau nous montre
clairement que le milieu T.Y. de BERINGER et le milieu d&'ISWARAN
permettent d'obtenir des cultures abondantes pour de nombreuses

souches a croissance rapice et particuliérement pour R.meliloti

et R, phaseoli. Sur le milieu R.C. les cultures sont moins

luxuriantes gque sur ces deux milieux ;elles sont assez comparables
d celles obtenues sur le milieu Y,E.M.,milieu le plus utilisé par
les auteurs .

Le milieu de LURIA ne permet gu'une croissance faible.

Dans le tableau 2 figurent les mesures d'abscrbance & 600nm
et de pH aprés 72 heures d'incubation pour les 3 milieux complets
donnant les meilleurs résultats,cultures effectuées cette fois ci
en flacons pour se rapprocher des conditicns de culture en
fermenteur,

D'aprés ce tableau les pH. finaux des cultures de 3 jours en
milieu d'ISWARAN scnt trés voisins de ceux obtenus dans les
cultures en milieu R.C.,ils restent toujours assez proches des
pH. initiaux, HORNEZ (61.62) a mcntré que l'utilisation du

fructose (et du mannitol) par R. meliloti en milieu R.C., ne

s' accompagnait que d'une variation négligeable du pH. Nous tenterons
ultérieurement d'expliquer ce qui se produit en milieu &' ISWARAN,
Il faut guanc m@me remarquer une légere acidification des cultures

de R. phaseoli dans ces deux milieux.

En milieu T.Y.les pH des cultures aprés 3 jours,pour l'ensemble
des souches & croissance rapide,sont tr&s souvent de l'ordre
de 8 . Ils reflztent une activité mstabolique peu importante

a4 l'égard des sucres réducteurs présents dans l'extrait de levure.
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MILIZUX DE CULTURE COMPLETS
R.C. I T.Y.
SOUCHES
D.O. pH D.O. pH D.O. pH.,
(%)
MI5 4,2 7,2 5,8 7,0 5,2 7,9
MSNI 2,6 6,9 4,0 6,8 4,7 3,3
M9S 3,6 7,2 3,7 7,0 3,3 8,I
2 MosmStF |2,3 6,8 3,2 7,0 3,5 8,2
g AI4S 2,I 7,2 3,6 7,1 4,0 7,9
£ AI6I 3,5 7,0 5,8 7,2 4,7 8,I
e M200T 3,9 6,8 6,6 7,1 5,2 8,3
M20IIS%T| 2,2 6,9 4,1 7,2 4,3 8,5
M20IIS2 |2,0 7,2 4,3 6,9 3,6 8,I
g LII 0,7 7,3 0,9 7,2 1,5 8,5
K L2S 0,8 7,2 2,7 7,0 I,8 8,7
é PI6 3,0 6,2 4,5 6,5 2,0 8,3
K P9S 2,5 6,5 4,3 6,8 2,1 7,9
o
E TAI I,5 7,2 2,3 6,9 1,8 8,0
. T3 2,0 7,0 2,I 6,8 I,8 8,I
a4
TABLEAU 2 MESURE DE L'ABSORBANCE A 60C nm ET pE DI CULTURES
DE RHIZOBIUM A CROISSANCE RAPIDE,EN MILIEUX
COMPLETS,EN FLACONS, APRES 72 HEURES D'AGITATION
A 30°C,
(%) pE initial de tous les milieux:7,2 -

(

3

s

g
PRSI
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La décarboxylation de certains acides aminés présents
dans la Tryptone ( ex: lysine )peut également contribuer & ce
phéncméne.

Les figures 4 et 5 nous montrent gquelgues exemples
de courbes de croissance obtenues dans ces derni2res conditions.

Dans un but de simplification nous n' avons pas jugé utile
de représenter toutes les ccurbes dans ce travail,

L'étude de ces courbes et des temps de génération pour
quelgues souches intéressantes,obtenus dans ces milieux empiriques,

sera envisagée ultérieurement .

2 = Cultures des souches de Rhizobium 3 croissance lente.

Des essais préliminaires nous ont montré que, dans nos
conditions expérimentales,la densité optique optimale é&tait
cbtenue aprés 5 a7 jours d'incubation avec la plupart des souches
d croissance lente utilisées.

Les résultats obtenus en culture , et présentés de facon
simplifiée ,scnt rassemblés dans le tableau, 3 b

L'analyse des résultats figurant dans ce tableau nous montre
gue les cultures de ces souches scnt non seulement lentes mais aussi

peu abondantes en comparaiscn de celles obtenues avec les

-

souches & croissance rapide. Les meilleures performances, pour les
souches & croissance lente sont aussi obtenues avec les milieux
T.Y. et d'ISWARAN, Sur le milieu R,C. les cultures sont moins
luxuriantes gue sur ces deux milieux,et sont comparables & celles
obtenues sur le milieu Y,E.M., La croissance est irésb faible sur

-~

le milieu L.B.avec les souches & croissance lente et particulis-

rement J68 et KIO7 .
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MILIEUX DE CULTURE COMPLETS

SOUCHES YEM RC K I TY A LB

J5 + + * ++ ++ * -
§ J6 + + + ++ ++ + -
o
S J67 + + - + + - -
Q‘ a— L ——
@
- J6 8 T - - + + - -
. CC709 + ++ + 4 + - -
29

CB IS0 + ++ * ++ + x +
= K65 + + - + + - -
o
o
= RIO7 + + - + + - -
H - -— - —
o KI2I t * - + + - -
. V6 + + - + + - -
S‘ —-— - -
9 VI22 - * - + + - -
o

I35 + + + + + - -
o
@ 3 001 * + - + + - -
=
8 3 002 + + * ++ + * -
I~ CB756 + * + ++ * - *

TABLE2ZU 3

Légende:

1+

++

CULTURES DE RHIZOBIU# A CROISSANCE LENTE, EN MILIEUX
COMPLETS,EN TUBLES,APRES I44 HEURES D'AGITATION A 30°C,

Croissance peu différente du temps T = O,environ

10’ b /ml

.-

Culture assez dense,comprise entre IO7 et IO b/ml
Culture dense, supérieure a 1l'inoculum (env. 10%/ml )

-

Culture trés dense,supérieure a 10%p /m1
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Cans le tableau 4 figurent les mesures c&'absorbance i
600nm et de pH arrés I44 heures d'incubation pour les 3

meilleurs milieux complets,cultures effectuées en flacons,

D'aprés ce tableau on remarque que les pH finaux des
cultures de 6 jours en milieu d'ISWARAN 'sont aussi voisins
de ceux obtenus en milieu R.C, §8'ils restent encore proches
de la neutralité ils sont néammoins plus €levés cue dans les

=~

souches 3 croissance rapide.

On observe encore 1l'alcalinisation des cultures en milieu
T.Y. pour des raisons identiques a celles décrites pour les

-~

souches 3 croissance rapide,

On notera gque pour les souches J6 , K IZI et surtout 300I

la densité optigque qui permet d'apprécier 13 ecroissance est supé-

rieure sur le milieu T.LY.

Les fiqgures 6 , et 7 nous montrent quelgues exemples de

courbes de croissance obtenue dans ces derniéres conditions.

L'examen de ces courbes nous montre bien que pour lessouches
a4 croissance lente les milieux T.Y, et d'ISWARAN donnent
des D.O. supérieures en géné€ral au milieu R.C., arrés 6 jours

de culture agitée a 30°C,



* pE initial de tous les milieux 7,2 {

MILIEUX DE CULTURE COMPLETS
R.C. I T.Y.
SOUCHES
D.O- pH D.O. le D.O. ph
b3

J5 2,3 6,9 3,8 7,4 2,7 8,5
= J6 I,3 7,7 2,6 7,6 2,9 8,7
jow)
< J67 0,7 7,7 1,0 7,3 1,9 8,4
§ J68 0,4 3, I I,6 7,7 1,4 8,4
m

cc709 3,6 6,8 4,2 7,6 2,8 8,7
& cBI809 3,1 6,9 3,8 7,9 2,3 8,0
-
E K65 0,7 6,8 2,0 3,0 2,2 8,8
&
= | k107 0,8 7,3 I,0 7,7 0,9 7,4
~ KI2I 0,9 7,5 2,I 7,6 3,2 8,0
é V6 1,6 6,8 I,2 7,9 1,2 8,3
Q
& vVIi22 I,6 6,9 I,2 8,0 I,I 8,5
= I35 2'5 7’0 1'7 8'I 2’I 8,6
=
% 3001 0,7 8,1 0,8 s,I 2,7 3,8
@)

3002 1,9 6,9 3,6 7,3 2,5 8,5
% |cB756 0,4 6,7 3,3 8,0 0,9 8,4
TABLEAU 4 : MESURE DE L'ABSORBANCE A 600 nm ET pH DS CULTURES DE

RHIZOBIUM A CROISSANCE-LENTE, EN MILIEUX COMPLETS)

EN FLACONS, APRES 1I44 HEURES D'AGITATION A

30°C,
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»
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3 - Discussion et conclusion.

De cette &tude de la croissance des Rhizobium en milieu

empirigue on peut tirer les conclusions suivantes :

1

a., Le milieu L.B. ne rermet pas,cdans nos conditions exnéri-

mentales,une croissance abondante pcur le genre Rhizobiun,

Cuelgues souches cde R, meliloti peuvent néanmoins se

multiplier de facon appréciable sur ce milieu,comme les

bactéries du genre Agrobacterium gue certains auteurs

rapprochent au point de vue taxoncnie, de R. meliloti.

UCKER I977 (151 ) trouve méme gque ce milieu est le
meilleur parmi d'autre milieux peptonés ( bouillon
Tryptone,bouillon Super etc....) Il le retient pour ses

études physiclocgigques et génétigues de R. meliloti.

Il faut remarquer toutefcis gue cet auteur trouve un

temps de doublement de R. meliloti 20II de l'ordre de

4 neures dans ce milieu.

La crcissance faible de tcutes les espdces sur ce
milieu peut aussi s'expliquer par les travaux de JORDAN
I965 (70 ), SHERWOOD I972 (135) qui montrent que des
concentrations en extrait de levure supérieures a 0,35%
diminuent  la viabilité des cellules et nrovocuent
d'importantes mcdifications morphologiques . Le milieu
de LURIA contient en effet 5g/l. d'extrait de levure.
Pcur SKINNER I977 (138) une concentraticn de 0,I%

d'extrait de levure additicnné de 0,02 3 I% de sucre ne

change pas le normbre de Rhizobium viables,ceci pour les
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R, japonicum, lupini,meliloti,trifolii et le groupe cowpea.

Le mére auteur,mais aussi STRIJDOM I%65-1969{143),VAN
EGERAAT 19276 (154), ont démontré l'action inhibitrice de
certains acides aminés (glvcocolle et histidine ) sur la
croissance et l'efficacité des Phizcbium. DATE I972 (3 2)
insiste sur la nécessité de bien choisir les extraits de
levure., Pour SHERWOOD I972 (135)la toxicité de certains
extraits de levure utilisés d dose é&levée (0,3 3 I % )
serait due & une interaction entre le glycocolle et des ions
mencvalents. Cet effet inhibiteur peut &tre diminué par
addition de Ca<t, Les faibles cultures obtenues sur le
nmilieu L.B. qgui ccntient IOg/l. de tryotone et 5g/1l.
d'extrait de levure confirment bien ces résultats .

-

p . Le milieu T.Y. permet,dans nos conditions exrérimentales,

une croissance satisfaisante pcur l'ensemble du genre

Rhizobium,toujours supérieure i celle obtenue en milieux
R.C. et ¥Y,E.,M, Toutefois il faut remarquer cue cette
supériorité n'est pas toujoursvérififepour les souches
T3 , CC709 , KIo7 , V6 , VI22,

De nombreux auteurs utilisent ce milieu riche gui permet
d'obtenir rapidement des cultures de censité opticue
trés élevée, Ce milieu T.Y. est une modification
apportée par BERINGER ( 9 ) au milieu T.G.Y.(Tryptone,
Glucose, Yeast Extract) de MOSELEY et MATTINGLY I97I
(93) pour permettre & cet auteur d'cbtenir un taux

élevé de mutants auxotrcophes. pDans d'autres travaux
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il remarque que l'éliminaticn du sucre ( glucose 0,I%)

n'a pas d'autre effet discernable sur la croissance qu'une
réduction de la production de polysaccharides,phénoméne
gui facilite beaucoup les techniques de répliques et de
comptage des ceolonies. Nous avons également vérifié que
l'addition de glucose,mannitcl ou fructose, & 0,I% en con-
centration finale ne favorisait pas de fagon significative

la croissance des souches de R, meliloti dans ce milieu.

D'autre part la propriété de mieux se multiplier en milieu
peptcné du type T.Y. ne semble pas &tre caractéristique
d'un groupe particulier. Cette remarque serble aussi valable
pour l'inhibition en milieu peptoné de type L.B.
L'inhibition est bien provoquée par la présence 3 un taux
élevé de certains acides aminés apportés par la peptone et

1l'extrait de levure.

¢ . Le milieu d'ISVWARAN permet,dans nos conditions expérimentales,

une croissance trés ahcndante pour l'znsemble du genre

Rhizobium,

En conclusicn nous retiendrons le milieu T.Y. et le milieu
d' ISWARAN comme milieux complets pour la mise au point ce

la production en masse de R.meliloti. En effet notre objectif

est de produire, dans les meilleures conditions,des guantités

importantes de bactéries de ce genre,.
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@ . CHOIX DU MILIEU POUR LA CULTURE

DE RHIZOBIUM MELILOTI.

1l = Souches utilisées :

Pour poursuivre ce travail nous avons utilisé ,dans un

premier temps,toutes les souches de R, meliloti répertoriées

dans la partie Matériel et Méthodes’ . Dans un but de
simplification nous ne représenterons que les résultats
correpondants aux souches citées dans les tableaux précé-
dents. Puis nous nous scrmmes limités & quatre souches:

Str
M5KI , M20II Str, MI-5 Str o+ M9SmI . Les souches M5NI,

Str

M201II sont trés utilisées pour différentes recherches

fondamentales dans divers laboratoires. La souche MI-SStr
est employée trés fréguemment en agronomie,dans-le monde
entier, pour sa capacité & résister a des valeurs trés
différentes de pH du sol et pour sa faculté d'adaptation
3 différents types de sols. La souche MQSmitr de
RAKOTOARISOA 1980 (118) a é&té obtenue par mutagendses
successives provoguées par la N-methyl - N'=-nitro-
N-nitroso-guanidine ( N.T.G.) et sélection sur milieu acide.
C'est un mutant acido-résistant qui a montré son utilité
sur le plan pratigque. En effet, dans des expériences en
terrains acides (pH 4,9) de Bretagne, ol la culture de la
luzerne n"a jamais pu se réaliser, l'inoculation par les

5 Str

St .
souches MQSmI Tet I- , aprés chaulage léger, a permis

é'cbtenir des rencements convenables aprés deux coupes.
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2 - Cultures de R. meliloti sur milieux empiriques.,

Les tableaux 1 et 2 p.65.66 nous cnt montré que les
densités optiques maximales,aprés 3 jours de culture,en
tubeset en flacons agités & 30°C,étaient surtout obtenues
dans les milieux d'ISWARAN et T.Y. Comme ncus l1l'avons dit
précédemment la mesure de l'absorbance est certes trés
utile mais elle ne donne aucun renseignement sur la viabi-
lité et 1l'intégrité des cellules bactériennes. Aussi avons

nous entreprisl'étude des temps de génération des cultures

de R, meliloti dans ces deux milieux et dans les milieux

R.C,, avec un inoculum important de fagon & diminuer la

phase de latence,

a) Etude du temrs de génération.

Le matériel cellulaire nouvellement synthétisé est
entiérement construit & partir du sucre,de ia source
d'azote,et des substances minérales présentesdans le
milieu nutritif. Ainsi c'est leur aptitude 3 se nmulti-
rlier rapicement qui permet aux bactéries de survivre.
La vitesse de renouvellement métaboligue des composants
cellulaires varie d'une cellule 3 l'autre et d'un milieu
4 un autre.,

Dans cette expérience,nous avons conparé le temps de

génération des souches de R. meliloti dans les milieux

R.C. T.Y. et d'ISWARAN.
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La culture se fait en flacon de 500ml contenant ICOml

de milieu:

rotative,

d la température de 30°Crsur une table d'agitation

L'inoculation est faite comme il a été décrit antérieu-

. . 7
rement. Les milieux contiennent au départ environ I.IO bactéries

par ml. Cet inoculum fort ne provoque pas de changement appré-

ciable de pl dans ces milieux.

La croissance est suivie par numération des cellules viables

en utilisant la technique & double couche sur milieu RCG fructosé.

Le temps de génération (T) est calculé suivant la formule :

log.

log.

N
2

N

NI

”

..

(To -~ Ty) log.2

log.N2 - log,

logarithme du

temps T2

logarithme du
temps Tl

NI

D'aprés le tableau 5 qui donne les

nous constatcns

- que les milieux d'ISWARAN

et T.

N1

nombre cde bactéries au

nombre de bactéries au

résultats de cette étude

Y. perrmettent d'obtenir

des pcpulaticns impcrtantes de bactéries viables,plus

abcndantes que sur le milieu R.C fructosé.

- que le temps de génération en milieu T.Y. et d' ISWARAN

sont assez sermblables

cbtenus en milieu R ,C,

mais toudjours inférieurs & ceux
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légende :
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MILIEUX DE CULTURES COMPLETS
SOUCHES R.C. I, T.Y.
N T N T N T
M I-5 18,1 2,I 23,2 I,9 21,1 2,0
M I-55tT 27.6 2,4 48,1 2,1 31,2 2,3
MSNI 24,2 3,0 53,2 2,8 36,3 2,8
M9S 31,8 I,9 47,4 I,5 49,6 1,6
MOSmIStE II,4 2,3 44,3 1,7 32,2 I,6
AI45 12,7 2,7 33,7 2,4 31,4 2,5
AI6T 14,3 2,6 |. 31,6 2,0 | 27,6 2,2
}12OII I7’2 ‘-,2 43'5 I’8 3I'7 2,0
M20TIStE 24,1 2,5 46,1 1,7 30,2 2,3
M20IIS2 12,5 2,4 42,8 I,7 35,9 1,7
: CULTURES DE RHEIZO3IUM MELILOTI, Ed MILIEUX

COMPLETS LIQUIDES,EN FLACONS ,APRES 72 HEURLS

D'AGITATION & 30°C.
Nombre de bactéries viables x IO® /ml (moyenne
N = 107b/ml

de 3 numérations jau temps T = O

Temps de génération en heures .,
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- gue l'ensemhle des temps de génération en milieu
d' ISWARAN est légérement inférieur & celui obtent sur

milieu T.Y.,sauf peut-&tre pour la souche M20IIS2.

La comparaiscon de ces résultats avec ceux du tableau 2 montre
gu'a une différenceAde D.0. donnée ne corregpond pas nécessairement
une différence analogue dans les temps de génération et dans les
guantités de bactéries viables obtenues, Ceci est particuliérement
vrai en milieu T.Y. Les densités optiques aprés 72 heures dans ce
milieu sont parfois supérieures 3 celles des cultures sur milieu
d'ISWARAN qui permet cependant d'obtenir une population plus
importante de bactéries viables ,

Pour vérifier ce fait nous avons suivi aubiophotométre la croissance
de MBSmIStr dans ces mémes milieux inoculés faiblement ( IOSb/ml‘).

La figure 8 représentant ces cultures montre bien une densité
optigue aprés 50 heures,plus élevé& sur le milieu T.Y. (2,3) que
sur le milieu d'ISWARAN (I,6) . Cette différence ne se refléte pas
dans les numérations des bactéries viables ( T.Y. : 3,2 . Iogb/ml s
I:4,4.10%/ml.

Notons que pour le milieu R.C. la D.O. est de I,5 pour une popu-

lation viable de I,I Iogb/ml.

Les phénoménesde transformaticns cellulaires en présence de doses
relativement élevées d'acides aminés et d'extrait de levure,consta-
tées par de nombreux auteurs dont SKINNER I977 (138) peuvent en
partie expliguer ce phénoméne. On peut aussi penser que le pourcen=-

tage de cellules lysées est beaucoup plus important en milieu T.Y.
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DATE I972 ( 32 ) montre que si la population totale de
cellules augmente guand la dose d'extrait de levure croilt , dans
certaines limites,le nombre de cellules viables peut diminuer de
facon trés appréciable avec certains exXtraits de levure;et ceci

est vrali pour tous les Rhizcbium.

Nous retenons donc le milieu d'ISWARAN pour la mise au

point de la procducticn ce cellules de R, meliloti en milieu

empirique.

b = Etude du milieu D'ISWARAN,

Par rapport au milieu T.Y. ce milieu se présente comme
un milieu non peptoné,avec un taux d'extrait de levure inférieur, ¢qon-
tenant deux scurces de carbone ‘fructose (ou mannitol) et glucoﬁate
ce potassium ,

Ce milieu peut aussi se définir comme un milieu R.C. addi-
tionné de Ig/l d'extrait ce levure, de 1,5 g /1 de gluconate,de
FeCl, et de chlorure de sodium ( voir tableau I p. 25 ).

Pour essayer de préciser l'importance de chacun des composants
sur la croissance des Rhizcbium dans ce milieu nous avons envisagé

3 types de cultures en flacons avec quelgues souches de R.meliloti,

dont M9 SmIStr

bl - Choix de la nature et de la dose de gluconate.

O & ¢ 0 8 8 50 58 808 8 9 C P PSSO OB SO 9O SO S S BSOSO OE N OIS

Des essais préliminaires nous ont montré que l'on pouvait
remplacer indifféremment le gluconate de calcium du milieu originel
d' ISYARAN par le gluconate de potassium ou de sodium beaucoup plus

sclubles,
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NORRIS 1958 (104) avait déjid démontré,que pour 48 souches
de Rhizobium appartenant 3 différents groupes d'inoculation,le
calcium n'était pas indispensable alors que le magnésium l'est.
De plus il est treés difficile d'obtenir des milieux limpides avec
le gluconate de calcium.

Nous avons donc retenu le gluconate de potassium pour la
fabrication du milieu ' ISWARAN : la dose optimale trouvée est de

/ - . . )
I,5 g/1 cocmme dans le milieu 4 origine .

b2 = Cultures de R, meliloti en milieux de base R.C’ sans

€ 6 9 0 6 00 65 8 05 0 55 0 08 0SSO P S LSO B SO LT L L0 LE VLA EO S OSE GO TS .

mannitoly supplémentés.
Dans les parties aliquotes de milieu de base R.C. contenant

X,HPO, :0,5 g/1 , MgSO TH,0 ot 0,2 g/l,

4 4

Extrait de levure (Y.E.) : Ig/l. nous avons ajouté séparément
les autres composants pour ootenir finalement le milieu
complet 4d*ISWARAN , Les cultures en flacons sont inoculées
et incubé&es normalement.

Les résultats,obtenus pour la souche M9Sqftr(tableau 6 )

montrent que,dans nos conditions expérimentales:

I- l'addition de phosphate de potassium,ne modifie pas

la croissance de cette souche,

2= 1l'augmentation de la guantité d'extrait de levure

( Ig 8 2 g) améliore la croissance pactérienne



85

T.¥, : milieu T.Y.; M : mannitol

MILIEU COMPOSITIONS EN GRAMMES PAR LITRE 72
d 600 nm

RC, R HPO, (0,5g/1 /=MgSO_ ,TH,0(0,2g/1 )=YE(I /1 ) 1,56

RC; RC, + K, HPO, ( 0,5g/1 ) I,55

RC, RC; + Y.E. ( Ig/l) 2,26

RC3 RCI + K. gluconate(I,5 g/1 ) I,74

RC, RC; + Y.E. ( Ig/l ) 2,76

RC, RC, + FeCl; ( 0,0I g/1 ) 2,76

RC, Rc5 + NaCl (0,I g/1 ) 2,70

RC, RCg + K, HPO, (0,5 g/1 ) 2,70
ISAARAN sans mannitol 2,68

2 ISWARAN + mannitol ( IO g/1 ) 5,04

-t

e T.Y. 4,74

o

; R.C.M, 3,I2

TABLEAU 6 : CULTURES DE R. MELILOTI M9SmIStr,DANS DIFFERENTS
MILIEUX DE BASE R.C. » SANS MANNITOL,SUPPLEMENTES,
+APRES 72 HEURES D'AGITATION A 30°C. -
légende = Y,E. : Extrait de levure;R.C: milieu R.C. '
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1' addition conjointe de gluconate et d'extrait de
levure est nécessaire pour permettre 1l'amélioration

de la croissance.

les chlorures de fer et de sodium ne provoguent aucune

amélioraticn de la croissance sur cette souche.

un excés de potassium cdans le milieu complet ne modifie

pas les résultats de fagon appréciable.

la source de carbone essentielle,ici le mannitol,

provogue une nette amélioration des cultures.

le milieu d'ISWARAN ,sans source de carbone autre que le
gluconate de potassium et l'extrait de levure, permet
d'cobtenir une croissance presgue équivalente 3 celle

obtenue sur le milieu R.C.

-~ Cultures de R. meliloti en milieux de base ISWARAN

S & 0 0.0 0 6 00060 080 550 &GO B O D OSSO S LSO EE N L OO SN EEEOECELTEBIEOEETSN

supplémentés,

Dans une autre expérience, & des parties aligquotes de
milieu d’ISWARAN ne contenant ni gluconate, ni mannitol,
ni extrait de levure,(milieu de base I.B.),nous avons

ajouté ces composants comme il est indigué dans le .

tableau suivant.

Les cultures,en flacons,sont inoculées et incubées comme

habituellement . Les résultats obtenus pour la souche

M9SmISET ( tableau 7 ) confirment les remarques précédentes,
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D.0O,
MILIEU COMPOSITION EN GRAMMES PAR LITRE 72
A 600nm
1 }1IB K2HP04(O,5g/l)-MgSO4,7H20(O,2g/l)-NaCl(O,Ig/l ) 0,I4
zeCl3 (0,0Ig/1}
2 | IB.G (I) + K= gluconate (I,5 g/1) 0,08
3 {IB.GM (2) + mannitol (IOg/l) 0,09
4 1I8.Y (I) + Yeast Extract (2) 2,60
5 1I3.¥YM (4) + mannitol 4,75
6 | IB.YG (4) + K. gluconate (I,5g/1)=ISWARAN sans mannitol] 3,00
7 |IB.YGM | (6) + mannitol = ISWARAN + mannitol (I0g/l) 5,70
a| T.Y. 4,74
Z
-
g
E;i
= R.C. M. 3,I2
TABLEAU 7 : CULTURES DE R. MELILOTI M9sSmIST,EN FLACONS,DANS

DIFFERCNTS MILIEUX DE BASE ISWARAN SUPPLEMENTES,APRLS
72 HEURES D'AGITATION A 30°C.

extrait de levure RC = milieu RC ; TY= milieu TY

1

mannitol ; IB = milieu 4'ISWARAN de base

gluconate de K
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Ici aussi les meilleurs résultats sont obtenus avec le
milieu contenant & la fois I0g/l1 de mannitol , I,5q¢ /1
de gluconate de potassium et 2g/l d'extrait de levure. Si nous
connaissons bien l'action du mannitol et de l'extrait de levure

nous ignorons le mode d'action du gluconate, dans nos conditions

expérimentales.

Il est probable cue le gluconate . favorise 1la syvnthése
a' a,T.p, Cette action s'effectuerait par l'intermédiaire de
la glucose deshydrogénase liée 3 une chalne d'oxydation cellulaire,
au niveau de la membrane ( communication personnelle J.P. HORIELZ).
La méme hvpothd&se a été tout récemment émise par MATSUSHITA I979

( 87 ) chez le genre Pseudcmonas.
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3 - Cultures de Rhizobium meliloti en milieux synthétiques.

L'utilisation de milieux complexes pour l'obtention
de cellules bactériennes est souvent une sclution valable,mais
pour des &études de métabolisme par exemple,il v a lieu d'uti-
liser un milieu de composition parfaitement connue. Les travaux
pertant sur le genre Rhizcobium n'échappent pas & ces impératifs
de recherche pure,

La production en grancde gquantité de ces bactéries pour
les besoins de l'agriculture exige aussi un milieu bien défini
et équilibré afin gue l'on cbtienne,d'une maniére reproductible,
le maximum de cellules dans un état physiologique parfait.

Ccomme nous l'avons cG&€j3 dit il n'est pas facile de
trouver un milieu synthétigque qgui permet un bon développement
et une bonne survie de toutes les souches de Rhizobium,méme vour

les souches de R, meliloti. COURTOIS 1975 (29 ) remarque

gu'avec la souche MS5NI et sur le milieu R fructosé,la phase de
latence est longue,la populatiocn bactérienne finale et la
production de polyosides toujours faibles. Aprés guelques

repiquages sur ce milieu simple les souches de R. meliloti ne se

développent plus de fagon satisfaisante,ce qui prouve bien que
G'autres constituants sont nécessaires.
Notre dessein,dans ce présent travail,n'est pas de
mettre au point un nouveau milieu_synthétique mais d'essayer
de trouver,parmi ceux décrits par\les auteurs,celui gui nous

permettra d'obtenir rapidement de fortes densités bactériennes

avec des souches de R. meliloti utilisables pour l'inocul ation de

lz luzerne.
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a ) Recherche du milieu synthétigque le plus favorable

pour R. meliloti.

Les sept milieux de culture gue nous avons essayés , répartis
en tubes et en flacons,sont ensemencés comme nous l'avons vu plus

haut. Aux différentes souches de R. meliloti déja utilisées nous
5 Str.

avons ajouté la souche M I =

Lfinoculum important permet d'cbtenir une population de
départ de l'ordre de I07 bactéries par ml . L' incubation est réalisée
en agitation & 30°C. Les cultures sont appréciées par simple obser-

vation optique @u trouble toutes les 24 heures et par mesure de

l"absorbance & 600 nm aprés 72 heures.

Des essais préliminaires ncus ont montré que la densité optigue
optimale ( D.O. max. ) &tait également obtenue aprés 3 jours d'in-
cubation , avec l'ensemble des souches utilisées, ceci dans ncs

conditions expérimentales.

Les résultats des cultures en tubes, rassemblés d'une manidre

simple dans le tableau 8 nous montrent que :

I°) les milieux permettant d'cbtenir les cultures les plus
abondantes, pour la majorité de nos souches, sont les
milieux de RIGAUD ( RI ) , de SHERWOOD ( SY ) , et le
milieu R.

Sur les milieux de PEDROSAet de FERRY les souches de
R. meliloti se développent mieux gque sur les milieux

My, et 4,0.P.5.
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MILIEUX DE CULTURE SYNTHETIQUES
SOUCHES
FBO RI SY R M9%a MOPS r
MI-5 + ++ ++ + + + *
MEL5StT + + + + - - +
MSNI + + ++ + - + +
M95 + + ++ + * + +
mosmI®tF | + + + + - - +
AI45 + ++ + + - + +
AIeI + ++ + + * & +
42001 + + + + - - +
M20II5%F | 4+ + + + - - +
M20IIS2 + + + + - - R
TABLEAU 8 : CULTURES DE RHIZOBIUM MELILOTI EN MILIEUX
SYNTHETIQUES,EN TUBES,APRES 72 HEURES D'AGITATION
A 30°cC.
L 7
légende : = croissance peu différente du temps T=0(env.IO b/ml)
+ culture assez dense (comprise entre IO7 et S.Ioab/ml)
+ culture dense,supérieure 3 1l'inoculum(env. IOgb/ml)
++ culture trls densec (supérieure a 5, IOSb/ml) //‘»

[} <
y it
. ‘N./#
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2°) que les cultures sur milieux synthétiques sont
beaucour mcins importantes que celles obtenues sur
les milieux complets, fait reconnu par de nombreux
auteurs (28.34.122_ ). LY utilisation de tels
milieux pour la production en masse en vue cde l'ino-

culation paralt difficilement envisageable.

Dans le tableau 9 figurent les mesures d'absorbance 3
600nm., et du pH aprés 72 heures d'incubation dans les 3 milieux
synthétiques donnant les meilleurs résultats,cultures effectuées
cette fois ci en flaccns de facon & se rapprocher davantage
Ces conditions de culture en fermenteur., D'aprés ce tableau
les pk des cultures de 2 jours dans les 3 milieux testés restent
assez proches de la neutralité. Il faut quand méme remarquer
une légére alcalinisation dans les milieux de RIGAUD et SHERWOOD
et une faible acidification en milieu R . Le milieu de
RIGAUD est le mieux tampcenné. ‘

Les résultats trés voisins obtenus dans les milieux de
RIGAUD et de SHERWOOD d'une part,la comparaison des fornules
de ces milieux & celle du milieu R. é'autre part,nous ont
concduit & étudier au plus vite la nature de la source d&‘azote;
ceci avant méme de connaltre les temps de génération et les
rendements cellulaires pouvant &tre atteints.

Pour RIGAUD 1I965 (122) les cultures varient en fonction
de la nature minérale ou organique de l'apport d'azote. Il
note que les selcs des acides glﬁtamique et aspartique,comme

lt'avait déji sionalé BERGERSEN I96I ( 7 ) donne des résultats

supérieurs au sulfate cd'ammonium et au nitrate de potassium,



MILIEUX DE CULTURE SYNTHETIGUES.
R. R.I. S.Y.
SQUCHES
Dooa pH DoOo pH DoO. pH
MEIS5 I,5 6,4 2,3 7,2 2,5 7,6
Str '
ME5 I,I 6,5 I,s 7,2 2,I 7,5
MSNI 1,2 6,3 I,0 7,0 2,2 7,5
M9S I,7 6,7 1,9 7,4 2,1 7,7
M9SmIStr 1,6 6,8 1,7 7,5 1,6 7,5
AI6I 1,6 6,9 2,2 7,2 I,9 7,6
M2001 I,3 6,7 I,6 7,3 I,2 7,4
, Str
M20II 0,9 6,6 I,3 7,5 1,0 7,7
M20IIS2 0,9 6,8 1,5 7,3 1,3 7,1
TABLEAU 9: MESURE DE L'ABSORBANCE A 600 nm ET pH DE

CCLTURES DE RHIZOBIUM

MELILOTI

» EN MILIEUX

SYNTHETIQUES,EN FLACONS, APRES 72 HEURES

D'AGITATION

A 30°C,

83
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Néammcins les courbes de croissance obtenues dans ce
milieu ne sont pas exactement superposables & celles obtenues
avec des milieux complets, BERINGER 1I974 ( 10 )doit mocdifier
le milieu de SHERWOCD pour l'adarter aux cultures ée R, lequ-
minosarum . Il l'utilise en remplacant le sucre par le succi-

nate de sodium et en l'enrichissant encore en vitamines.

JOHNSTON I975 (69) doit aussi supplémenter ce milieu en

acides aminés,en adénine, et en uracile pour la croissance de

souches auxotrcphes de R. leguminosarum.

Nous avons retenu le milieu R pour la poursuite de nos tra-
vaux pour les raisons que nous venons de citer,mais aussi parce
quFil est trds utilisé dans le laboratoire et gqu'il a besoin
d*€tre amélioré. Notre but est donc maintenant de le modifier de

fagon & obtenir sur ce milieu une production de R. meliloti , et

si possible des autres Rhizobium ridentique ou proche de celle
obtenue en milieux complets.

b} Influence de la nature de la source d'azote pour

la culture de R, meliloti en milieu svnthétique.

C'est 1'azote minéral qui semble aveir &té le plus
soﬁvent employé scus forme nitratée ( NORRIS (104) ) ou
ammoniacale ( WEST et WILSON (167) FERRY (46) )ou mé&me
en combinant les deux sels ( LOWE et EVANS(7 8) ).

Les sources organiques d'azote utilisées ont &té
essentiellement les acides glutamicue et aspartique
( PEDROSA (112) ) et leurs sels de sodium ou de potassium

( BERGERSEN(7 ) ), RIGAUD(122),SHERWOOD(13 4),
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Aprés guelgues essais avec las acides glutamique et
aspartique ncous avons rencncé i les utiliser en raison des changements
importants cde piH gu'ils provoguent . Nous avons préféré nous servir

de leurs sels.

Dans notre exrérimentaticn l'azcte est apporté, dans chague
série de cultures, & partir de cocmpeosés minéraux cu organiques &,une

concentraticn finale de I g/ 1 .

Suite aux travaux de RATCLIFFE 10278 (119) montrant
l'instabilité therricue ce la glutamine , ces sources azctées sont

préparées,stérilisées gar filtraticn et ajoutées stérilement au

-2

moment de l'emploi au rilieu R fructesé sans nitrate ¢'ammonium.

Nous avons donc »nréparé I6 miliesux contenant comme scurce

azotée les composé€s suivants :

I - Néant ¢ <~ Phosphate diammcnigue

2 - Nitrate &'ammonium I0 - Acetate 4'ammonium

3 - Nitrate de ootassium IZ - Citrate 4'ammonium

4 = Nitrzate de sodium I2 - Aspartate de sodium

5 - Chlorure &'ammcnium I3 - Glutamate de sodium

6 - Sulfate d'ammcnium I4 - Glutamate de potassium

7 = Carkonate d'ammonium I5 - Glutarate de sodium +

8 - Phosphate monoammonigus Gluconate de potassium(I g/l)

16 = Extrait de levure

Nous avons vérifié& gu'il n'y avait pas de changement trés

appréciable du pH apraés additien du ceomposé azoté.
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SOUCHES MILIEU R FRUCTOSE A I % + SOURCE D'AZOTE A 0,I%
*

I 2 3 4 5 6 7 8 9 IO II I2 I3 I4 1I5 1Ie
[MI-5 +  + 0+ * - - o s T
MI5SEY S T T = T o s
[SNI S P S T = R e s
MI S + 0+ 0+ 0+ -+ + o - + 4+ A+ A+ 4+
M9SmIStr + * + % * - - - - - + ++ e e
AI45 + + + o+ + - - - - - + + + + ++
AT6I + + - 0+ + - - - - - + o+ + o+ ++
M2001 + & - -+ - + * o - + o+ o+t
MZOIIStr s + + - + - - + - - + ++ e+ F+ 4
M20IIS82 Fr o+ - - r - + + o - + ++ 4+ 4+ e+

TABLEAU 10 : CULTURES DE R. MELILOTI SUR MILIEU SYNTHETIQUE

R, FRUCTOSE 2 I% ,EN PRESENCE DE
DIFFERENTES SOURCES D'AZOTE A O,I %,EN TUBES,APRES

72 HEURES D'AGITATION A 30°C.
Légende : = : croissance peu différente du temps T = O
: croissance faible par rapport au temps T = O

|+

+ : culture dense supérieure au temps T = O

++: culturzc trés dense

¥ ¢ voir texte p. 95
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Les résultats ohtenus avec les cuitures de R. meliloti effec-

tuées en tubes, incculées et incubées comme habituellement , sont

porté&s dans le tableau 10

La croissance,en présence de glutamate de sodium et de pctassium,
est trés satisiaisante pour tcutes les scuches; elle est supérieure
1 celle obtenue avec 1 'aspartate de scdium. Notons que 1l'addition de

gluconate de potassiur dans le milieuv contenant le glutamate ne

semble pas augmenter la croissance .

Les essais réalisés avec le nitrate, le chlcrure et le sulfate
d'ammonium montrent que si la crocilssance est possilile e2lle n'est pas

optimale aprgs 72 heures de culture.

Le carbcnate,l'acétate et le citrate d'ammcnium ne permettent

pas d'obtenir des cultures aprréciavles,méme aprés 7 jours.

Avant d'adopter pour notre milieu le glutamate de sodium nous
-avons voulu rechercher si laz dose était optimale et si d'autres
sels de l'acide glutamigue et ce l'acids aspartiqgue,ainsi que les

amides ce ces acides,n'amélicreraient pas cette crcissance.

c) Influence de la cuantité d'azote pour la culture

de R. meliloti en milieu svnthéticue

Des guantités croissantes 0.5 - I et 2 g/l de glutamate et
d'aspartate de sodium,de pctassium et d'ammcnium,d'asparagine et de

glutamine, sont introduites dans l~s cultures. Pour des facilités

ce reprisentatation, nocus avons tracé sur la fig. 9 P. 98 cque
Str

les courbes les plus significatives pour la souche M9Sm,
- .
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INFLUENCE, SUR LA CROISSALCE DE R. i{ELILOTI m95m1°tr,

EN MILIEU SYNTHETICUE R.S. FRUCTOSE,DE LA SOURCE D'AZOTE :

rIG.9

(A ) GLUTAMINE I% ; ( @ ) GLUTAMATL DE SODIUM I% ; ( A )
GLUTAMATE DE SODIUM 2%; (O ) ASPARAGINE 1I% ,( 0O ) ASPARTATE

DE POTASSIUM I%. .



Les résultats sont trds voisins avec les souches M I - 5

La glutamine & I % s2mble donner des résultats supérieurs
= Str . - -
au glutamate 3 2 % pour 20II “-~, mais les mé&thodes de mesures
utilis&es nous permettent pas d'affirmer que les différences observées

sont significatives .

Nos résultats paraissen®t en parfait accord avec BERGERSEN ( 7 ),
RIGAUD (12 2),et confirment que le glutamate de sodium est une

excellente source d'azote pour R. meliloti ; DELATTRE I97I (3 4)

n'est ras tout & fait de cet avis, pour la souche M5NI ,

Pour des raisons d'é&ccncrmie, de facilitfZ ds sclubilisation ,

£&€ré utiliser le glutamate

[}

et de stabilité thermique, nous avens pr

s

de sodium & 2 % , ce qui correspond & I60 mg d'azote par litre de
. . ’ PPNt
milieu, (ewz)

\\,\. RS
P

e

d ) Influznce de la nature de la source carhonde pour la

Y]

culture de R. melilcti en milieu svnthéticue.

Suite aux travaux de COURTOIS (2829) et HORWEZ (61.62) , il nous

)

a paru intér=scsant, d&s la début de ce travail de travailler avec

fw

le fructose conme substrat carbeoné.caci de fa

o]

cn supprimer la

formation des produits acides ( acide2-céto gluconigue avec le

V9]

glucose) amenant un abaissement brutal du pH préjudiciable a la

croissance.
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Pour ces auteurs le fructose facilite le démarrage immédiat

des synthéses bactériennes et favorise ainsi la division cellulaire.

-

De plus c'est un substrat carboné gqui assure & R. meliloti une

croissance comparable & celle obtenue avec le glucose. Contrairement
a ce qui se produit avec le glucose, le fructose donne une synthése

de polyosides notable. R meliloti oxyde une partie de ce substrat

en dioxyde de carbone et en eau, le complément &tant dirigé vers
la voie de biosynthése. Nous avons toujours constaté que lors de

la dégradation du fructose par R. meliloti 1le pH des milieux 4'in-

cubation se maintenait bien aux environs de la neutralité.

Néanmoins nous avons voulu comparer les cultures de M9SmlStr

Str

et 20II » en présence de substrats carbonés tels que le fructose,

le glucose, le dulcitol, le sorbitol, l'érabinose, le saccharose,

le mannitol et le glycérol, tous & la concentration finale de I% .

D'aprés la fig.10 gqui représente 1' &olution de la croissance

St

et du pH pour R. meliloti M3Smq r}il apparalt que la meilleure

vitesse de croissance et la D.0O. maximale scient obtenues indiffé-~
remment avec le fructose, le glucose ou le mannitol. L'arabinose,
le sorbitol et la saccharose permettent aussi des croissances
ccnvenables. Pour les deux souches étudiées les résultats sont

analogues.,

On remarguera également gque le glutamate de sodium peut-étre

utilisé comme seule source de carbone par cette souche.
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Enfin, la faible évolution du pH pour tcus les substrats
montre gue notre milieu est bien tamponné,ce qui facilitera son

utilisation en fermenteur.

e) Détermination de la gquantité de fructose i aprorter

dans le milieu de culture ,

Le carbcne constitue l'élément le plus abondant dans les
cellules bactériennes, 50% environ, alors que la teneur en
azote varie entre 3 et I5 % . C'est donc la source de carbone

guli représente la plus grande part du milieu de culture.

Pour éviter un prix de revient élevé il est nécessaire
d'employer un substrat carboné relativement bon marché et de
déterminer la guantité suffisante et nécessaire pour obtenir,

en culture discontinue,un rendement cellulaire optimal.

Des gquantités croissantes de O i Igg/1 de fructose ont é&té
introduites dans des cultures en flacons, ensemencées puis
incubées dans nos conditions habituelles. Les résultats ( fig

11 ) montrent qu'il est souhaitable d'utiliser 5 a 10 ¢ de

fructose par litre de milieu pour obtenir une biomasse optimale.

f) Exigences en vitamines de la souche M9Sm15tr.

Le r&dle de la biotine et de la thiamine sur la crocissance

de R. meliloti a été mis en évidence par de nombreux auteurs.,

WILSON 1I939 (170) précise que si la croissance est possible
sans vitamine ,l'apport de biotine est nettement améliorante.
FERRY I959 (46 ) montre gue la biotine est le seul facteur

indispensable & la crcissance d'une souche 5,5 .
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Dans une é&tude plus générale GRAHAM I963 (50 ) trouve que
sur 63 souches de Khizobium appartenant & différents groupes
d'inoculation 35 exigent au moins une vitamine pour leur croissance;

sur 23 souches de R. meliloti, 9 seulement ont besoin &e biotine.

En fait, si le rBle de la biotine semble &tre prépondérant, cette
vitamine peut~&tre considérée comme indispensable ou seulement

stimulante selon la souche utilisée.

Nous avons mis en culture dans les conditions habituelles, nos trois
souches dans le milieu sans vitamine. La croissance est tras faible

( £ig. 12 ) aprés 72 heures. La crcissance et la densité optique sont
notablement amélioréesdans le milieu additionné de IO pg/ 1 de
biotine. Un apport croissant de cette vitamine ne conduit pas & une

amélioration sensible des résultats .

La croissance obtenue apris rapport simultané de thiamine
( 500 pg/l et de biotine ( IO pg/l)est particulidrement bonne pour la
souche M9SmlStr. Dans d'autres essais nous avons obtenu des résul-

Str

tats analogues pour la souche 20II ; l'effet favorisant semble

moins net pour la souche M I ~-55tr,

Il est intéressant de noter & cez sujet gque le lot d'extrait de
levure ( Yeast extract Difco 633I26 ) que nous avons utilisé dans
nos milieux complets apporte une guantité de biotine voisine de

4 Fg/ g et une quantité de thiamine proche de IOO pg/ g .

~

Nous maintenons donc ces concentrations dans notre milieu pour

la poursuite de nos travaux.



104

GO0 n

'S
[
a

Absorbance

Temps (heures)

o) . 24 48 . ?ﬁ

FIC.,12 : INFLUENCE DES VITAMINES SUR LA CROISSANCE DE R. MEIILOTI

MgSmlStr » EN MILIEU SYNTHETIQUE R. FRUCTOSE .
{ e ) MILIEU SANS VITAMINES; ( B ) MILIEU AVEC BIOTINC
( I0 pg/l); ( A ) HMILIEU AVEC BIOTINE ( IO pg/l) ET

THIAMINE ( 500 pqg/l1).
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4, Synthése et conclusion

Gt g Gt G st U G VS S e G P ST G M = G - G Yo S 2

Tous nos essals apouticssent 3 définir comme suit un

milieu de culture entiérement synthétique pour R. meliloti.

Nous lfappelerons R.S. ( Rhizobium synthétique ),

sa composition par litre dfeau distill&e est la suivante :
HI{2PO4—(I"ILERCK) S 8 8 5 5 0 8 8 0 4 00 6 ¢S e s 00 e s e 0,5 g

MgSO‘L,m (PIERCK) ® 0 8 5 00 06 0 7 s 08B O,2 g

20
Glutamate de sodium ( ORSAN ) ....... ceeene 2,0 g
ructose ( ROQUETTE ) tvveieveencennnens ... 10,0 g
Biotine S{ROCHE ) eevveeeeeernnnnnanneeaans 1072 g
THiamine HCl ( ROCHE ) vovereven.. ceeeiee...5.1074 g
PE £inal & 25°C .ivievevennonaaaas 7,2

Pour apprécier la valeur de ce milieu il convient d&‘abord
de comparer les rendements en cellules viables gqu'il est
capable de produire avec ceux obtenus en milieux complets.
Nous envisagerons ensuite 1'&tude de la validité vis-a-vis

de guelgues souches de R. meliloti .

Ces travaux de synthése ont tous &té effectués au biophoto-

- . . - - 5 s
métre avec un incculum faible de l'ordre de 10 bactéries/ml.
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a) Comparaiscn de la culture de R. meliloti en milisux

complets et synthétiques,

Nous avons comparé les cultures des souches MQSmlStr,
201IStr , M I = 5 5tT chtenues sur ce milieu avec celles que
donnent les milieux complets RC ,TY et d' ISWARAN , et le
milieu synthétique R. couramment utilisé dans notre labora-

toire.,

Le tableau 11 donne les résultats ( movenne de deux cultures)

pour gSm,StT,
Les cultures ont &té semblables pour les deux autres souches.

Ces résultats montrent gue notre milieu RS est convenable.
La croissance qu'il permet d'obtenir est beaucoup plus impor-
tante que sur le milieu R. fructosé et se montre méme supé-

-

rieure & celle obtenue sur milieu RC.

Pour la souche Mgsmlstr la croissance n'est pas exactement
identique a celle oktenue avec les milieux complets T.Y. et
d'ISWARAN. Il n'en reste pas moins que la quantité de bactéries
obtenue aprés 48 heures,dans ncs concditions expérimentales, est

9

voisine de 2,5 x IO” bactéries /ml,

b) Validité du milieu synthéticue R.S. nour la culture de

~

R. meliloti.

Pour apprécier la validité de notre milieu nous avons

comparé la croissance de IO souches de R. meliloti , au

moyen du biophotométre I.N.S.E.R.I.
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o r T ph
HILIEUX D.O. oy X I07b/ml ng/ml heurcs  f£inal
R, 0,6 C,33 1,26 4,64 6,R
R.S. 1,88 2,51 2,62 I,68 7,7
ISWUARAN 1,63 4,43 2,05 I,70 7,0
T.Y, 2,40 3,22 3,14 I,6I 3,2
R.C. Fru. I,54 I,14 2,21 2,37 6,5

TABLEAU 11 StT AU BIOPHOTOMLTRE,

»

CULTURES DE R. MELIILOTI MSSmI

(7]

EN MILIEUX COMPLETS ET SYUTHETIQUES,APRES 4¢ ULURE

D'AGITATION & 30°C .,

légende : D.O.603 : densité optique & 693nm

9
N ! nombre de bactéries viables % IC /rml
P ‘. poids sec des bactéries cn rg/ml
T : temps de génération en heures.
SOUCHLS D.O. P SOUCHES Dlupg g
693 mg/ml 623 mg/rl
MI5 1,74 2,41 AI4S 1,65 2,31
MpsStE 7,42 2,05 AIGI 1,92 2,76
MSNT 1,57 2,34 M200I 1,54 2,24
198 2,01 3,07 M20IIStr | 1,21 1,68
M9Sm  StT I,88 2,62 M20IIS, | I,33 1,30

TABLEAU 12 : CULTURES DE R, MELILOTI EN NILILCU SYNTHETIOUR

R.S”SUIVIES AU BIOPHOTOMETRE, RESULTATS ORTENUS

APRES 42 HEURES D'AGITATION A 30°C.

légende : D'O‘693 : densité optique 4&693 nm

P. mg/ml : poids sec des bactéries en mg/ml ST



108

Le tableau 12 donne la moyenne des résultats pour

deux cultures de chaque souche effectuées dans les m@mes conditions.

Ces résultats montrent gque ce milieu est utilisable

pour la production de cellules des différentes souches de

i

R, meliloti testées., Le poids sec des bactéries obtenues aprés

48 heures de culture, dans ces conditions de laboratoire, est

voisin de 2 3 3 mg/ml.

Str or 201IS2

Les rendements plus faibles pour 20II
correspondent & des taux de croissance moins élevés pour ces

deux souches.

c) Discussion et conclusion.

Pour obtenir des rendements acceptables en cellules vivantes
de Rhizobium, et en particulier de R. meliloti,nos essais de
laboratoire nous ¢nt conduit & retenir les milieux &'ISWARAN

et TY. comme milieux complets,et le milieu R.S. comme milieu

svnthétigque .

Ces trcis milieux nous ont permis d'obtenir des quantités
de bactéries supérieures 3 celles obtenues dans les milieux
complets ( R.C.,Y,E.M.) et synthétiques(R.,SY,) plus couramment

utilisés dans les laboratoires.

Il faut remarquer que,dans l'ensemble,la croissance de

R, meliloti dans ] e milieu synthétique que nous préconisons

s' accompagne d‘'une production peu importante de polysaccharides

par rapport aux milieux d'ISWARAN et R.C. (0,7 & I,25 mg/ml).
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De plus dans ce milieu, ncus n'avons jamais observé a
l'examen microscopigue, de formes " anormales " ressemnblant a des

pactéroides.

-

Pour choisir le milieu le mieux acapté & notre probléme de
productiocn de bactéries en grande guantité nous envisageons,
maintenant de rechercher les conditions physiques optimales de la
culture dans le milieu R.S. Nous pensons que l'utilisation
d'un milieu de composition parfaitement connueg éguilibré,et surtout
reproductible,est souhaitable aussi bien pour les besoins de
l'agriculture que pour les études de labcratoire, & condition bien

entendu)d‘obtenir des rendements satisfaisants,

Néanmoins il sera nécessaire de poursuivre ces travaux de
synthése,effectués au laboratcire, par 1l'é&tude comparative des
cultures dans ces trois milieux,au stade de la producticn de

cellules en fermenteur.
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B RECHERCHE DES CONDITIONS PHYSIQULES OPTIMALES POUR LA

PRODUCTION DE CELLULLS DE R. MELILOTI EN MILIEU SYNTHETIQUE ,

Apr2s avoir passé en revue les principaux facteurs chimigues

. . . - . Str
pouvant intervenir sur la croissance de R.meliloti M9Smp

dans le milieu synthétique RS ,et avant d'entreprendre la mise
au point de la production des cellules en fermenteur,il est
nécessaire d'étudier les facteurs physiques les plus importants.

Nous essayerocns ,pour des cultures effectuées en fiole,de
fixer successivement :

- l'importance de l'inoculum de départ,
- la température optimale de croissance.

- le pH initial du milieu de culture.

Enfin nous envisagerons le rdle impcrtant que peuvent avoir
l'aération et 1l'agitaticn de la culture sur la quantité de
cellules viables produites cette étuée ne peut-2tre envisagée que
dans des cultures effectuées en fermenteur.

I . INFLUENCE DE LA CUANTITE D ‘'INOCULUM.

Il est bien connu depuis les travaux de MONOD I9%942 (81)
gue la phase de latence d'une culture bactérienne est toujours
plus longue avec des ensemencements faibles.lLa rapidité de
production de cultures denses, surtout en milieu synthétique,

dépend dong¢ beaucoup de 1'importance de l'ensemencement de départ.
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Si la taille de l'inoculum influe grandement sur la durée
de la phase de latence,elle n'intervient pas sur le taux de la

croissance .| I36,I37).

Pour essayer de déterminer 1l'importance de 1'inoculum
pour les fermentations,nous avons effectué des cultures de MgsmIStr

en erlenmeyer de 750 ml contenant 250 ml de notre milieu R.S.

Les milieux amenés au préalable a la température de 30°C, sont
ensemencés avec des inoculums d'importance crcissante. Ceux-ci sont
préparés par dilutions a partir d'une culture cde 24 heures en milieu

R.8. contenant environ I,8 . 107 b/ml en pleine phase exronentielle.

Les effets ce l'inoculum sur la croissance et la viabilité ce
Rhizcobium sont évalués par mesure de la densité optique et par numé-

ration des cellules viables.,

Les résultats (£ig.13 ) montrent gue la durée de la phase de
latence est inversement proportionnelle A 1l'importance de l'inoculum .
Dans nos conditions expérimentales la culture au départ ne doit pas
contenir moins de IO7 cellules viables par ml . Hous avons vérifié
qu'un inoculum aussi important, introduit dans notre milieu synthétique,

ne provoquait aucune modification appréciable du pH .

La réduction du temps de latence corresponcdant 3 une augmenta=
tion d'un facteur IO de la taille de 1'inoculum ( Lip de SEIDA (136

-137) est d'environ 2 heures.

Une inoculation importante réduit donc le temps qu'il faut pour
obtenir le maximum de cellules viables mais diminue aussi les chances

de voir s'installer une contamination.
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- 7 .
Un inoculum ccntenant plus de 0,8 . IO’ bactéries/ml n'aug-
mente pas consicdérablement le normbre de cellules viables obtenues
( fig. 14 ) . Par ailleurs nous avons trouvé des résultats tros

voisins peour les scuches ¥ I-5Str ot 20II°%T,

Il . INFLULNCE DE LA TENPERATUPES ' TNCUBATION.

Les travaux de SHIDA IS®75 (137) ont montré gue la température
d'incubation d'une culture bactérienne avait une influence , non
seulement sur le taux de croissance de la bactérie,mais aussi sur la
cdurée de la phase de latence de la culture. Si l'inoculum est "large"
la température 3 laquelle s'effectue la culture peut aveoir une grande
importance sur les rendements bactériens. Ille intervient également

sﬁr la viabilité de ces cellules durant la culture (162) .

Pour rechercher la température la plus favorable & la production

de cellules viables de R. meliloti MQSmIStr dans notre milieu

nous avens effectué des cultures,en flacons, & différentes températures
et en agitatiocn continue sur agitateur de KAEN ( envircn 30 rotations
rar minute ). L'incculum de départ est de l'crdre de I,2 . 10”7

bactéries par ml . La croissance est appréciée par mesure de la

densité optique 4 600 nm et par dénombrement de cellules viables.

D'aprés les résultats de la fig., 15 il semble gue, dans nos
conditions expérimentales, le taux de croissance de MgsmIStr soit
optimal & 28°C : p = 0,52 division / heure,

~
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Le dénombrement des cellules viables aprés 60 heures de
culture est par contre supérieur & 30°C; il est de l'ordre de
2,5.IO9 bactéries par ml. Nous retenons donc cette température

de 30°C pocur nos cultures en fermenteur,

III. INFLUENCE DU pH INITIAL DE LA CULTURE,

Le mutant acido- tolérant MSSmIStr de RAKOTOARISOA(118)

peut se développer & pH acide mais avec un temps de génération
trés lcng, de l'ordre de IO heures dans le milieu RC fructosé

a pH 5'9 .

Cet auteur signale que cette souche se développe plus vite
guand le pH du milieu augmente,elle se divise en 2,56 heures
a& pH 7,0; la souche M9S dont il est issu se divisant dans les

mémes conditions en I,7 heure.

Il est important de constater que malgré la croissance faible
et 1l'acidité du milieu,le mutant ne peré pas de son infectivité

et qu'il est aussi efficient 3 pll acide qufi pE voisin de la
neutralité,
Sachant cela ncus avons essayé de déterminer le pH le plus

favorable & la production de cellules viables de la scuche de

R.meliloti MQSmIStr dans notre milieu synthétique., Des cultures
en flacons agités d& 30°C ont été effectuées i différents pH,

avec un inoculum de départ de l'ordre de I,2 - 107

bactéries par ml,
La croissance est suivie par mesure de la densité optique &

600nm et par déncmbrement des cellules viables.
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D'aprds les résultats de la fig. 16 , 11 serble
gue dans ncs conditions expérimentales,le taux de croissance
ae M9SmIStr soit optimal quand le pH initial du milieu de
culture est voisin de 7 - 7,2.

On cecnstate que la durée de la phase de latence est
d'autant plus faible que le pH initial est proche de cette

valeur,

Avant de retenir ce pH optimal de 7 - 7,2 il convient de
vérifier si la population des cellules viables posséde toujours,

aprés cette culture 3 gH neutre,la propriété d4d'acido-tolérance

ce la souche de départ.

Vérification e 1l'acido~ tolérance de M9Sm. StT aprés

culture 3 pd 7,2

La souche de départ aprés culture sur le milieu R §

Str . -
pH 5,9 ( M9SmI ~ 5,9 ) et la souche aprés culture dans le

méme milieu & pH 7,2 ( MQSmIStr - 7,2 ) sont centrifugées,

Le culot,repris et lavé en le mettant en suspensicn dans le
tampon THP est 2 nouveau centrifugé,puis repris dans différents
tubes contenant IO ml de notre milieu a différents pH.
L'inoculum ce départ est de l'crdre de I,I-IO7 bactéries par ml

pour tous les tubes.



M9SmIStr - 5,9 M9smIStr - 7,2

0 2 4 6 I2 0 2 4 6 I2
7,6 - + + + + - + + + +
7,2 - + + + + - + + + +
6,8 - + + + + - + + + +
6,4 - + + + + - + + + +
6,0 - + + + + - + + + +
5,6 - £ 0z - X £ 0z
5,3 -+ + % - - X 0 %

TABLEAU 13 + DETERMINATION DU pH LIMITE DE CROISSANCE DE
R. MELILOTI MgsmIStr AVANT ET APRES CULTURE EN

MILIEU R.S.

-

légende : + culture dense et supérieure 3 l1l'inoculum
+ culture moyenne

- croissance peu différente du temps T=0

St
Ce tableau montre que la souche MISm, r,aprés culture a
pH 7,2 garde un pH limite approximativement identique a celui
de la souche ayant cultivé &3 pH 5,9. On peut donc penser que

globalement sa tolérance acide est maintenue,
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IV INFLUENCE DE L'AERATION ET DE L'AGITATION .

Ce facteur ne peut-&tre étudié valablement que sur des
cultures effectuées cdans le fermenteur utilis& pour la production
de celldles. En effet le transfert de 1l'cxygéne au sein du milien
jusqu'au niveau cellulaire constitue un probléme criticgue,.

Il ne cdépend pas seulenrent du Jdébit de 1l'air injecté et de la

vitesse d'agitation,mais aussi de nombreux autres paramétres

inhérents 3 la ~&omdtrie du reacteur.
1) nction ce KL.a

Les cultures sont agitées et aérées par injection d'air
stérile,sous pression. A cause de la trés faible solubilité de
l'oxygéne et de son absorption rapide par les bactéries il faut
le remplacer continuellement .Si la ccncentraticn du milieu en
oxygéne descenté en dessous d'une valeur critique,on peut constater
des troubles métabcliques cui peuvent perturber la production et

entralner l'arrgét de la croissance ,

Le facteur limitant la croissance est donc essentiellement

la concentration en oxygéne dissous dans le milieu.

Pour évaluer l'efficacité de l'aération cn calcule, par
la méthode de COOPER (137), le coefficient d'absorpticﬁ ( ou de

transfert) volumétrigue d'ocxygéne K a . Il s'exprime en

‘L [ ]
millimoles cd'cxygéne par heure et par litre de milieu.
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Cette valeur dcnne une bonne approximation de la capacité

d'oxygénation du milieu contenu dans le fermenteur,

-~

a figurel7donne,en fonction de la vitesse d'agitation du

fermenteur NEW - BRUNSWICK , modéle I9 , les valeurs du X

Loa 4
3 30°C,
A
4004 ~
—
'!‘
'_;
A
—
3004 °
(']
o
~— Va
2004 %
o
100 <
Vitesse d'agitation(t.min~1)
T T { 1 1 ¥
0 100 200 300 400 500 600

¢

FIC.17 : COEFFICIENT DE TRANSFERT VOLUMETRIQUE D'OXYGENUE (KL.a)

EN FCHCTION DE LA VITESSE D'AGITATION DU FERMEITEUR

VCW= BRUNSWICK MODELE I9 , POUR UN DEBIT D'AIR DC

3 1/min . 5fw'
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Les résultats doivent €tre interprétés avec précaution. En
effet 1l'usacge rontre que la valeur de 1l'absorption de l'oxygéZne
par une suspension de cellules microbiennes dans un milieuw contenu
dans un fermenteur est en réalité plus faible que celle trouvé
par la méthode au sulfite de COOPER , De plus l'augmentation de
la viscosité du milieu par production de polyosides modlfie aussi

fortement le transfert d'oxygéne.

2) recherche du K_ . a optimal .

PR St <
Nous avons réalisé des cultures de MySm. T. dans notre

milieu,en fermenteur NEW ~BRUNSWICK M I9 ., Les conditions expé-

rimentales sont celles que nous avons déterminées par ailleurs:

- IO litres cde milieu de culture R.S.a pE 7,2

- inoculation par I litre de culture de 24 heures en fiole
agitée,dans le méme milieu, de facon & avoir I.I07bactéries
par ml, au départ

- température : 30°C.

Pour chague culture ncus avons fait varier la vitesse cu
dispositif d'agitation tout en maintenant le débit constant

( 31/min,durant toute la durée de la fermentation. Le tableau 14

et la figure 18  montrent 1l'influence du coefficient de transfert
velumétrique d'oxygéne sur la production de cellules de

R, meliloti MgsmIStr pour des cultures de 42 heures.
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LSSAIS hgitation Kp.a Ny N P
ne  t/min m¥0,/1.h xI107b/m)  x107b/ml  me/ml
I 240 . 50 0,4 30 1,8
2 210 35 2,5 200 1,4
3 200 30 7,0 380 2,3
4 180 28 2,8 360 2,5
) I70 25 0,6 380 2,6
6 150 : 20 0,3 220 1,6

TABLLAU 14 INFLUERCE DL L'AERATION ET DL LUAGITATION SUD Li
PRODUCTION LY FERMENTEUR DL CELLULES DE R.MELILOT)

uesm ST, MILIEG R.Ss., ph 7,2 , 30°C,

l1égende RL.a : coefficient de transfert volumdtrique ¢'oxvedne.

NO : Nembre de bactéries viables au termps ¢t = O.

N 1 Nombre de bactlries viables au temps t = 424,
P t Poids soc des hactéries au temns t = 42h,
A
-
i
"’f .
104 &
(
v
o
-t
>
-4
-
]
o
=
g =
-t m——r"
] \ﬂ

Y Y — Y

20 25 30 35 40 45

Pin.“sv : RELATION INTRE LA VALEUR DU CQEFTICIENT DE TRANSTERY
VOLUNMETRIQUE D'OXYCIRE ({y.a) CT LA PRODUCTION DL CELLULES
DE R, MELILOTI ?-'.QSmlstr EN PERMENTZUR ( KEJ=-BRULSUICK :I9
MILILU R.S. CULTUKES DL 42 HEURES A 30°C.
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Les rencements les plus intéressants ont &t&é obtenus
pcur des valeurs au KL.a voisines de 28 mM d'oxygéne par litre et
par heure, Cette valeur correspond, dans le modéle de fermenteur
gue nous utiliscns et pour un débit d'air de 31/min,& une vitesse

cd'agitation de I70 & 200 tcurs par minute,

Ces constatations nous ont d'abord &étonné mais nous les
avons vérifi€ées a plusieurs reprises. Dans les cultures aérobies
nabituelles l'aucmentaticn de l'a€ration est indispensable au fur
et a mesure gue la culture se développe. Des cultures de Rhizobium
effectuées dans ces derniéres conditions ne nous ont pas donné des

guantités de bactéries plus imrortantes. R.meliloti ne semble donc

pas nécessiter pour sa multiplication une tension d'oxyg2ne trés
importante. licus penscons,comme de ncmbreux auteurs (34.35) cue
Rhizobium est une bactérie aércbie cui posséde une tendance nette

& la microagrophilie.

ERTOLA (4 4) a démontré que l'oxygéne n'a une grande in-

fluence sur le taux de crcissance de R, meliloti , qu'au dessous d'un

taux ae 29 ml 02/ l.h, Cet auteur indique également gu'en présence
¢'une concentration quarante fois plus élevée les courbes de crois-

sance restent identigues,

En fait VAN SCHREVEN (15 5 )montre que les valeurs du
débit d'air peuvent varier de 0,5 & I20 1 cd'air par litre de
milieu et par heure , suivant les souches,le milieu, et les fermenteurs

utilisés.
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Une aération de 51. d'air / 1. h. semble &tre adéquate pour
R, trifolii T.A 1

ROUGELEY (127) indique, pour la souche de R. meliloti TAg,

gue le nombre de bactéries viables passe de O,1I. IO9 3 3,5
9

I0° b/ml quand le débit d'air passe de I 34 5 1 par litre dce
milieu et par heure. Il n'y a toutefois aucune augmentation

de rendement si le débit est porté & IOl d'air/l.heure

Ve CONCLUSIONS.

Les conditions optimales requises pour obtenir

des rendements &levés de cellules viables de R, meliloti

MgsmIStr dans notre milieu R,S.,sont donc :

I°) inoculation importante de l'ordre de 107b/m1 & partir

d'une préculture en phase exponentielle de croissance
2°) température de croissance optimale : 30°C
3°) pH initial du milieu ce culture :7,0 - 7,2

4°) coefficient de transfert voclumétrique d'oxygéne :

KL.a de 1'ordre de 28 mMO,/l.h.
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L)
!

PRODUCTION EN MASSE DE RHIZOBIUM MELILOTI

et ———
MRS

EN FERMENTEUR .

I. PRODUCTION DE RHIZOBIUM MELILOTI EN MILIEUX COMPLITS

ET SYNTEKETICUES.

Nous avons commencé par voir si les résultats obtenus précé-
demment au biophotométre allaient se confirmer au stade de la
production. Pour cela nous avons effectué différentes cultures en
fermenteurs,dans les milieux complets et synthétiques que nous avons
sélectionnés et dans les conditions optimales que nous avons définies

Str

pour la souche M9SmI et le milieu R.S.

Les milieux R. et RC, couramment utilisés nous ont servi

de milieux témoins.

Le sucre utilisé a toujours été le fructose . Pour chague
expérimentaticn le milieu de préculture,préparé en fiole 3 toxine,est
identique a celui de la fermentation . La préparation de ces milieux
a été décrite dans le chapitre 1I.I1 est toujours ensemencé par IOml.
de souche conservée &=20°C en milieu R,C. fructosé glycérolé.

L'incubaticon de la préculture se poursuit 20 & 24 heures & 30°C,

sur agitateur rotatif., ( D.0O. & 600 nm de 0,5 & 0,8 ).

Les milieux de fermentation sont toujours préchauffés

-

& 30°C cde fagon & réduire la phase de latence.
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Les résultats rassemblés dans 12 fig. 19 et le tableau 15
rmontrent que c'est le milieu empirique d' ISWARAN qui permet d'obtenir
les rendements les plus importants en cellules viables pour 1z
souche MQSmlStr . . La production d'exopolysaccharides dans ce
milieu apparalt rapidement ( I2 & 24 heures) et atteint des taux &levés
(2a& 3000 pg/ml ). Le milieu devient trés vite visgueux . Dans nos
conaitions de laboratoire nous n'avons jamais su récupérer conve-

nablement la biomasse obtenue dans ce milieu.

Comme nous l'avions déj& vu antérieurement le milieu empirique
T.Y. permet aussi d'cbtenir rapidement un nombre important de cellules,
mails elles sont trés vite lysées; l'examen au microscope de ces
cellules montre un nombre important de cellules morvhologiguement

Yin .
ormales,

Le milieu synthétigue R.S., dans les conditions optimales que
nous avons cééfinies, permet d'obtenir en fermenteur des quantités de

cellules viables de R, meliloti trés satisfiaisantes. Elles sont

=~

toujours supérieures 3 celles obtenues en milieu synthétique R et
méme en milieu complet R.C. Les rendements sur ce milieu sont assez

analogues a ceux obtenus en milieu T.Y.

En milieu R.S. les guantités d'exopolysaccharides produites
sont moyennes ( 0,7 & I,5 mg/ml en 48 heures). Jamais nous n'avons
observé, 3 l'examen microscopigue, de formes "anormales" ressemblant

3 des bactéroldes .
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FIG. 19 : CROISSANCE DE R. MELILOTI MgSm, °° EN FERMENTEUR

NEW=-BRUNSWICK M I9 , EN MILIEUX COMPLETS ET SYNTHETIQUES

A 30°C -Kp.a = 28mMO,17% n=l, (A )MILIEU R.S.; (&)MILIEU R.
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Nous retrouvons bien ici,au stade de la production en fer-
menteur de laboratoire, les mémes conclusions gue nous avions obtenues

pour les cultures en tubes et en flacons .

Le milieu synthétique R.S. nous sem ble donc &tre un milieu
bien adapté 3 notre probléme de production en grande quantité de

cellules de R. meliloti,et en particulier pour la souche acido-tolé&rante

M9sm St

II . PRODUCTION , EN MILIEZU R.S,,DE RHIZOBIUM MELILOTI M95m18tr

Le tableau 15 montre les résultats de 6 essais de cultures
. Str , . .
en fermenteur de la souche MI9Smg de RAKQTOARISOA (118) dans des

conditions expérimentales rigoureusement définies,

CONCENTRATION
ESSAIS N° D.O.,FINALD POIDS SEC NUMERATION FINALE
A 600 nm ng.el=1 N bactéries.ml=1 !

I 7,50 2,7 4,4 ., 10°

2 8,20 3,2 5,2 . I0°

3 7,82 2,5 4,7 . 10°

4 7,80 2,3 3,8 . 10°

5 7,02 2,8 3,1 . 10°

6 6,I0 2,4 2,7 . 10°

TABLEAU 15 : PRODUCTIONS DE R. MELILOTI M9Sm;StT, APRES 42 HEURES

DE CULTURE EN FERMENTEUR NEW=-BRUNS'JICK MI9,EN MILIEU

R.S. 7 A 30°C;K .a = 28mi0,.171.p7I,

L
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Un volume de préculture est introduit dans le fermenteur de
fagen & cbtenir une D.O., & 600 nm. voisine de 0,0I , correspondant

d environ I. IC 7 B/ml )

Tcutes les conditions optimales définies ci-dessus sont rigou-
reusement respectées. Des prélévements aseptiques effectués régulia-
rement permettent de pratiguer un contrdle de pureté par examen microg
copique et les mesures d'évaluation de la crcissance ( D.O. & 600nm ,
poids sec de bactéries, numératicn des cellules viables ). Dans certains
cas de production importante déxopolysaccharides nous avons &té& amenés

i connaltre rapidement leur teneur,mdme approximative, dans le milieu,

ainsi que la guantité d'ose résiduel extracellulaire.

NOMBRE DE CELLULES VIABLES x 102, ml ~ %

HELLEDE 2011 Stra M.I - 5°0F MQSmIStr
R 0,6 I,I 0,9
R.S. 3,5 5,8 4,1
ISWARAN 5,1 8,6 6,4
T.Y. 3,3 5,2 4,7
R.C. 2,4 3,7 3,8

TABLEAU 16: PRODUCTION DE R, MELILOTI ,APRES 42 HEURES DE

CULTURES EN FERMENTEUR NEW -BRUNSWICK M IS, EN

MILIEUX SYNTHETIQULS ( R,R.S. ) ET COMPLETS (ISWARAN,

TY,R.C. ) A 30°C, Xp.a=28m0, 1% , p~ I,
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Aprés 40 3 42 heures il est possible de produire dans ce milieu,
et ce ci de fagon trés reprocductible ,un rendement de 3 & 5 x

9

I0” bactéries par ml de milieu de culture.

Sur la figure20 on peut voir que le pH du milieu, n'est que
trés peu modifié tout au long de la culture. Le fructose est

entiérerent utilisé aprés 40 heures pour la production de cellules
et la synthése de polysaccharides,

Le démarrage immédiat aprés l'inoculation confirme l'importance
de conditions expérimentales définies antérieurement . On peut
également noter l'importance de la longueur de la phase exro-
nentielle de croissance gui dure pratiquement tout le temps de

la fermentation .

D*aprés le tableau 15 il est possible aussi de constater que
la mesure de densité optique,en milieu synthétique, est une
méthode valable d'évaluation de la croissance. Nous avons vu qu'il

n'en était pas toujours ainsi en milieu complet .

III. DISCUSSIONS ET CONCLUSIOUS.

Dans le milieu synthétigue R.S.,simple et parfaitement défini,
il est possible de produire de fagon reproductible des quantités

importantes viables de Rhizobium.

Les conditions optimales de culture doivent cependant &tre

suivies avec rigueur .
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7 bactéries par ml,

L' inoculation de aépart est de IO
La température optimale de croissance des différentes souches de

R, meliloti est de 30°C. Le ph final du milieu de culture fixé

-

a 7,2 n'a pas pbesoin d'@8tre régulé en cours de fermentaticn.

Le KL.a convenable se situe au niveau de 25 & 30 mMOz/ l.h;,ce
gui correspond,dans nos fermenteurs, 3 une vitesse d'agitation
de I70 & 200 tours/ min,& un débit d'air de 31/ min. Dans ces
conditions, aprés environ 40 heures de culture, la densité opticque
d 600 nm , sur I cm., d'épaisseur, 6 peut atteindre 8,2, correspondant
as,2. 109 bactéries revivifiables par ml. Dans un fermenteur

de I2 1 de capacité utile on obtient donc, dans ces conditions,

I3

une producticn de l'ordre de 6.I0 cellules viables.,

La durée relativement courte du cycle de fermentation est
aussi intéressante car elle réduit & la fois le cofit de produc-

tion et diminue en méme temps les risgues de contamination.

L'absence de taux élevés d'extrait de levure et de certains
acides aminés évite les éventuelles inhibitions et déformations
cellulaires gue l'on peut rencontrer dans certains milieux

complets et industriels.

La synthése d'exopolysaccharides par R, meliloti dans ce

milieu est suffisante pour obtenir un effet protecteur (19 )
sur la survie des bactéries mais insuffisante pour provoquer des

difficultés de récupération de la biomasse par centrifugation,

De plus il est souvent avantageux pour certains travaux de

recherche, de disposer d'une phase exponentielle prolongée.
’ P P P g
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Une vhase de latence courte montre gue les substrats sont
rapidement métabolisés et &vite toute modification, par sélection,
des caractéres originaux des souches utilisées (I36) . llous avons
souvent vérifié que l'acido- tolérance de M9SmlStr n'était pas
moGifée par 40 heures de culture a8 pH 7,2, dans nos conditions

expérimentales.

Enfin le milieu R.S. nous permet d'obtenir une population
maximale de cellules viables aussi importante que celle obtenue
en milieu complet. Ceci va nous conduire,en vue de la préparation
d*inoculums ccnvenables pour 1l'inoculation de la luzerne,d étudier

et & améliorer la conservation de cette piomasse,
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CONSERVATION DE LA BIOMASSE .,

Il est certain gue dans la pratique la conservation de la

biomasse produite par fermentaticn doit &tre la plus longue

possible . Pour cela il est possible d'envisager :

I°)

la conservation des cellules de Rhizobium, dans le milieu

de culture lui mé€me , & basse température, sans concen-

tration préalable (I)

2°)

3°)

la conservation des cellules de Rhizobium , dans le milieu
de culture, a8 basse température, aprés concentration

préalable (2)

la ccnservation des cellules de Rhizobium aprés dessic-
cation par lyophilisation ( procédé témoin) ‘ou atomisation
(3) . Ces moyens feront l'objet de la partie 2 de ce

chagitre,

Les types de conservation (I) et (2) peuvent permettre,mais

toujours dans des délais tr2s brefs,des inoculations directes

de graines, par arrosage ou enrobage,mais aussi 1l'imprégnation

de divers supports ( tourbe, amendements,charbon, gels etc...)

Les conditicns d'hydratation toujours importantes dans ces

modes de conservation limitent beaucoup leurs utilisations.

Nous les envisagerons essentiellement comme des é&tapes

préliminaires pour le type de conservatiocn (3).
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A notre avis ce dernier type peut résoudre de nombreux
problémes de conservation et de transport et permettre,aprés réhy-

dratation,la réalisation des autres modes d'inoculation.

I. CONSERVATION DE LA BIOMASSE A +4°C, SANS

CONCENTRATION PREALABLE.

Nous avons conservé a + 4°C les cultures obtenues par fermen-
tation,de fagon & connalitre l%évolution du nombre de cellules
viables dans ces conditions.

Si les guantités de cellules viables restent sensiblement
identigues pendant I & 3 jours,aprés 60 & I20 jours de conservation
dans ces conditions ( figure 2I ), il ne subsiste plus gue IO ﬂac-
téries par ml de milieu. Le nombre de bactéries viables durant cette

période a diminué de 4 & 5 puissances de IO . Il faut donc, dans la

pratique,éviter de conserver & + 4°C les cultures plus de 48 heures.

II. CONSERVATION DE LA BIOMASSE CONCENTREE SUR

CENTRI - THERM , A + 4°C.

Les cultures en fermenteur sont concentrées sur appareil
Centri-Therm CTIB : 40 litres de culture bactérienne peuvent &tre
ainsi réduits &8 IO 1 en 1 heure, & température ménagée.

On peut observer sur le tableau I7 que le nombre de cellules

viables aprés concentration reste sensiblement constant.
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NOMBRE DL BACTERILS / G DE POIDS  SEC.
ESSAIS N°
AVANT CONCENTRATION APRES CONCENTRATION
I 1,7 10ll 1,4 10T
1T
2 1,3 10 I,I 1ot
3 I,I 101l 7,8 1010
TABLEAU 17 NOMBRE DE CELLULES VIABLES DL R. MELILOTI MgsmTStr
AVANT ET APRES CONCENTRATION SUR CENTRI - THERM
WOMBRE DE BACTERIES / G DE POIDS  SEC.
CONSERVATION
EN JOURS APRES CONCENTRATION APRES CONSERVATION A +4°C
10
I I,I 10 I* 5,5 10
II 10
3 1,7 10 9 10

TABLEAG 18 NOLBRE DE CELLULLS VIABLES D'UN CONCINTRAT LIFECTUE SUR
CENTRI - THERM, EN FONCTION DU TEMPS DE CONSERVATION

A + 4°C,

La conservation des concentrats obtenus par cette méthode est
également‘convenable a +4°C durant un temps suffisant pour
l*imprégnation de supports et de graines, ou pour passer au
procédé de déshydratation (tableau 18 ). 11 faut quand méme
remarquer une diminution d'environ 50% du nombre cde cellules viables,

apreés 3 jours de conservation dans ces conditions.
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A PREPARATION LT CONSERVATION CES CELLULES DESHYDRATIES

DE R, MELILOTI,

INTRODUCTION,

Nous avons essayé,en tenant compte des travaux déja
entrepris dans notre laboratoire (5.19.8891)deux méthodes de con-
servation par dessiccation des cellules produites par fermentation:

- la lyophilisation ( procédé témoin )

- l'atomisaticn ou spray-drying

Le but de ces expérimentations est la mise au point d'un
procédé de séchage de Rhizobium, simple & mettre en oeuvre, uti-
lisable industriellement,et peu ccliteux . L'inoculum en poudre
ainsi obtenu doit maintenir en vie, pendant un temps suffisam-
ment long, un nombre convenable de cellules. Les propriétés

originelles de la souche de départ doivent étre intégralement
conservées (acido—-tolérance,infectivité,efficience) . Enfin la
présentation physigue de l'inoculum decit permettre une manutention

et une conservation faciles,et une utilisation aussi large cque

possible.

I . CELLULES DESHYDRATEES PAR LYOPHILISATION.

a) Les essais réalisés.
Dans certaines de nos lvophilisations la biomasse
récupérée par centrifugation réfrigérée est reprise dans du lait
partiellement écrémé ( IOO g/l ) puis répartie en flacons parti-

-

culiers ( type Hémoculture) 3 raison de 5 ml par flacon.
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Dans ce cas la durée totale du cycle ce lyophilisation
est d'environ 78 heures,

Les flacons spéciaux utilisé€s,d'une capacité de 75 ml,
fermés par double bouchonnacge, un opercule perforable en caout-
chacuc et une capsule vissée, assurent une parfaite
€tanchéité. Ils nous cnt permis de sourettre facilement les
produits & différentes conditicns d'atmosphére de conservation :
sous air , sous vide { 1073 mm lig ) et sous(azcte U, L'AIR
LIQUIDE). <Chaque série est ensuite conservée & + 4°C, + 30°C,

et température ambiante ( 20 = 25°C ).

Dans d'autres lyorhilisations la bhicmasse concentrée sur
Centri~ Therm ( matidre sé&che voisine de 50 g/l ) est addi-
tionnée de différents supports protecteurs ( 50 g/l en con-
centraticn finale ) puis répartie en flacons. Certaines séries
ont €té ainsi préparées sans aucun support et d'autres respec-
tivement avec du lactose ( LACTO =~ FRANCE ), du lait (GALLIA)
additicnné de I% de chlcrhydrate de cystéine( MERCX ), de
malto - dextrine ( B-I.D.O.I ROCHUETTE ), et d'amidon (ROCUETTE).
Ces opérations ont duré environ 58 heures dent I0 3 I2 heures

-~

pour la congélation & - 2C°C sur les plateaux du lyophilisateur,

b) Les résultats cbtenus,

- - —"— — — AT W G e D G D T S T -

b.l1 . Conservaticn des bactéries durant la lvorhilisaticn.

IMMEDIATEMENT  APRES LYOPHILISATION
AVANT
LYOPHILISATICHN Sans support  Avec support M.D.O.I)
1,1 . 1ot I. 108 4,5 . 10°

TABLEAU 18"  NOMBRE DE CELLULES VIABLES DE R. MELILOTI MeSm>C¥

)

APRES LYOPHILISATION,PAR GRAMIE DE POIDS SEC,
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Aprés la lyopnhilisation des cellules de MgSmIStr,concentrées
auparavant sur Centri-Therm, la récupération en cellules viables
est de l'ordre de 0,I & I% comme il est indiqué dans le tableau
précédent.Ces taux faibles comparativement 3 ceux obtenus par
BOUTELET (19 )et MERCIER(8 8) sont explicables par les conditions

proches du type industriel gue nous avons suivies .

b.2 . Conservaticn des bactéries lvorhilisées sans

support, gardées & différentes temrératures,

l. conservées en présence d'air . voir fig.2 2

2. conservées sous vide. voir fig.2 3

w

. conservées sous azote, veir fig.24

Les résultats les plus satisfaisants sont obtenus quand
les cellules lycphilisées sont ccnservées sous azote. La conserva-
tion sous vide réduit de 2 a 3 focis le taux de cellules viables,
a + 4°C comme & 20 - 25°C, La conservation en présence d'air n'est

acceptakble gu'a + 4°C,

b.3 . Conservation des bactéries lvophilisées sur

différents supports.

Les résultats des numérations,toujours effectuées en deux

exemplaires,scnt indiqués dans le tableau 19
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Lcg DU NOMBRE DE CELLULES VIABLES / G DE POIDS SEC
{CONSERVATIO

. AVANT APRES LYOPHILISATION

EX

JOURS LYOPHILISATION |Sans Amidon Malto. Lait I% Lactose
support soluble dextrine cvstéiné

o] 10,20 8,04 8,88 8,65 8,82 8,79

I2 - 7,25 7,43 8,24 7,65 7,43

60 —_ 7,20 7,27 8,13 7,17 7,25

TABLEAU 19 INFLUENCE DE LA NATURE DU SUPPORT SUR LE NOMBRE DE

CELLULES REVIVIFIABLES DE R. MELILOTI MgsmIStr,OBTENUES

PAR LYOPHILISATION ET CONSERVEES SOUS VIDE A 20-25°C,

C'est la malto-dextrine qui semble &tre le meilleur support

Str

de lyopnilisation pour MySmp ,Gans nos conditicns expérimentales.

c) Conclusions.

Les meilleurs résultats pour la lyophilisation sont obtenus
avec la malto-dextrine comme support . Le conditionnement sous
azote ou sous vide,et la conservation pendant I20 jours & + 4°C
(et &3 20 = 25°C) permet de retrouver 107 a 108 cellules viables
par gramme de poids sec. Ce taux reste ensuite relativement stable

~

jusgu'd 300 jours .,
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Ir+ CELLULES DESHYDRATEES PAR ATOMISATION.

a) Les essais réalisés.

La biomasse concentrée sur Centri- Therm ( matié&re s&che
voisine ae 50 g/l)est additimnée de différents supports protecteurs
(50 g,/L en concentration firale). Les mélanges sont ensuite sounis
& la déshydratation par atomisation. Certaines séries ont été
ainsi préparées sans aucun supéort et d'autres avec les mémes
supports que pour la lycpinilisation.

Les produits atomisés sont aussitd®t répartis en flacons
spé€ciaux et soumis aux différentes conditions d'atmosphére de
conservaticn: sous air, sous vide, et sous azote. Chaque série est

conservée i + 4°C, 30°C et température ambiante (20 - 25°C ).

b) Les résultats obtenus.

T D A - T G . T A T A G e S G - . S

b. 1 , Conservation ées bactéries durant l'atomisation.

E
S AVANT IMMEDIATEMENT APRES ATOMISATION
S
A | ATOMISATION
I SANS SUPPORT AVEC SUPPORT (1.D.O.7)
S

II 9 5
I I'O. IO 1'8 IO 2'8 IO

9

2 |o,78 10*% I,4 10 I,8 102

il 9 9
3 0,55 I0 I,2 I0 } I,6 10

TABLEAU 20 : NOMBRE DE CELLULES VIABLES PAR GRaIMME DE POIDS SEC

R. MELILOTI MqSmyStT®
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Aprés l'atomisation dans ces cecnditions, ( température

G'entrée I40°C , température cde sortie 75°C) de cellules

Str
de Mq,Smy concentrées au préalable sur Centri-Therm, la

récupération en cellules viables est de l'crdre de I,5 & 2%
sans support,et de 2,5 & 3% avec support. Aprés atomisation

il est donc possible d‘'obtenir une poudre contenant I,2 & 2,8

X 109 cellules viabler par iR

b. 2. Conservation des bactéries atomisées,en fonction de

la température d'entrée de l'air,

Nous avons réalisé une étude en faisant varier la température
de 1l'air entrant dans l'atomiseur de I30°C & I70°C, la température
de sortie varie de ce fait  de 75° a 85°C,

Les cellules ont é&té conditidnnées sous vide et gardées a
température ambiante ( 20~ 25°C ).

Nous sommes partis d'une biomasse concentrée sur Centri-

Therm,sans addition de support,contenant 5,5 x 10%° cellules

/
viables par Qi.

La fig. 25 mentre gue la récupération aprés atomisation,
et la conservation dans le temps, sont les plus satisfaisantes

si les températures d'entrée sont voisines de I30 - I40°C,

- b. 3. Conservation des bactéries atomisées & I40°C

sur différents supports.

1

~

Les résultats des numérations sur les poudres obtenues, sont

indigués dans le tableau 21
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CONSERVATION Log DU NOMBRE DE CELLULES VIABLES/ G DE POIDS SEC,.
EN AVANT
AFPRES ATOMISATION
ATOMISATION
JOURS
Sans Amidon Malto- Lait I% Lactose
suppcert soluble dextrine cystéiné
0 I0,74 8,14 9,07 9,25 8,66 8,64
60 - 7,08 7,00 8,47 7,77 7,27
I20 - 6,46 7,04 8,30 7,41 7,I0

TABLEAU 21

Comme pour

INFLUENCE DE LA NATURE DU SUPPORT SUR LE NOMBRE DE
Str
I 14
OBTENUES PAR ATOMISATION ET CONSERVEES SOUS VIDE

CELLULES REVIVIFIZBLES DE R, MELILOTI MqgSm

A 20 = 25°C,

la lyophilisaticn c'est la malto - dextrine qui semble

- . . ok w0 v e Str
8tre le meilleur support & ) pour HgSmy , dans nos

conditions expérimentales, Aprés I20 jours de conservation scus vide

a 20 =25 °C le taux de cellules viables est voisin de 108 par gramme.

La fig.26

' obtenus qguand

Censervation des bactéries atomisées 4 I30°C, sur malto -

dextrine,et conservées a 20 =-25°C,

montre gue les résultats les plus satisfaisants sont

les cellules atomisées .dans ces conditions,sont conser-

vées scus azote., La conservation sous vide est encore trés satisfai-

sante.
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Aprés 300 jours de conservation sous vide ou sous azote,
s A
4 20 - 25°C le taux de cellules viables est toujours veisin de Io 4
IO8 bactéries par gramme de poids sec ., La conservation en présence

d'air n'est pas recommandable.

I1iz . DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS,

Les travaux antérieurs effectués au laboratoire,dans ce domaine
(5.19.88.91 Jont montré des différences quelquefois importantes dans
la survie des cellules déssechées, Ces auteurs ont toutefois travaillé
avec des .souches ( M I-5 , 2 QOII Str) et des milieux différents
du ndtre ( R.C., T.Y. ,milieux industriels) et bien souvent dans des
conditions de culture en fiole,plus difficilement reproductibles.
Ces variations peuvent,par exemple, &tre dues & des différences
d'aération. RAY I973 (120) montre en effet que l'aération de la cul-~
ture peut avoir une grande influence sur la survie des bactéries
lyophilisées. Nos efforts ont donc d'abord porté sur la standar-
disation de la production de la masse bactérienne,par fermentation.

Le pourcentage de survie de R, meliloti est aussi fonction du

nombre de cellules avant séchage. La réussite de la dessiccation dépend

donc d'abord de la concentration cellulaire initiale.

Dans tous nos essais de deshydratation de cellules nous n'avcns
pas étudié l'influence de 1'3ge des cellules sur la conservation,

AMARGER I972 ( 1 ) ayant démontré que la conservation de R.meliloti

est meilleure guand la dessiccation est prafiquée sur des cellules
prélevées en début de phase stationnaire plut®dt qu'en phase exponen-

tielle.
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Pour MERCIER IS78 (88 ) le milieu de culture lui mé&me est un
ben support de dessiccation,il peut jouer un rdle protecteur certain
cdans la conservation. BARNET I978 ( 5 ) précise mé€me que le rdle
des polysaccharides dans la protection des cellules au cours du
séchage est négligeable & cOté de celui du milieu qui a servi i la

culture.

Ncus pouvons penser gu'il existe vraisemblablement yne action

synergique de tous les £léments présents ( polysaccharides, produits
Ge sécrétion du métabolisme, macromolécules de lyse cellulaire ).

Cette action peut-&tre encore renforcée par l'utilisation d'un suprort
judicieusement cheisi :la malto-dextrine dans notre cas. Cet agent
protecteur semble aussi valable pour la lyophilisation que pour le

séchage par atomisation.

Certains auteurs, comme LION et BERGMANN I96I (75_.76)pensent
qu'il est possible d'obtenir des taux de survie &levés en 1'absence
d'agent protecteur; & condition d'éviter tout contact entre les
cellules et l'oxygéne,ce qui est difficilement envisageable industriel-

lement .

L'effet letal serait explicakle par la formation de radicaux
libres ou d'altérations des acides nucléiques,irréversibles en pré-
sence 4'oxygéne. Dans la pratigue nous nous scmmes rendus corpte que
l*évolution de la mortalité aprés traitement suit une loi exponen-
tielle, et il est impératif de mettre, sous vide ou sous azote, rapi-

dement les cellules deshydratées.
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Il faut aussi insister & ce sujet sur le choix important
des techniques de " revivification " & utiliser pour dénombrer les
les cellules réellement viables. Il est certain gue toutes les

cellules vivantes dans un tel inoculum ne sont pas revivifiables.

Nous pensons donc, comme FRY et GREAVES I95I (49 ) que la

nature de l'agent protecteur est trés important sur la survie .

De trés nombreux produits ont déjad été utilisés pour protéger
les bactéries pendant et aprés séchage : lait, sérum,dextrine, divers
hydrates de carbcne etc..... Il faut remarguer que le glutamate de
sodium est largement utilisé pour la conservation du vaccin BCG

pour les régions tropicales,OBAYASHI 1957, I96I (107.108)

Différentes hypothé&ses ont &té émises pour essayer d'expliquer
ltefficacité des agents protecteurs:

I°) Pour SCOTT 1I960 (13 3) et MARSHALL I974 (85 ) ces agents
agissent en neutralisant les groupements carbonyl. La Eause essen=-
tielle de la mort des bactéries durant le séchage et la conservation
serait cdue a des réactions entre cas groupements et les groupements

aminés des protéines cellulaires,

2°) Pour REDWAY et LAPAGE (121 ) 1l'efficacité des agents
protecteurs tels que les hydrates de carbone est essentiellement due

& leur pouvoir de retention a'‘eau.

3°) Pour MORICHI I970 ( 92 ) ,cet effet peut-&tre dfi & la
création de ponts hydrogéne,K assurant la stabilité entre divers consti-

tuants cellulaires, & la place des molécules d'eau en phase hydratée,
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4°) Pour ORNDORFF et coll, I973 (109) le maintien par
les additifs d'une matrice amorphe dans les cellules deshvdratées

est le facteur le plus important influengant les taux de survie.

En fait nos résultats satisfaisants de séchage de cellules par
atomisation sont & rapprocher de ceux de BOUSFIELD I%76 ( 18 ).
Cet auteur trouve que le séchage & partir d'une phase liquide, sans
congélatiocn préalable,donne des taux de survie plus élevés que ceux
cbtenus par lyophilisaticn de suspensions similaires. Il utilise
la méthcae de ANNEAR I958 ( 2 ) pour conserver des bactéries qui

supportent mal la lyopnilisaticn. Cette méthode couramment appelée

L - drying est largement utilisée par les socuchiers interna-
tiona&ux: . LAPAGE 1I%70 (74) maintient & 20°C la suspension bacté-
rienne pour éviter gu'elle ne se cong&le sous vide. Cette méthode

est en fait une évaporation rapide de l'eau de suspension, comme

au cours de l'atomisation.

Il est important maintenant d'évaluer 1l'infectivité et 1l'effi-

cience des inoculums en poudre gue nous avons préparés.
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B . EVALUATIOWS DE L' INFECTIVITE ET DE L'EFFICIENCE

DES CLLLULES DESHYDRATEES.

Aprés 120 jours de conservation sous vide & température
ambiante ( 20 - 25°C )les numérations montrent qu'il reste dans
les inoculums séchés par atomisation environ 108 bactéries viables
par gramme de polds sec. Ce taux semble rester assez stable pendant
200 jours. Les simples comptages bactériens ne sont pourtant
pas suffisants . Comme nousll'avons c¢éja dit il est important de
déterminer la concentration exacte en Rhizobium infectants et
efficients dans les incculums préparés et conservés,et de vérifier

si les gualités originelles des souches ne sont pas mocdifiées.

1 . EVALUATICN DE LA CONCENTRATION EN RiIIZOBIUM INFECTANT

w:

DANS LES INOCULUMS DESHYDRATES,

A partir des poudres conservées 300 jours en flacons sous vide
( 0,5 g /flacon) on réalise des suspensions—-dilutions en tampon T.N.F
La suspension mére est réalisée en injectant 50 ml. du tampon i tra-
vers l'opercule du flacon ( dilution IO™2), A usage de témoins,des
dilutions sont également réalisées 3a partir de suspensions contenant

IO8 bactéries par ml.,avec les souches M9S , MI-5Str , 2011 Str3 et

MgsmIStr. Dix plantules de luzerne ,cultivées aseptiquement sur
milieu de NICOL et THCRNTON & pH 7,2 sont incculées avec I ml, de

ces ciluticns . Les pourcentages de plantules bien développées et

pourvues cde ncdosités sont déterminés aprés 40 jours de culture.
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D'aprés les résultats figurant dans le tableau 2 2 on constate
que les bactéries séchées par atomisation et lyophilisation ,Let
conservées 300 jours sous vide,peuvent déclencher normalement la
symbicse sur la luzerne, dans nos conditions expérimentales . Les
dilutions limites pour lesquelles les plantules sont bien développées
et présentent des nodules rougedtres ( présence probable de legnhémo-

globine) sont voisines de I0~° et 1077

. La poudre de Rhizobium
meliloti atomisée. présente donc des gqualités satisfaisantes de con-

servation.

FLANTULES DILUTIONS DECIMALES
INOCULEES
DAR -3 -4 -5 -6 -7 -3 -9 -10
Témecin 6] 0 0] 9] (0] 0 0 6]
198 " 100 100 100 I00 I0O 90 10 0
MI-55tT I00  IDO IO  IOO  ICO  I0O c 0
stra o : ~ox :
20115%F3 100 100 I00 I0O0 I00 90 10 0
M9Sm Str 100 100 I00  I00 90 30 0 0
* .
Mogm. Str
lyopailisé 100 100 100 90 30 20 0 0
Mo Sm Str
atomisé I00 100 I00 100 70 10 0 0
TABLEAU 2 2 : POURCENTAGES DE PLANTULES DE LUZERNE ( MEDICAGO SATIVA)

POURVUES DE WODULES, 40 JOURS APRES L'INOCULATION DE
SUSPENSIONS -~ DILUTIONS DE CELLULES FRAICIIES [T

DESHYDRATEES DE R, MELILOTI.

# soucnes non deshydratées.
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II. EVALUATICN DE L'INFECTIVITE,DE L'EFFICIENCE, ET DE

L'ACIDO - TOLERANCE DES CELLULLS DESHUYDRATELS DI

R. ~ELILOTI ugsmlStr.

Des essais sur plantules cultivées sur milieu ce HICOL
et THORNTON & pH 7,2 et & gl 6 sont réalisés avec les mé&mes souches

de R, meliloti que précédemment et les cellules deshvdratées de
tr

. Chaque souche est éprouvée sur 6 plantules , Celles-ci
6

S
sont inoculées avec environ I0° cellules de souches témoins et

I ml. de la dilution IO™2 pour les inoculums deshydratés.

La fixation est appréciée,aprés 40 jours de culture,par

mesure :

a) du nombre moyen de nodules par plantule,

b) du peias sec mcyen daes plantules,

c) de la fixation d'azote par le test de réduction de l'acéty-
lirnie.

Les résultats rassemblés dans les tableaux 23 et 24 ,
montrent tout d'abord gue pour toutes les plantules inoculées la
souche MgSmIStr deshvdratée par atomisation (et lyvophilisation)
ne percé pas de son infectivité et reste aussi efficiente ad pH 6
gqu'i pH voisin de la neutralité. Les procédés de culture en masse,

de concentraticn sous vide,et de dessicatior ne modifient aonc pas

les gualités symbiotigques des souches de R, meliloti.

A pH 6, toutes les valeurs trouvées pour MgsmIStr,

desnydratée ou non,sont supérieures & celles cdes témoins et en

particulier & celles de 95 dont elle est issue.
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Il ne semble donc pas y avoir non plus de mocdification
de l'acidc-tolérance de cette souche. On remaraquera toutefois que
pour toutes les souches essayées 1'acidité inhibe partiellement
la ncdulation,moins de nodules aprnaraissent & pl 6 qu'a pH 7,2 .
L'efficience satisfaisante de la souche 11 I - 5 Str,tant a pi 7,2
gqu'a pH 6,et les travaux de RAKOTOARISOA (118) nous font croire
gu'il peut &tre intéressant d'envisager la mise au point <d‘'un
inoculum deshydraté mixte ccntenant 4 la fois la scuche acido-

. Str o ..
tolérante MqoSmg et la souche trés efficiente MI-55TT,

Comme MARTINEZ ( 8 6 ) nous . constatons le manqgue de corréla-
ticns entre le nombre de nccdules chez la luzerne et l'efficience

des scuches de R. meliloti . Par contre les plantes avant des nodules

rosés réduisent plus intensément l'acétyléne que les nodules

incolores.

Il est nécessaire de remarquer que' la méthode de réduction
ae l'tacétyléne,certes trés pratigue et utile,manqgue souvent de
précision et est sujette parfois & d'importantes variations opé-
ratoires. De plus les nombres réduits de nlantules utilisé&es ne nous

permettent pas de donner une valeur statistigue & nos résultats.

Il est évident gue ces évaluations trés partielles doivent
8tre complétées par des vérifications plus étendues ,au laboratoire

mais aussi en cnamps expérimentaux.
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c TENTATIVE DX SELECTION D'UNE SOUCHE DE MQSmlStr

‘ANEYDRO ~-RESISTANTE.

Nous avons vu précédemment qgue la déshydratation par
atomisation conduit & la perte d'un nombre important de cellules,
essentiellement par destruction thermique. Le séchage par lyophi-
lisation provogue également une perte,mais ici plutdt par choc
thermique et oxycation élevée des bactéries présentes. En séchant,
par atomisation,ou lyophilisation,une culture de Rhizobium , méme
en l'absence de suppcrt,il subsiste un certain nombre de cellules
survivantes dans la poudre, La proportion de ces bactéries survivantes
par rapport aux bactéries initiales varient beaucoup suivant les

critéres de lycphilisation et d'atomisation adoptés.

Nous n'avons retenu,pour des raisons d'ordre pratigue,

gque le procédé de lyophilisation pour nos essais de sélection de

Str®

n
R, meliloti MgSmq anhvcro-résistants.

51 1l'con reprend une pouare lyophilisée (Lj) pour en faire
une nouvelle culture abondante en milieu R.S.,que l'on sé&che 3
nouveau rar lycphilisation, le pourcentage de cellules survivantes
cans cette poudre (La) est plus €levé que dans la premiére. Avec
cette deuxiéme poudre on preccede i une troisiéme culture dans les
mémes conditions, Cette culture sé&chée & scn tour donne une poudre
(L3) dont le taux de bactéries vivantes est encore plus élevé que

celui de la deuxieme poudre.
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La fig.27 représente les résultats gue nocus avcns obtenus
aprés 6 lyorhilisations successives. La dernid3re poudre obtenue
2 ncn seulerent un pourcentage de Rhizokbium vivants important$ (47%)
mais ceux-ci possédent des propriétés d'infectivité et d'efficience

comparables aux cellules initiales.

On peut donc penser gue la cryorésistance et l'%nhydro-résistance"
sont accrues apr@s plusieurs lyopnilisations successives,dela m&me
fagon que la thermcrésistance de certaines esp@ces microbiennes
est augmentée arprés plusieurs stérilisations incomplé@tes successives ;
il ne s'agit pas seulement,croyons ncus,de régistance au froid ou au

choc thermicue,mais aussi 3 la déshvdratation des bactéries.

Dans le cas ou l'cn désire faire une inoculation avec deux
souches il est possible d'envisager les mémes cpérations sur chacune
des deux souches séparément et ce procéder ensuite au mélange des

deux pcucres dans le rapport scuhaité.

Il est Qraisenwlable gque ces ¢cellules ce Rhizobium qui suppor-
tent mieux l'effet ce la lycrnilisation,auront un taux de mortalité
plus faible et qu'elles restercnt rlus lonctemps en vie ,non
seulement dans la poucre mais aussi sur les graines des légumineuses
ou dans le sol. Nous envisageons de poursuivre nos travaux dans ce

domaine et d'appliquer le m@me principe au séchage par atomisation.
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B DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS.

Les technolocies ce culture en fermenteur, et de deshy-

dratation par atomisation cde cellules de R, meliloti cue nous avons

mises au pocint sont simples et peuvent €tre envisageables en continu .
lkous avons supprimé les é&tapes nombreuses,longues et coliteuses des
procédés habituels : centrifugation, lavace et reprises des cellules,
utilisation de support liguide stérile; elles sont souvent la scurce

ae contaminaticn.

Le milieu de culiture synthéticgue contenant un ncombre élevé
de cellules viables est tout d'abocrd concentré,ce qui condense en
néme temps les substances protectrices présentes dans le milieu de
fermentation . Puis aprés addition de malto- dextrine en poudre
pratiguement stérile, il est déshydraté par atomisation ccntrdlée.
Le taux de survie et la stabilité& dans le temps des cellules bacté-
riennes dépendent des températures du traitement et des conditions
phvsiques de ccnservation de la poudre : atmosph@re et température

de conservation essentiellement .

L 'atomisaticn réalisée dans des conditicns adéguates nous
a donné des résultats au moins aussi satisfaisants que ceux cbtenus

-

par les moyens de lycpnilisation 4 notre disposition.

Aprés 300 jours ce conservation sous vide, & la température
de 20 - 25°C, notre inoculum en poudre,dcnt l'humidité résiduelle

est voisine de I6%,contient 107 a 108 bactéries viables par gramnme.
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Les procédés de culture,de dessiccation,et de conservation
gue nous avens mis en oceuvre ne semblent pas modifier,selon ncs
expérinentations,les propiétés particuliéres ni l'efficience des

souches de Rhizcbium .

Nos résultats sont comparables & ceux obtenus par BONNIER,

CORNIZT et coll. 1IS8C (17) avec R. melilcti M I-5 et R, japonicum

3 =I5 et 3 -I5B3 . Pour ces auteurs un inoculum peut-&tre considéré
comme satisfaisant s'il renferme I0® Bactéries viables par gramme

( communicaticn personnelle, BONNIER C, I9%79 )



Chapitre IV

INCLUSIO

GENERALE
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COWNCLUSIOHMN GENERALE.

L'utilisation d'inoculum cortenant un grand nombre de

de cellules de R. meliloti sélectionnées et ayant une capacité

élevée de fixer symbiotiquement l'azote avec la luzerne (ledicaqgo=
sativa) est l'une des conditions 4 1l'établissement de cette culture

cans beaucoup de sols.

Aprés étude des cultures de Rhizobium en milieur complets

nous avons trouvé,dans nos conditicns expérimentales, que :

- le milieu de LURIA ne permet pas une croissance abondante pour
l'enserble du genre Rhizobium.

- le milieu T.Y. permet une croissance satisfaisante,mais
favorise le développement de cellules "anormales" de type
"bactéroldes”,

- la production de cellules viables de Raizobium dans le milieu
d'ISJARAN est toujours abondante , mais le taux important
&'exopolysaccharides LOrmés peut provoquer des difficultés

technologiques de récupération dues a4 la viscosité,

La recherche du milieu synthétique le plus favorable pour

la croissance de R, meliloti nous a conduit a définir un nouveau

milieu entiérement synthétique : le milieu R.S.
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Sa composition en gramme par litre d'eau distillée est

la suivante

HK,PO, ( MERCK ) eenennruneenennn. veiee.. 0,5 g

MgSO,, 7H,O (MERCK) cuenvevevenensnsnensnes 0,2 g

Glutamate de Sodium (ORSAN)....ccetveeeese 2,0 g

Fructose (ROQUETTE) ...ceveseeecsncaeassasal0,0 g

BiOtine (ROCHE) . .euuueeeeeeeseennnaneneeas IO™2 g

Thiamine HCL1 ( ROCHE) +uuvuveeenunnenenn...5. I07% g
PH £inal 3 25°C...eeeeerernnesnead,2

Nous avons utilisé& des produits facilement disponibles et
peu onéreux.
Ce milieu nous a permis d'obtenir des guantités de cellules

de R, meliloti supérieures & celles obtenues dans les milieux

synthétiques connus et trés proches de celles produites en milieux
complets.

Les conditions optimales de production sont :

- un ensemencement important de l‘ordre de IO7b/ml réalisé a
partir d*une préculture,en phase exponentielle,dans le
méme milieu.

- une température d'incubation de 30°C

-~ un pH initial du milieu de 7,0 - 7,2

- un coefficient de transfert volumétrique d'oxygéne (Ky.a)
voisin de 25 & 30 mMO,/l.h.

Dans ces conditions expérimentales une fermentation de 12

litres permet de recueillir,aprés 40 heures et sans modification de

PH,une biomasse d'environ 6. IOI3 cellules bactériennes.
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L'absence totale dlextrait de levure et de doses élevées
d'acides aminés évite les inaibitions et les altérations cellulaires

rencontrées avec certains milieux complets et industriels.

La synthése d'exopolysaccharides dans notre milieu R.S.
est suffisante pour protéger les cellules bactériennes et compatible

avec les opérations de récupération.

Le milieu de culture contenant un nombre é€levé de cellules
viables est d'abord concentré par centrifugation sous vide. Aprés
addition de malto- dextrine comme support protecteur il est deshy-
draté par atomisation., Le taux de survie et la stabilité des bac-
téries déshydratées sont le5 plus satisfaisants guand la température

de l'air entrant dans l'atomiseur est voilsine de I30 = I40°C ,

L'inoculum en poudre ainsi préparé contient encore, aprés
300 jours de conservation sous vide 4 température ambiante (20 &25°C),
5 «n3
73 10

I0 bactéries viablespar gramme. Celles ci restent capables de

déclenchier le phénoméme symbiotique dans nos conditions d'expérimen=-

tation.
La sélection d'une souche " anhycdro-résistante " par

lyopnilisations successives nous a permis de préparer un inoculum
présentant un taux de survie trés amélioré (45%). La faible dose
nécessaire pour son utilisation, estimée & 50g/ha +1'encombrement
réduit de sa présentation, doivent permettre de l'exoédier & longue

cdistance et dans les pays en voie de développement.

Notre inoculum peut &tre facilement utilisé pour 1l'absor-
ption sur un substrat solide ou pour l'imprégnation ou l'enrcbage

des graines.,
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L'étude économigue de la méthode industrielle que nous

préconisons est en cours de réalisation.

Dans le cadre de la poursuite de ces travaux ce laboratoire
nous envisageons de rechercher le mode d'application le mieux
adapté. Si les résultats gue nous avons obtenus sont bien reproduc-
tibles il est indispensable de porteri une é€chelle plus importante les
essais d'inoculation., Nous pensons é€galement mettre au point des
procédés nouveaux d‘'inoculation a4 l'aide de bactéries mélangées &
des fertilisants ou incluses dans des composés pouvant les libérer
progressivement. Nous &viterions ainsi les technigues d'imprégnation

=

des graines, toujours difficiles 3 effectuer convenablerent.

L'obtention d'un inoculum convenable va nous permettre
d*étudier plus facilement les phéncménes de compétition intervenant
dans le s0l. En effet, quels gue soient les progrés réalisés dans la
sélection génétique des souches et cans la mise au point des ino-
culums ,le probléme majeur de leur compétitivité vis-i-vis des sou-

ches sauvages indigénes subsiste.
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