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Chapitre 1 



A V A X T  P R O P O S .  

3cus savons Gepuis l e s  t ravaux  de  EELLRIEGEL e t  

NILFARTH en 1886 r a p p e l é s  par  WILSOP? (170) que d e s  c e l l u l e s  

b a c t é r i e n n e s  peuvent f i x e r  l ' o z o t e  atmosphérique . 
L e s  Cyanobac té r i e s  e t  l e s  b a c t E r i e s  photosynthé t iques  

s c n t  à l a  f c i s  capab le s  a e  photosynthSse e t  de f i x a t i o n  de l ' a z o t e  

mo lécu la i r e  . Rhizobium , Azotobacter  , Nitrosomonas peuvent  

f i x e r  l ' a z o t e ,  généralement  en v i v a n t  en s ~ ~ m h i c s e  avec une p l a n t e  

h o t e  . D'au t r e  b a c t é r i e s  f i x a t r i c e s  corne Azosn i r i l l u r ,  b r a s i l i e n s i s  

v i v e n t  a s s c c i é = s  aux r a c i n e s   es gr=-inces f  ou r r aqè re s  t r o y ' i c a l e s  ,GE 

2 c e l l e s  du r i z  G U  au  maïs . C e r t a i n s  cnampigncns i n f é r i e u r s , l e s  ay- 

c o r r h i z e s  , on t  a u s s i  un r ô l e  important  dans  l ' a l i r r e n t a t i o n  a z o t é e  

ce c e r t a i n s  a r b r e s  ou üe p l a n t e s  d ' o r i c i n e  t r o p i c a l e .  

La symbiose cer ta inement  l a  mieux connue a s s o c i e  l es  

b a c t é r i e s  au  genre Xi~izobiun. 3 Les p l a n t e s  de l a  v a s t e  f a m i l l e  

des 1égurr.ineuses. C e s  b a c t é r i e s  i n f e c t e n t  les t i s s u s  r a c i n a i r e s  

st y provoquent l a  forrcation de noàüles .  E l l e s  s'y t r ans fo rmen t  

en " b a c t é r o ï ù e s  " capah le s  de s y n t h é t i s e r  l a  n i t rogénase  q u i  

permet l a  r éduc t ion  üe l ' a z o t e  en i o n s  m . o n i u n , e t  l e s  systèmes 

enzymatiques qu i  t r a n s f c m e r o n t  ceux-ci en a c i d e s  aninEs u t i l i s a b l e s  

p a r  l a  p l a n t e .  



C e t t e  s y ~ 3 i o s e  Rliizobium - l égunineuse  e s t  ce r ta inement  

c e l l e  q u i  p ré sen te  l e  p i u s  granG i n t e r e t  éccncmique . D'après  

GFQS , JACOB e t  XOYER 1 9 7 9  ( 5 1 ) " l a  s y ~ b i c s e  Rhizobium - 
lagumineuse qu i  s t G t a b l i t  dans les n o ~ o s i t é s  e s t  r e spcnsab le  de  

p r è s  de l a  moi t ié  de  l a  f i x a t i o n  b io log ique  de l ' a z o t e  à l ' é c h e l l e  

p l a n é t a i r e  . Ains i  l a  q u a n t i t e  d ' a z o t e  f i x é  p a r  c e s  légumineuses 

v a r i e  ce 50  à 500 K g  p a r  h e c t a r e  e t  pax an . 
Les récentes  c r i s e s  éconcciques  ( s o j a  1373, p é t r o l e  1375 ) 

n o n t r e n t  b i en  que l e  développerr.ent àes é t u d e s  f ondacentales s u r  

c e t t e  symbiose d e v i e n t  e s s e n t i e l  e t  a o i t  pe rme t t r e  l ' e x t e n s i o n  

e t  l a  pronot ion d e s  c u l t u r e s  Ge légurr,ineuses, s u r t o u t  à l ' h e u r e  

où des  économies en  é n e r g i e  e t  en impor t a t i on  de p r o t é i n e s  s ' i n i -  

posent .  En e f f e t  beaucoup d ' e spèces  donnent G e s  g r a i n e s  r i c h e s  en 

p r o t é i n e s  ou s o n t  des s c u r c e s  u t i l e s  de n o u r r i t u r e  ( s o j a  , p o i s ,  

n a r i c o t )  ou de f c u r r a g e  ( l u z e r n e ) .  D ' a u t r e s  s o n t  impor tan tes  

par l e u r  u t i l i s a t i o n  c0m.e e n q r a i s  v e r t  ou c c m e  pa turage  ( t r è f l e ,  

vesce)  . D e s  e spèces  t r c p i c a l e s  p r o c u i s e n t  méne Cu b c i s ,  d e s  

é p i c e s ,  ties drogues.  La p rcduc t ion  d'un a l imen t  r i c h e  en p r o t é i n e  

ne n é c e s s i t a n t  pas beaucoup d ' e n g r a i s  a z o t é  es t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

avantageux Four nos  r é g i o n s  m a i s  s u r t o u t  ?Our l e s  r ég ions  ou 

pays en vo ie  de àéveloppement où p r o t é i n e s  e t  e n a r a i s  s o n t  rares 

e t  cohteux . 



Pour 1o  luzerne,com-i;e pour les a u t r e s  léguri.ineuses,l 'oS- 

t e n t i o n  de  r é c o l t e s  à renaenent  s a t i s f a i s û n t  dépend de l ' e t a h l i s -  

seKent d 'une  a s s o c i a t i o n  p a r t i c u l i è r e p - e n t  e f f i c i e n t e  e n t r e  l a  

légumineuse à c u l t i v e r  e t  une souche a ~ p r o p r i é e  de Rhizobium . 
C e s  souches s o n t  rarement prCsentes  dans  l e  s o l  à c u l t i v e r  : 

s o l s  exempts de  PJ~izobiun  , s o l s  h o s t i l e s  à l e u r  s u r v i e  ( s o l s  

a c i d e s , s o l s  c é c a l c i f i é s ) , s o l s  con tenant  d e s  Llizobium t r 6 s  i n fec -  

t a n t s  n a i s  peu c o z p é t i t i f s .  I l  e s t  donc souvent n é c e s s a i r e  àe 

p r a t i q u e r "  1' i n o c u l a t i o n "  ( 106') a v a n t ,  pendant ou ap rè s  chaqüe 

semis,avec une souc!~e très efficiente,convenahlenent s é l e c t i o n n é e ,  

c u l t i v é e  e t  conservée.  Un t e l  R. n e l i l o t i ,  s ' i l  s ' a g i t  de l u z e r n e ,  

a o i t  ê t r e  capable  de : 

- s u r  les g ra ines  e t  dans  l e  s o l  ccncerné.  

- surmonter l a  c o m p é t i t i v i t é  d e s  e u t r e s  Rh izob im~  ind igènes .  

- provoquer rapiaenient l a  formaticln ae nodules e f f i c i e n t s .  

C e t t e  f i x a t i o n  s y r b i c t i q u e  dépend a u s s i  Cie nombreux a u t r e s  f a c t e u r s :  

ceux influenr;ant  l a  c ro i s sance  Ce l a  p l a n t e  h b t e , l z  p résence  p l u s  

ou moins grande d ' a z o t e  dans l e  so1 ,pa r  e x e ~ p l e  . 
Il serble néanmoins r a i sonnab le  de penser  que des  a s s o c i a t i o n s  

e n t r e  X?izobium e t  des  végétaux n ' a p p a r t e n a n t  pas à l a  f a x i l l e  

ces légumineuses pour ron t , à  p l u s  ou moins l cng  terme, ê t r e  cul-  

t i v é e s  e t  c o n t r i b u e r  a i n s i  à une i m ~ o r t a n t e  économie d ' e n g r a i s  

azoté .  

L' importance agronomique e t  fondamenta le  Ce R.  m e l i l o t i  nous 

a conau i t  à é t u d i e r  l a  product ion e t  l a  conserva t ion  6e c e t t e  bac- 

t é r i e  en vue de ? r épa re r  un inoculun  p r é s e n t a n t  des avantages  

c e r t a i n s  s u r  ceux d é j à  e x i s t a n t s .  



Avant a ' expose r  les r é s u l t a t s  de nos t ravaux  nous présen- 

t e r o n s  dans  l a  p a r t i e  ' L 5 n é r a l i t ~ s @ u n e  é tude  b ib l ioq raph igue  somai re  

s u r  l a  p répa ra t ion  e t  l ' a p p l i c a t i o n  aes inoculums pour légumineuses 

e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  pour l a  luzerne  ( bledicago s a t i v a  ) . C ' e s t  

une légunineuse pérenne capable  de donner d e s  reneernents é l e v é s  

s a n s  f e r t i l i s a t i o n  azo tée .  En France e t  en Europe c ' e s t  l a  p l a n t e  

pour l ' a l i l i i en t a t i on  du Dé ta i l  q u i  f o u r n i t  l e  p l u s  de p r o t é i n e s  à 

l ' h a  ( I O  tonnes  de ma t i è r e  sèche f o u r n i s s e n t  p r è s  ce 2 t onnes  

ae p r o t é i n e s ) .  P a m i  l e s  a u t r e s  avan taçes  de  c e t t e  espèce  on peu t  

c i te r  son f a i b l e  c o û t  ce r e v i e n t  e t  son r b l e  iraportant  d a r ç  1 1  

l i o r a t i o n  àe l a  f e r t i l i t é  d e s  s o l s :  e l l e  ~ p p o r t e  l ' é q u i v a ~ e n t  de 

30% de l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d ' a z o t e  f o u r n i e  p a r  l ' i n d u s t r i e  à 

1' a g r i c u l t u r e  f r a n q a i s e  ( corrmunication I .M.S,.A. LUSIGISAN ) . 



1 . IIdPORTAiJCE DE L '  IfTOCULATION ARTIFICIELLE DES 

Les b a c t é r i e s  du ?enre Ztizobium s o n t  ? r é s e n t e s  e t  peuvent 

s u r v i v r e  ~ a r f  o i s  t r E s  l o n a t e m ~ s ,  en 1' &sence ae  p l an t e -hô te ,  

  ans l a  ir .ajori té  d e s  s o l s  ( 8 , 6 8 )  . !-tais l a  c u l t u r e  ue i6guni-  

neuses  dans  ce t e l s  s o l s  ne s' acco r ipa~ne  pas n 6 c e s s a i r e n e n t  d'une 

nodula t ion  e t  d' une f i x a t i o n  d '  a z o t e  a tnosph&rique.  La symbiose 

n '  es t  p o s s i b l e  que s i ,  l o r s  du  s e m i s  ci' une lSgumineuse, 1' espèce  

ae ahizobiurr. s p S c i f i q u e  c o r r e s ~ o n d a n t e  est p r é s e n t e  dans l e  

s o l .  3e p l u s  c e s  S a c t e r i e s  d c i v e n t  pouvoir  i n f e c t e r  l e s  jeunes 

r a c i n e s ,  1- provoquer l a  forx.ation de  ridules e t  ê t r e  e f f i c i e n t e s ,  

c ' e s t  2 d i r e  capables  d ' ass i r r . i l e r  e t  de  t ransformer  L ' azo te  de 

1' air .  C e s  premières  c o r d i t i o n s  a e  s p é c i f i c i t é  e t  a '  e f f i c i e n c e  

s o n t  l o i n  d ' ê t r e  tou-jours r é u n i e s  dans  l a  na ture .  L e s  t e chn iques  

de s é l e c t i o n  ae scuches  de  RkizoSium e t  d ' i n o c u l a t i o n  a r t i f i -  

c i e l l e  a e s  l éguxineuses  permet ten t  t rès souvent de  l e s  r é u n i r .  

L e s  ncmbreux r é s u l t a t s  p o s i t i f s  obtenus a p r s s  i n o c u l a t i o n  

d&ontrent  l ' impor t ance  écononiqbe de c e t t e  technique c g l t u r a l e  , 
a u s s i  b i e n  s u r  l e  c o n t i n e n t  e u r o ~ é e n  (16,20,21,22,23,94,105.118 ) 

que aans  les r é g i c n s  t rès  à i v e r s e s  eu monde e n t i e r  (12-39-57-81 ) ,  



P a m i  l e s  ~ r i n c i p a l e s  causes  d '  insuccés  dans l ' i n o c u l a t i o n  

(32s 16guri~ineuses nous pouvons i n c r i m i n e r  : 

- l a  p résence  de dose é l evée  d ' a z c t e  minéra l  Cans l e  so1(96,98,106) 

- l ' u t i l i s a t i o n  d ' inoculum contenant  d e s  q u a n t i t é s  t r o p  

f a i b l e s  de  b a c t e r i e s  v i a b l e s  (15-95-1 23-) . 

- l ' u t i l i s a t i o n  de suSstances  t ox iques  pour lthizobium : 

p e s t i c i a e s ,  e n g r a i s ,  composant d 'enrobage ou de  c e r t a i n e s  

t ou rbes  ( 95-79,), 

- les antagcnismes microbiens e t  l e s  phénomenes de  compEtit ion 

dans l e  s o l  (60-157-168 ) . 
- 1' a c t i o n  aes rhizobiophages  (90.166) . 
- l e s  concii t ions physiques ciu s o l  te l les  que 1' a c i d i t é  (118) , 

l e s  t empéra tures  é levges  (65-125 -1 6 9 .  ) . 

Tous c e s  f a c t e u r s  pouvant a f f e c t e r  l a  s u r v i e e e t  l a  mul t i -  

p l i c a t i o n  de  PuhizobiumL l a  noüula t ion  e t  l a  f i x a t i o n  de l ' o z o t e  

ae l a  symbiose Rhizoiiurr. - l égu r ineuse  c n t  é t b  remarquablement 

ana lyses  p a r  iWXOTOARISOA (1 1 8) , t o u t  r e c e m e n t  . 
Outre  les q ü a l i t é s  n d c e s s a i r e s  que d o i t  a v o i r  l a  ~ l a n t e -  

no t e  pour c e t t e  f i x a t i o n  s y r b i o t i q u e , e t  q u i  ne s o n t  pas  Ge n o t r e  

s p é c i a l i t g f  l a  s é l e c t i o n  ~ r g a l a b l e  de souches de R i i z o h i u r  

p a r t i c u l i è r e r i e n t  b i en  adaptées  à c e t t e  p lan te -  h e t e  est  abso- 

lument n é c e s s a i r e .  En  lus ces c a r a c t è r e s  dus à l a  s é l e c t i o n , l a  

souche d o i t  donc Gt re  r e s i s t a n t e . a u x  f a c t e u r s  chir . iques ( a c i d i t é ,  

subs t ances  t o x i q u e s , p r o ~ u i t s  f o n q i c i d e s  e t  h e r b i c i d e s ) , a u x  

f a c t e u r s  physiques  ( t empéra ture  é l e v é e ,  d e s s i c c a t i o n  ) 011 b io-  

l og iques  ( pnages ) e x i s t a n t e s  uans  l e  s o l  2 c u l t i v e r .  



E l l e  d o i t  ê t re  i n f e c t i v e ,  e f f i c i e n t e ,  s t a b l e  àu  p o i n t  de  vue 

g e n é t i c u e , a v o i r  une c o m p 6 t i t i v i t é  s u p é r i e u r e  à cel le  ues 

Xnizobium au toch tones  e t  e n f i n  p e r s i s t e r  dans  l e  s o l .  

La p r é p a r a t i o n  e t  l ' a p ~ l i c a t i o n  d e s  i nocu luns  pour l a  

l l b a c t é r i s a t i o n l l d e s  légümineuses d o i t  c c n t r i b u e r  l a r ~ e m e n t  5 l a  

réun ion  Cle ce s  ex igences .  

II PREPARATION ET CONSERVATION DES INOCIJLUI.13 POUR 

LEGUl*iINEUSES. 

L a  q u a l i t é  C'un i n c c u l m  d é ~ e n d  du non5re de b a c t é r i e s  

v i a ~ l e s  q u ' i l  c o n t i e n t , d u  ma in t i en  de  l a  s p é c i f i c i t é  e t  de 

l ' e f f i c i e n c e  de ces b z c t é r i e s ,  m a i s  a u s s i  de s a  f a c i l i t é  de  

t r a n s p o r t , a e  c o n s e r v a t i o n  e t  a ' u t i l i s a t i o n .  

1) Les c u l t u r e s  d e  Rhizobium pour inoculum. . 
-----------------------O------ 

L e s  Zhizcbium pour  i n o c u l a t i o n  s c n t  l e  p l u s  souven t  ob t enus  

p a r  c u l t u r e  h .nergée  en  mi l i eux  r i c h e s  2 S a s e  ù ' e x t r a i t  de l e v u r e  

C 66- 1 6 2 )  . D e s  r c i l i eux  e m ~ i r i q u e s  u t i l i s a n t  d e s  sous  p r o d u i t s  

i n c u s t r i e l s  on t  é t é  décrits e t  u t i l i s é s  avec  p l u s  ou moins ce 

succés  (1 7.1 9 . 5  5 . ) . Dans t o u s  les cas l e  m i l i e u  bon rnarcf~é 

C o i t  ê t r e  capab le  ce p r o a u i r e  un no rb re  é l e v é  cie c e l l u l e s  v i a b l e s  

en  p a r f a i t  é t a t  ~ n y s i o l o g i q u e  (131 ) .  La durée de l a  c u l t u r e  d o i t  

e t re  a u s s i  c o u r t e  que ~ o s s i b l e , s i  ce n ' e s t  que pour r é d u i r e  les  

r i s q u e s  de con tamina t ion  . 
2es q u a n t i t é s  é l e v é e s  de c e l l u l e s  v i a b l e s  peuvent  certes 

Gtre ob tenues  en  m o d i f i a n t  l ' o r i g i n e  cu l a  c o n c e n t r a t i o n  de 

l ' e x t r a i t  de l e v u r e  u t i l i s é , m a i s  les r e s u l t a t s  s o n t  v a r i a b l e s  

s u i v a n t  les  souches ,  



3e p l u s  il f a u t  p rendre  àes p récau t ions  pour é v i t e r  les 

i n h i b i t i o n s  ce  c r o i s s a n c e  e t  l e s  a l t é r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  ixpu- 

ta5les à certains e x t r a i t s  à e  levure02,135;138) ou à des t e n e u r s  

é l e v é e s  en c e r t a i n s  a c i d e s  arr.inés ( 142,143 ) . 
L a  p l u p a r t  du temps ces c u l t u r e s  s o n t  r é a l i s é e s  en fe rmenteur  

de c a p a c i t é  a a a p t k a u x  beso ins .  Les paran,ètres ce c u l t u r e  ( ino- 

c u l a t i o n  , a é r a t i c n t  ter , -éra ture  e t  durée  d ' i n c u b a t i c n  e t c . . . )  

do iven t  é t r e  p a r f a i t e R e n t  é t u a i é s  e t  maîtrisés. Dans c e s  ccndi-  

t i o n s  l ' u t i l i s a t i o n  G'un m i l i e u  de c u l t u r e  syn thé t ique  e s t  c e r t a i -  

nement souha i t ab l e .  

2 )  Les inoculurî~s l i q u i a e s .  
----------------oo----- 

I ls  s o n t  formés p a r  l e  m i l i e u  de c u l t u r e  contenant  les 

Rhizobium en phase s t a t i o n n a i r e  de c r o i s s a n c e  ,ou d' une suspension 

r é a l i s é e  à p a r t i r  c i '  une c u l t u r e  de b a c t e r i e s  obtenue Par  

a i l l e u r s  s u r  n i l i e u  s o l i d e .  Deus né thodes  2 ' a y p l i c a t i o n  peuvent 

ê t r e  ut i l i sées . Imméaiatement  avant  l e  s e m i s  l e s  g r a i n e s  s o n t  

a r r c s é e s  àe c e t t e  suspensicn,soiqneusenent mélangées e t  r e s suyées  

à lSorr9re  jusqu'à ce q u ' e l l e s  n 'acïhèrent  - l u s  les unes aux 

a u t r e s , p e r m e t t a n t  a i n s i  un s e m i s  r é g u l i e r .  L e s  b a c t é r i e s  en m i l i e u  

l i q u i a e  ( eau ,  l a i t  écrémé, n a l t o s e  S 3 %  ) peuvent a u s s i  è t r e  

m é l a n ~ é e s a v e c  de l a  t e r r e , o u  du f o i n  de léqumineuses f inement  

'oroq.6 ( 2 4 ) q u i  est e n s u i t e  rgpandu s u r  l e s  champs. C e t t e  néthode 

es t  de ncs  j ou r s  abandonnée. 



C e  t ype  Ù ' inocu lwi  donne de Dons r 6 s u l t a t s  en r é g i o n s  

tempzrées ( 1 5 5 ) ~  il a Et6 u t i l i s é  l a r g e n e n t  dans les  p o l d e r s  

d '  I j s s e l n e e r  en i iol lande ( 24 )  06 il e x i s t e  une c c l l a b c r a t i o n  

très e t r o i t e  e n t r e  les u t i l i s a t e u r s  e t  l e  p roduc teur ,  I l  e s t  

par c o n t r e  d i f f i c i l e m e n t  u t i l i s a b l e  12 où les c o n d i t i o n s  éco- 

log ioues  s o n t  p l u s  s é v è r e s  ,notmi:ent  aans  les r ég ions  équato- 

r i a l e s  ( 1  2-1 6 3  9). 

Dans ce c a s  d ' i n o c u l a t i o n  sous  forme l i q u i d s  , les S a c t é r i e s  

C i r ec t enen t  en c o n t a c t  avec les g r a i n e s ,  s o n t  très s e n s f i l e s  

3 c e r t a i n s  f o n g i c i d e s  e t  i n s e c t i c i d e s  ( 1  6, 2 4 ,  ) u t i l i s é s  dans  l e  

t r a i t e m e n t  de c e s  g r a i n e s .  

Enfin ce  procéoe e s t  peu p r a t i q u e .  Le f l acon  de c u l t u r e  

expédié à l ' a a r i c u l t e u r  à o i t  ê t r e  ferné h e r n é t i q u e r e n t ,  e t  dans  

c e s  c c n u i t i o n s  les %hizobium meurent rap icenent .  D e  p l u s  les 

f l a c o n s  s o n t  f r a g i l e s , d i f  f i c i i e s  à t r a n s p o r t e r  e t  s u r t o u t  à mani- 

pu l e r .  

3 )  Les i n o c u l m s  s u r  s u p p o r t s  s o l i d e s .  ..................................... 

C ' e s t  c e r t a i n e x e n t  i a  fornie d '  inoculun  l a  p l u s  courarc.ent  

rencont rée .  Parmi les t r e s  norbrew; suppor t s  u t i l i s é s  l e s  p l u s  

impor tan ts  s o n t  9 base  de tourbe  ( 16-1 26-1 2 9  ) . Divers  a u t e u r s  

o n t  essayé  d ' a j o u t e r  2 c e l l e - c i  d ' a u t r e s  a d d i t i f s  t e l s  que 

f a r i n e  v é g é t a l e ,  terre ( 1568, c r a i e  ( 16) , charbon (1 1  0 )  , f o i n  , 
fuxr,ier (1 16)  , boue de f i l t r a t i o n  ( 1  1  4) e t c . .  . . 



Ces s u p p o r t s ,  t o u j  ou r s  r i c n e s  en mat igres  o rganiques ,  con tenant  

les 2iiizcbiur;i. peuvent ê t r e  r e m i s  en s u s ~ e n s i o n  dans  l ' e a u  e t  

u t i l i s é s  corne i n o c u l u ~ s l i ~ u i ~ e s .  I ls  peuvent a u s s i  é t r e  répandus 

mécaniquernent,le p l u s  souvent  au  noment du s e m i s ,  avec ou à c b t é  

aes g r a i n e s  . 
Ces s u p p o r t s  o n t  c e r t e s  de norbreux avantages.  I ls  p e m e t t e n t  

souvent  une n u l t i ~ l i c a t i o n  d e s  b a c t e r i e s  avant  l ' i n o c u l a t i o n  

e t  les  p r c t s g e n t  s u r  les g r a i n e s  e t  dans l e  s o l  ( 2 6 -1 2 6 ) . 
I l s  p r é s e n t e n t  néanmoins d ' i n p o r t a n t s  d & f a u t s  i n h é r e n t s  aux pro- 

p r i é t é s  a e  l a  tourbe .  Les d i f f i c u l t é s  qu' i l s  engendren t  au n iveau  

ae l a  f a b r i c a t i o n , d u  t r a n s p o r t  e t  de l a  conserva t ion  ne s o n t  pas  

nag l igeâb  l e s .  

a )  les p r o p r i é t é s  de l a  tourbe .  ........................... 

La tou rbe  a d e s  g r o p r i é t é s  physiques  e t  ch in iques  très v a r i a b l e s  

c i '  un gisement à 1' a u t r e  (i44), e t  m ê m e  au s e i n  â' un même g i s e n e n t  

(130) . Ce manque d' un i fo rmi t é  n u i t  évidemment à l a  f i a b i l i t é  de 

1' inoculura f i n a l .  C e r t a i n e s  t o u r b e s  peuvent i n h i b e r  t c t a l e m e n t  

l a  c r o i s s a n c e  de Fhizobiuri, , u t  a u t r e s  con t i ennen t  même  des  

subs t ances  n é f a s t e s  cl l a  s u r v i e  d e s  b a c t é r i e s  (139,158) . L e  

choix de l a  t ou rbe  est donc e s s e n t i e l .  I l  f a u t  a u s s i  s i g n a l e r  

q u ' e l l e  n ' e s t  pa s  d i s p o n i b l e  dans  t o u t e s  les r é g i o n s  du monde,, 

e t  il est  a l c r s  d i f f i c i l e  de g e n é r a l i s e r  son emploi.  



b )  l a  p r é p a r a t i o n  du suppor t .  ------------------------- 

Les d i f f é r e n t s  c o n s t i t u a n t s  du suppor t  do iven t  ê t r e  

séchés  ,b royés  e t  mélangés. La tourbe  généralement t r 5 s  ac i6e  

d o i t  ê t r e  n e u t r a l i s é e  ( Caca3 1. I l  e s t  souvent  n é c e s s a i r e  de 

s t é r i l i s e r  soigneusement l e  s u ~ p o r t  avan t  ensemencement. P a r n i  

les méthoaes u t i l i s é e s  on peu t  c i t e r  :l' autoc lavage  2 120°C 

pendant 4 heures ,  1' i r r a d i a t i o n  L 5310. l o G r a d s )  . C e t t e  d e r n i è r e  

méthode est  cer ta inement  l a  méthcüe de choix, mais son coh t  r e s t e  

t o u j o u r s  t r e s  é l e v é .  

c )  1' ensemencement du suppor t .  .......................... 

3 Le mi l i eu  de c u l t u r e  contenant  au moins I O  b/rLd. peu t - ê t r e  

t o u t  simplement né l angé  au suppor t  non s t é r i l e  ou mieux i n j e c t é  

aseptiquernent à chaque dose de suppor t  s t é r i l i s é e  au p r é a l a b l e .  

Dans l e s  aeux c a s  il est  n é c e s s a i r e  de f a v o r i s e r  l e  développement 

à u  Rh izob iu l~  dans  l e  suppor t  p a r  un s é j o u r  ae I à 2 semaines à 

26 - 28*C . On n o t e r a  aéjà  i c i  1' i npo r t ance  q u ' i l  f a u t  aonner  

au  choix du c ~ n à i t i o n n e r ~ e n t  pour t o u t e s  c e s  p r é p a r a t i o n s  d é l i -  

c a t e s ,  m a i s  a u s s i  au  t a u  2' humidi te  ( 60% ) pour l e  déve- 

loppement, l a  conse rva t ion  e t  l e  t r a n s p o r t  (127) . 

d )  La conse rva t ion  e t  l e  t r a n s p o r t .  --------------------------------- 

L e s  inoculums s o l i d e s  conservés  en  s a c h e t s  de  polypropylsne 

(1 44 )  s o n t  ce r ta inement  les  p l u s  u t i l i s e s  Cie nos j ou r s .  



Parmi l e s  f a c t e u r s  pouvant a v o i r  une i n f l u e n c e  impor tan te  

s u r  l a  s u r v i e  àu Rhizobium on p e u t  c i t e r  l e  maint ien de l 'hwni-  

d i t s  (1 5 6 ) , l g  a é r a t i o n  e t  l a  t empéra ture  (1 2 7 )  . Malgré l a  con- 

s e r v a t i o n  2 + 4OC Fresque t o u j o u r s  i n d i s p e n s a b l e , l a  durée  U'uti- .  

l i s a t i o n  d ' un  t e l  inocu7um e s t  t r è s  souvent  l i m i t é e  ( 6 à I 8 n o i s ) .  

C e  type d ' inoculum est  souvent encombrant e t  peu p r a t i q u e  à 

t r a n s p o r t e r ,  s u r t o u t  à grande d i s t a n c e  e t  dans l e s  r é g i o n s  aux 

cond i t i ons  c l i r . a t i c u e s  sGvSres. 

4 )  Lss  a u t r e s  f o r n e s  d ' i nocu luns .  ............................. 

Récemment un inoculurn c o n s t i t u é  de  ?bizobium f i x é  dans  un 

g e l  de polyacrylar . iue  semble pouvoir  donner hes r é s u l t a t s  

de l a b o r a t o i r e  i n t é r e s s a n t s  ( 4 1  ) . Pour c e l a  c e  type  d ' i n s -  

culuni cioit encore  ê t r e  ccnservé dans  Qes cond i t i ons  d t h y C r a t a t i o n  

inpo r t an t e .  

La  d é s h y c r a t a t i o n  de R%izobium par i y o ~ h i l i s a t i o n  e s t  un 

proc6de couranment u t i l i s é  pour l a  conserv,at ion ües souches de 
i 

c c l l e c t i o n  ( 1 6  ) , les  ~ r o ~ r i é t é s  s y n l i o t i - u e s  de c e s  b a c t é r i e s  

n' é t a n t  pas altérées (1  2 2 1 . L a  p roduc t ion  d'  inccu lun  lyophi-  

lisé, d6j2 sugg&ré en 1 9 6 0  pa r  aaf<NIER ( 1  2 ) , n ' en  est  pas  encore  

au s t a d e  i n a u s t r i e l  c a r  e l l e  s e  h e u r t e  à deux problèmes essen-  

t i e l s  : un t r è s  f a i b l e  pourcentage de s u r v i e  des  b a c t é r i e s  

t r a i t é e s  ( 1 6  ) e t  une mort r ap ide  d e s  b a c t é r i e s  dans  l e  s o l  

p a r  manque de  p r o t e c t i o n  ( 3 1 , 1 6 1 ' ) .  D e  p l u s  c ' e s t  un procédé 

onsreux.  



L a  i i e s s i c c a t i o n  C e s  Rhizobium , par  un procÉàé i n d u s t r i e l  

peu cohteux , p o u r r a i t ,  pensons nous, résoudre  l e s  p r o h l è ~ e s  l i é s  aux 

inoculuins l i q u i a e s  e t  s u r  suppor t  . En e f f e t ,  à c o n d i t i o n  ce  

conserver  les c a r a c t è r e s  e s s e n t i e l s  d e s  S a c t e r i e s  l a  d e s s i c c a t i o n  

p ré sen te  c i v e r s  avantaqes  t a n t  au n iveau  de l a  f a b r i c a t i o n  , 
l e s  c c n d i t i o n s  de c u l t u r e  pouvant être s t a n d a r d i s é e s ,  qu'au 

niveau du s tockage  e t  du t r a n s p o r t ,  les  dcses  pouvant ê t r e  con- 

Gi t ionnés  en p e t i t s  f l a c o n s  p e r r . e t t a n t  un s tockage  a i s é , e t  

1' encoribrexient minirr,um de c e s  doses  rÉduisan t  de façon appr6- 

c i a b l e  les f r a i s  de  t r a n s p o r t .  Pa r  a i l l e u r s  c e t t e  p résen ta -  

t i o n  , a ~ r è s  conserva t ion  et r e n i s e  en suspension cians l ' e a u ,  

renc  ~ 0 s s i b l e  non seulement l a  f a b r i c a t i o n  des d i v e r s  t ypes  

à ' i n c c u l u n  n a i s  a u s s i  l ' a p p l i c a t i o n  p a r  l e s  c i v e r s  noyens 

nzb i tue l l emen t  u t i l i s é s .  

III PRINCIPZLLES ;IL€TIIODES D ' APPLICATIOP!S DES 'INOCULUMS 

E l l e s  peuvent ê t r e  ~ i r e c t e s  ou i n Z i r e c t e s  : 

I o )  L ' a p p l i c a t i o n  d i r e c t e , o u  p ré - inccu la t ion  C e s  g r a i n e s  : 

Dans ce  c a s  l ' i n c c u l ~ ~ : .  e s t  appl iqué s u r  l a  ç r a i n e  

avant  le s e m i s .  T r o i s  n6thodes peuvent ëtrz u t i l i s e e s  : 

a) l ' imprégna t ion  2 s e c  : l ' inoculum s e c  ou s u r  suppor t  .................... 
est  mélangé avec les g r a i n e s .  C ' e s t  l e  p l u s  s imple  

d e s  procédés m a i s  a u s s i  l e  moins e f f i c a c e  . 



b) l ' i m p r é g n a t i c n  hwide : e l l e  peu t - ê t r e  p r a t i q u é s  :L p a r t i r  ..................... 
c ' u n  i n c c u l u n  l i q u i u e  ou a p r e s  suspens ion  uâns  l ' e a u  d ' un  

incculum sec ou ù ' un  icoculum - t cu rbe .  I l  es t  p o s s i b l e  

G ' a j c u t e r  5 ce riioment d e s  a g e n t s  adhe ren t s  t e l s  que l a  

gorxne a r ab ique  ou d e s  composés c e l l u l o s i q u e s ,  C e t t e  né t5cde  

est souven t  d6nom.ée p r a l i n a g e ,  

c )  l ' z n r o b a g e  de s  g r a i n e s  : est  une méthoce très u t i l i s é e .  
------O--------------- 

E l l e  c o n s i s t e  à f i x e r  les  b a c t e r i e s  s u r  l a  g r a i n e .  C e s  

b a c t é r i e s  peuvent  p r o v e n i r  inoculum 

s u r  s u p p o r t ,  C e  ~ r o c é d 6  p r o t è q e  a s sez  b i en  les PuFiizchiun 

ties c o n a i t i c n s  physiques  e t  c n i n i q u e s  dé favo rab l e sdu  s o l  

e t  d e s  g r a i n e s , n a i s  a u s s i  v i s - à - v i s  de s  b a c t é r i e s  en  

c o n p é t i t i o n  e t  d e s  p r edû t eu r s .  C ' e s t  a i n s i  que l ' u t i l i -  

s a t i c n  de ca rbona t e  de  ca lc ium sous  d i f f é r e n t e s  formes,  

e t  d e  charbon peu t  ~ r o t e g e r  les b a c t é r i e s  d e  l ' a c i d i t é  de 

c e r t a i n s  s o l s ~ t  1  0 )  , 

2 ' )  L ' a p ~ l i c a t i c n  i n d i r e c t e  : 

Les g r a i n e s  s o n t  semées non i nocu l ée s  e t  l ' i n o c u l m  

est a p p l i q u é  s u r  l e  s o l  i ndépenda r i en t ,  C - t t e  t e chn ique  es t  

ngcessai rement  employée pour les g r a i n e r  ùe l é q u i n e u s  e s q u i  

p e r d e n t ï e u r s  ttsquments quand l e s ~ o t v l é d c n s  é ~ e r g e n t  du s o l  . 
( ex. s o j a  ) ,  ;nais a u s s i  dans  l e  c a s  oc  un t r a i t e n e n t  d e s  

g r a i n e s  p a r  f o n g i c i d e s  ou insecticides est  i n a i s p e n s a b l e .  C e  

node d '  a p p l i c a t i o n  pem.e t  a u s s i  une b a c t é r i s a t i c n  i m p o r t a n t e  

quand l a  c o r p é t i t i o n  avec les Rhizobium au toch tones  est  

sévère .  



C e  procédé Feu u t i l i s é ,  p e u t - é t r e  e f f e c t u é  Far a r r o s a g e  

avec une suspens ion  p r e ~ a r é e  ex tecporanénen t  à p a r t i r  d ' i n o c u l u n  

l i q u i E e ,  s c l i d e  ou s u r  s u p ~ c r t ,  ou p a r  dép& d 'un  i nocu lun  S o l i & ,  

aevan t  ou d e r r i è r e  l a  ç r a i n e ,  pencïant l e  seris. C e  noue d ' a p p l i -  

c a t i c n , à é  j2 a v i s a g 6  Far  B0;;NIER en  1 9 6 0  ( 1 2 ) s ' a d a p t e  b i en  au:: 

inoculums d é s h y d r a t é s  ou à ceux q u i  s o n t  p r épa re s  p a r  g r a n u l a t i o n  

à p a r t i r  d' inoculurn - t ou rbe  (24-47) 

XXXXXXXXXXXXXXXXX 

Après é t u a e  d e s  avan tages  t h é c r i q u e s  C e  l ' i n o c u l a t i o n ,  d e s  

p r i n c i p a l e s  mgthodes de p r g p a r a t i o n  d e s  inocu lur . s , e t  de leiirs modes 

d ' a p p l i c a t i c n ,  ncus  nous scrmes t o u t  c' abord ,demanci& s i  l ' u t i l i s a -  

t i o n  ae r i l i e u x  e n p i r i q u e s  é t a i t  v ra iment  i n a i s p e n s a b l e  pour la 

p roàuc t i on  6e Rhizobiuïï. Les i nconvén i en t s  norhreux d e s  procédés  les  

p l u s  u t i l i s ~ s , l ' i n o c u l ~ ~ ~ ~  - tourSe e t  l ' en robage  de s  g r a i n e s ,  nous 

c n t  m e n e  à pense r  que l ' i n o c u l u n  c é s h y d r a t e  , capab l e  de  m a i n t e n i r  

pendant  une durée  su£ f isavment lonnue une q u a n t i t é  impor t an t e  a e  

b a c t é r i e s  en bon é t a t  phys io log ique  , s e r a i t  l ' i d é a l  . En e f f e t  il 

peut-Gtre à'un p r i x  de  r e v i e n t  r e l a t i v e m e n t  peu é l e v é  e t  sa pré- 

s e n t a t i c n  en  p e t i t  f l a c o n  peu t -E t re  commode e t  pero .e t t re  une l a r g e  

u t i l i s a t i o n ,  a u s s i  b i e n  Cans nos  r é g i o n s  que cians les  pays  en  v o i e  

d e  Séveloppement . 



B G T S  D U 

Xcs t r a v a u x  pe r scnne l s  nous c n t  amené : 

Io) A S t u ü i e r  e t  à n e t t r e  au p o i n t  l a  p rocuc t ion  en  q u a n t i t é  ~e 

c e l l u l e s  de  N i i z o b i u ~  dans  un é t a t  phys io log ique  s a t i s f a i s a n t ,  

e t  ceci d 'une  rcanisre peu onéreuse  : l ' é t u a e  d e s  c u l t u r e s  

s u r  les p r inc ipaux  r i l i e u x  pour Xqizobi-in; nous a  pe rn i s  de  

d é f i n i r  un m i l i e u  s y n t h é t i q u e  i d é a l  u t i l i s a b l e  en  f e r n e n t e u r  

de  l a b o r a t o i r e  pour l a  p roduc t i on  en masse oe Rhizobium 

m e l i l o t i .  

2 O )  A é t u d i e r  e t  3 mettre au p o i n t  d e s  t e chn iques  àe déshydra ta -  

t i o n  e t  àe conse rva t i on  de c e s  S a c t B r i e s  en vue ce l a  prépa- 

r a t i o n  ci'un inoculum sec pour l a  c u l t u r e  ùe l a  l u z e r n e  

( i.ledicago s a t i v a  ) ,  

3' )  h r g a l i s e r ,  p a r  des  procédé? a e a p t é s ,  l a  s é l e c t i o n  d 'une  

souche " anhydro - r é s i s t an t e  " p r é s e n t a n t  un t a u x  de s u r v i e  

q u i  amé l io r e  encore  l a  q u a l i t é  de n o t r e  inoculum. 



Chapitre II 

MATERIEL 

GENERALES 



Souches N o  kppe l l a t i cn  c '  o r i s i n e .  Isolement. 

m e l i l o t i  ?ledicago s a t i v a  
BELGIQUE 63 

1.51 - 5 S t r  

l I5  S 

155NI 

"!9 s 

Rhizobium n e l i l o t i  

R5izobiun m e l i l o t i  

Rhizobiurr. m e l i l o t i  

Rhizobium m e l i l o t i  

Rhizobium m e l i l o t i  

Iledicago s a t i v a  

Iledicaqo s a t i v a  

Xeàicago s a t i v a  

13 SmI S t r  I.ledicago s a t i v a  
L i l l e  I9SO 

X I I  S Rhizobium rne l i lo t i  

Rhizobium n e l i l o t i  

!4edica~o s a t i v a  
L i l l e  1372 

Kedicaao s a t i v a  
1962 

R!!izobiun m e l i l o t i  

ihizobium m e l i l o t i  34eGicago s a t i v a  
1963 

Rhizobium m e l i l o t i  

Rhizobiuln m e l i l o t i  

Xhizobium m e l i l o t i  

Rhizoniun m e l i l o t i  

U.S.T.Lille 

S.R.lI,S. 

S.R.M.S. 

C.I.A.T. 

i"leâicago s a t i v a  

Iledicago s a t i v a  
F-UST2ALIE 1969 

Rhizobium m e l i l o t i  C.S.I.R.O. 14edicago s a t i v a  
URUGC'A'Y 1963 

Rhizobium m e l i l o t i  f,ledicago s a t i v a  
AUSTFGLIE 1939 

C.S.I.R.O. 

Rhizobium m e l i l o t i  



Souches f u O .  Appe l l a t i on  a ' o r i u i n e .  Or i a ine  -* 

Phizobiuri. m e l i l o t i  R . I . J . P . K .  

iJon connu Rhizobium m e l i l o t i  

~Xhizobium m e l i l o t i  Medicago t runca-  
t u l a  W.AUSTRALIA 

1 9 6 5  

Rhizobium m e l i l o t i  U.W.A. Nedicago t runca-  
t u l a  

Rhizobiurr, 

R!!iz ob i u m  

Rhizobium 

Rhizobium 

Rhizobium 

Rhizobium 

Rhizobiurr, 

n e l i l o t i  

m e l i l o t i  

m e l i l o t i  

m e l i l o t i  

m e l i l o t i  

m e l i l o t i  

m e l i l o t i  

Xedicago s a t i v a  P..C .R. 

R.C.R. 

R.C.R. 

Non connu 

Non connu 

Non connu 

R.C.R. Non connu 

Mutant de 2011 

F M I  Rhizobium m e l i l o t i  

Rhizobium leguminosarum U .S .T. L i l l e  Pisun sat ivum 
L i l l e  1 9 7 2  

Rhizobium leguminosaruni C . %B. 
3 H O a I 8 / C / R / S .  

P i s u n  sat ivum 
SELGIQUE Roche1 l t  

ILL 1933  

Rhizobium lecpxninosarun R.C .R. 
IO01 R.C.R. 

V i s c i a  h i r s u t a  
1 9 7 2  

Rhizobium p h a s e o l i  
3622 R.C.R. 

R.C.R. Non connu 

Rhizobium p h a s e o l i  
3 6 1 0  R.C.R. 

R.C.R. Non connu 

Phizobium p h a s e o l i  Phaseo lus  a c u t i -  
f o l u s  Yuma,Ariz. 

1948 



1 9  

I so lement  Appe l l a t i on  d '  o r i q i n e  Or ig ine  Souches 

Xhizobium phaseo l i  

Rhizobium p h a s e o l i  

Rhizobiurri pnaseo l i  

R . I . 0  Phaseolus  v u l g a r i s  

C .  S .  1 .R.O. Phaseolus  v u l g a r i s  

C.S.I .R.O.  Phaseolus  v u l q a r i s  

Rhizobiu?~  t r i f o l i i  

Rhizobium t r i f c l i i  

R. I .O.  T r i fo l ium sp  1 9 6 2  T I  

T A I  C .S .  1 .R.O. T r i fo l ium Substerra- .  
neum,Bridf o r t  
Tasmania W S T R A L I E  

1 9 6 8  

Rhizobium t r i f o l i i  T r i f  ol ium repens  
AaBLESIDE ENGLAND 

1 9 4 2  

R.C.R. T r i f  o l i u n  repens  
BLADFOPXI DORSET 
ENGLXi3D 1 9 4 1  

Rhizobium t r i f o l i i  

U.S.T. T r i f  o l i u i ï  p r a t ense  
L i l l e  1 9 6 9  

r i h i zob im t r i f o l i i  

Rhizobium t r i f o l i i  C.S.I.R.O. T r i f o l i u n  sub te r r a -  
neum yanninicum 
GREECE 1 3 6 5  

2 RHIZOBIUM A CROISSmCE LENTE . 

Rhizobium japonicum 3 - 1 7  F .S.A.G. Soja  1 9 5 6  

Rhizobium japonicum 3-24 C. S .I .R.O. Ilon connu 

Rhizobium japonicum R.I .O.  Glycine h i s p i d a  
JkPOIJ  1 9 2 9  

i2hizobi~r.n j aponicmt 

Rhizobiurr j aponicum 

R . I . O .  Glycine h i s p i 2 a  
YOUGOSLAVIE 1 9 5 5  

C.S . I .R.O.  Glycine m a  

Rhizobium japonicum C.S. I .R.O.  Glycine max 1 9 6 8  



S o u c h e s  A c p e l l a t i o n  Ü' o r i c i n e  

X6 5 R h i z o b i u m  l u p i n i  

K I  0 7  R h i z o b i u m  l u p i n i  

X I 2 1  Fbizobium l u p i n i  

Xl izobium spp 

R h i z o b i u m  spp 

Rhizo~iurn  spp 

P u t i z o b i u m  spp 

G.S.D.A. L u p i n u s  a n g u s t i f o l i u s  
GEORGIA 1 9 4 6  

R . I .O .  L u p i n u s  a lbus  
GAIiJSVILLE 1 9 4 0  

R. I .O.  L u p i n u s  l u t e u s  
BI IESIL  1 9 5 3  

U .S .T .  L i l l e  A r a c h i s  SENEGAL 1 3 7 4  

R . I .O .  Vigna s i n e n s i s  1 9 2 0  

2.1.0. P u e r a r i a  tilnabergiana 
RQCK K I L L  1 9 3 9  

R.C.R. Aiithy l u s  vu lne r a r i a  
BEDFORT ENGLAKD 1 9  51 

K.C.R. Lotus m r n i c u l a t u s  
BEDFORT EXGLAND 1 9 5 1  

C .S . I .R .O .  N o n  connu 

C. 1 .A. T .  C e n t r e  I n t e r n a t i c n a l  A g r i c u l t u r a  t r o p i c a l  COLOILBIA 

C .S .I. R..;. CO:bQIONNEALm S c i e n t i f  i c  and ~ n d u s t r i a l  R e s e a r c h  O r g a n i s a t i o n  
CAiG3ERi-W , A U S T W I A  

F , S.A. G .  Facul té  des Sciences A g r o n o m i q u e s  de GENBLOUX 
5800 GEEBLOUX , BELGIQUE 

R.C.R. RHOTZIU1STZD C o  l l e c t i o n  of RHIBOZIUi~I  (HARPENDEN HERTFORDSHIRE ) 
G.S. 

R.I .O.  R e s e a r c h  I n s  t i t u t e  ONTARIO , CANADA 

U. S .D .A. U n i t e d  S ta tes  D e p a r t m e n t  of A g r i c u l t u r e  S E L T V I L L E  ,PfiARSTSJJD 
U.S.A. 

U.S.T.  - U n i v e r s i t é  des Sc i ences  e t  T e c h n i q u e s  , L a b o r a t o i r e  de 

N i c r o b i o E o g i e  , L I L L E  

U.W.A. T h e  U n i v e r s i t y  of XESTERN AUSTRALIA ( EI'EDLANDS ,AUSTRALSA) 

R . I .  J.P.K. R i  j k s à i e n s t  voor de 1 j s s e l m e e r p o l d e r s  , KAKPEN -THE IJETHERLANDS 

S. R.14. S. S t a t i o n  de rechercne de PLicrobiologie des so l s  .DI JOIJ ,FRANCE 



S t r  
3 .  SaUCBE DE R e  I.IELIL0TI HCIDO-TOLEXAIJTE: PigSml 

M O T 3 A R I S O A  I93C (1 18) a i s o i 6  d e  l a  souche ae R. m e l i l o t i  

ik29Sun p re r . i e r  mutant  s ~ c n t a n é  c a p a b l e  c2 se deve lopper  convena- 

b lement  5 pE 5 , 5 .  A p a r t i r  Ce c e l u i - c i ,  p a r  mütaaGnèses,des mutan t s  

Cie seconde g é n t - r a t i c n  c n t  e t 6  o b t e n u s , d o n t  x ~ s ~ ~ ~ ~ ~ .  C e t t e  scuche  

e s t  l a  p l u s  a c i c i c - t o l é r a n t e  cue  l ' o n  a c b t e n u e  au c o u r s  cies nu ta -  

g e n è s e s  s u c c e s s i v e s .  E l l e  a é té  e n s u i t e  rendue r e s i s t a n t e  5 4 0 0  p g / r l  

C e  s t r ep to rcyc ine  a f i n  d e  pouvo i r  l a  r e p é r e r  l o r s  de  son u t i l i s a t i o n  

s u r  l e  t e r r a i n .  

C e t t e  scuche  es t  c a p a b l e  d e  se dsve lop-e r  e t  d ' i n f e c t e r  l a  

l u z e r n e  dans les s o l s  a c i c e s .  

4 .  EldTETIEiü ET CONSERVATION DES SOL'CEiEÇ DE RI11 ZOBIUI1. 

Se lcn  l a  métnoae p r é c o n i s é e p a r  f UWDLIXC- 1960 ( 1 17  ) t o u t e s  

les  souches  S a c t G r i e n n e s  u t i l i s é e s  s o n t  rnaintenues 3 - 20°C en 
m i l i e u  R.C.  f r u c t o s G  h 1% adcl i t ionn2 cie 50% ce g l y c é r c l .  

A p a r t i r  ue ces c u l t u r e s  c o n c e l é e s t d e s  r e p i q u a g e s  s o n t  e f f e c -  

t u é s  s u r  l e  mêoe m i l i e u  s c l i d e  en tubes i n c l i n s s .  I ls s o n t  ma in tenus  

2 + 4 O C  au r é f r i g é r a t e u r  e t  u t i l i s e s  pour  les e s p é r i e n c e s .  

I l  e s t  a u s s i  p c s s i 5 l e  Le m a i n t e n i r  les souches  b a c t é r i e n n e s  en 

suspens ion  d a n s  l a  g é l o s e  p u r e  à 7 , 5 9  / l i t r e  ( o é l o s e  S l a n c h e )  , en  

p e t i t s  t u b e s  b i e n  f e r n b a , o u  en arcpoules scellEes au r e f r i g é r a t e u r .  

C3 noyen p e u t  p e r m e t t r e  une c o n s e r v a t i o n  de deux années .  



Les scuches  l e s  p l u s  i n p o r t a n t e s  pour nos t ravaux,corme 

l e s  souches ob tenues  p a r  s e l e c t i o n  ou mutation ( ex. i.îQSn 
4 1 "rr) , s o n t  

garaées  l y o p h i l i s é e s  en ampoules s c e l l e e s  sous  v ide .  

LEGUMINYUSES. 

D e s  e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  o n t  é t é  e f f e c t u 6 s  s u r  d e s  v a r i é t é s  ce 

g r a i n e s  de l u z e r n e  ( 24edicaao s a t i v a  ) . La v a r i é t é  "Naqal i"  a é té  

re tenue  pour son t aux  de germinat ion e t  son a p p a r e i l  r a c i n a i r e  b i e n  

développé. 



Parmi les nombreux ~ i l i e u x  de c u l t u r e  e n p i r i q u e s  (ou c o n p l e t s )  

d é c r i t s  p a r  d i v e r s  a u t e u r s  pour c u l t u r e  b a c t é r i e s  

du genre  Rhizobium nous avons s u r t o u t  r e t e n u  ceux u t i l i s é s  

p a r  : 

1. FPXD, BALDr?IN e t  M c  COY ( 4  8 )  ,en 1932:lri.ilieu Y.E.2.I .  

( Yeast E x t r a c t  Medium)pour Ehizcbium. 

2. LAIRi2 ( 7 3 ) , en 1932, rzoaif i é  p a r  DELAITEE ( 3 4  ) , en 
1471 :mi l i eu  R.C. ( Rhizobim c o n p l e t )  pour  Phizobium. 

3 .  KEELE ( 7 1  ) ,  en 1969 ,mi l i eu  Y,. pour P..'iaponicum. 

4 .  ISWARRS ( 6 6 ) ,  en 1973,  m i l i e u  1. pour R.  jaconicun?. 

5 ,  3EXIWGLR 1 1 0 ) , en 1974,  m i l i e u  T.Y. ( Tryotone Yeast 

pour  R. leguminosarum , 

6. ARIAS ( 3 ) ,  en 1976,rni l ieu  +.pour R. jauonicun e t  

K. t r i f o l i i .  

7 .  UCKER e t  SIGNER (152) , en 1978,  ni l ieü L.B. ( LüP.12 

Bro th  ( 80 ) , pour R. m e l i l o t i .  



Les compositions en  g par 11-crr: de  ces mi l ieux  s c n t  d é c r i t e s  

c i  aprSs. Nous avons résumé dans  l e  t a b l e a u  1 l es  f c r x L e a  

de ceux q u i  on t  été u t i l i s e s  dans  n o t r e  t r a v a i l ,  

Tous ces mi l i eux  complets  con t i ennen t  de  l ' e x t r a i t  de  l e v u r e  

sous forme sèche ( Yeast E x t r a  t D i f c o ) ,  

Nous n ' avons  pas  employé le  m i l i e u  de WRIGHT recom.andé p a r  d e  

nombreux a u t e u r s  tels que BALDWIPJ e t  FRED ( 4 ) , iJ0RRIS (1 04 ) , 
BOLJE;IER e t  BRAKEL ( 16 ) ,C3URTOIS ( 2 9 ) etc,  car, l a  r ep roduc t i -  

b i l i t é  de l a  q u a l i t é  de 1' e x t r a i t  G e  l e v u r e  f r adche  est 

d i f f i c i l e  à o b t e n i r ,  

D e  m6me nous n 'avons pas r e t e n u  l e  mi l i eu  de BERGENSEN ( 7 ) ,  

son t aux  S l e v é  ( 3g. par  l i t r e )  de carbona te  de calc ium l e  

rena  hé té rogène  e t  d ' u t i l i s a t i o n  d é i i c a t e  pour nos  comparaisons, 

Nous avons u t i l i s é  e s s e n t i e l l e x e n t  l e  manni tol ,  l e  g lucose ,  

e t  l e  frzctcse CU l êvu lose  conme source  d e  carbone e t  

d' énero ie .  I ls s o n t  t o u j o u r s  a j o u t é s  en s c l u t i o n s  s t é r i l e s , a u  

moment de l t e m p l o i , a u  reste du m i l i e u  s t b r i l e .  L e s  mi l i eux  

T.Y, e t  L.E. ne cont iennent  p a s  de source  hydrccarbonée a u t r e  

que c e l l e  contonue dans l ' e x t r a i t  de l e v u r e  . 
Le pH. f i n a l  de t o u s  c e s  m i l i e u x  e s t  v é r i f i é  e t  a j u s t é  à 

7 , O  - + 0,2 , à l a  température  d e  2S°C, 



COMPOSANT 

KH PO 
2 4  

K211P04 

NI1 4N03  

Nti4C1 

blgS0 , 71120 
4 

F e C 1 3 ,  611.p 

CaC1 ,21120 
2 

CaSO , 21120 , 
4 

C a C 0 3  

N a C l  

( T r y p t o r i e  (Difco 

I E x t r a i t  de 
Levure (Di£ C O )  

I Glucona t e  de 
potassium 

CONCENTRATION FINALY EN GRAMMES PAR LITRE D'EAU D I S T I L L E l  

1 1 ' 1 2 3 5 I00rnl. 1 
fra is  

I,5 

I O  I O  I O  I O  I O  I O  I O  

. 
TABLEAU 1 . C o i n p o s i t i o n  de n:i l ieux empir iques  pour ~ h i z o b i u n i .  



2. MILIEUX SYNTHETIQUZS POUR RHIZOBIUM 

Parmi les nombreux n i l i e u x  de c u l t u r e  s y n t h é t i q u e s  uscrits, 

p a r  d i v e r s  a u t e u r s  pour l a  c u l t u r e  des d i f f é r e n t e s  espèces  de  

Rhizobium nous avons s u r t o u t  r e t r n u  ceux u t i l i s é s  par:  

1, PERRY P. , BWCHERE H. e t  OBBTON M.( 4 6  ) en 1959, 

m i l i e u  F,B.O. pour l a  c u l t u r e  ae ~~meliloti. 

2 .  RIGAUD 2. (1 2  2 )  e n  1 9 6 5 ,  m i l i e u  R I .  pour l a  

c ro i s sance  d 'une  souche de R. m e l i l o t i .  

3 .  SHZRWOOD M.T. ( 1 3 4 )  en 1970,  m i l i e u  S .Y.  pour  l a  

c ro i s sance  de Rhizobium . Ce m i l i e u  ciérive du m i l i e u  

synt?.?Gtique décri t  p a r  BERGERSEX ( 7 ) en I 9 0 1 , e t  

u t i l i s é  avec que lques  mod i f i ca t ions  , par  BERINGER 

( 9-1 0 ) en 1973 pour ces e t u a e s  géné t iques  de 

R. leauminosarum. 

4 .  DELATTRE J.M. ( 3 4  ) en 1971, m i l i e u  R.H.B o u  R pour 1 

d e s  é t u d e s  de phys io log ie  de Rhizobium. 

5. XILLETI J.H. ( 8 9  ) e n  1972 m a i s  a u s s i  

UCKER D.S. e t  SIGKER E.R. en  1978 : m i l i e u  :IgA 

pour des  é t u d e s  géné t iques  ae 3. m e l i l o t i .  



.- 

6. LIJEIDHARDS F . C .  ( 9  9 ) en 1 9 7 4 ,  n i l i e u  :.l.O.P.S. 

( M o r ~ h o l i n o  propane s u l f c n a t e )  pour des  é t u d e s  physio- 

l o s i q u e s  s u r  l e s  E n t é r o b a c t é r i e s .  

7 .  PEDROSA F . O .  (1 12 )  en 1974 ,p i i i eu  P. pour d e s  6tuCes s u r  

l e  métabolisme de R. i aponicun  . 

Leurs  composi t icns  r e s p e c t i v e s  en grammes p a r  l i t r e  d ' e a u  

6 i s t i l l é e , s o n t  d é c r i t e s  c i - ap rè s  e t  résumées dans l e  t a b l e a u  II 

Nous n 'avons pas  u t i l i s é  l e  m i l i e u  syn thé t ique  o r i g i n e l  

de VIBCENT ( 1 5 9  ) ,  n i  c e l u i  t r è s  coûteux d é c r i t  Far  DUUNAN ;J.F. 

( 4 3 ) pour l a  p rcduc t ion  de po lysacchar ide  e x t r a c e l l u l a i r ~  p a r  

R. n e l i l o t i  en  phase de c ro i s sance .  

Dans nos t r avaux  compara t i f s  1' ose  e t  l e s  v i t m i n e s  s o n t  

a j o ü t é s  en s o l u t i o n s  s t é r i l e s  au nonent de l ' emp lo i .  Le p H  f i n a l  

ae t o u s  ce s  mi l i eux  e s t  a j u s t é  S 7 , O  à l a  temperatcire de 2S°C. 
I 





TRVPON DE NON PROLIFERkTIOX POUR PSI ZOBIUP1. 

Nous avons u t i l i s é  un tampon de non p r o l i f é r a t i o n  ( T.N.P.) 

pour l a v e r  e t  met t re  en suspension l e s  c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s ,  

C e  tampon e s t  en f a i t  l e  m i l i e u  R. n e  con tenant  n i  source  

carbonée,  n i  source  azo tée .  

Sa formule p a r  l i t r e  d ' eau  d i s t i l l é e  e s t  l a  s u i v a n t e  : 

K2H PO 4..........................I,C) g 

MgSO4,iH2O ......................0,2 g 

pH f i n a l  3 25°C... , . . . . . . .7,2 

Pour é v i t e r  une é v e n t u e l l e  format ion de p r é c i p i t é  2e phosphate 

de magnésium duran t  l a  s t é r i l i s a t i o n ,  l e s  deux s o l u t i o n s  s o n t  

p r é p a r é e s  séparément, au toc l avées  2 0  minutes à 120°C e t  mélangées 

à p a r t  é g a l e  au moment de 1' u t i l i s a t i o n .  

- FeC13..u~..u~....*......e...~ m l .  d 'une s o l u t i o n  concent rée  
a IOg/l 

E a u  de conàui te  .............. q. s. p. 1 l l t r e  

Le pH e s t  a j u s t é  à l a  v a l e u r  voulue pa r  une s o l u t i o n  iie 

E3P0 ( a c i à e  orthoF;zosphori-ue) ou de K OH ( p o t a s s e )  
4 



Le  E i l i e u  e s t  r é p a r t i  e n  t u b e s  de 2 0  :i 200 mm à r a i s o n  de 12 m l  

p a r  t u b e ,  àans l e q u e l  on i n t r o a u i t  une l a n g u e t t e  às papieriIHkT1-ZN iG03, 

La s t é r i l i s a t i o n  se f a i t  à 1 2 0 ° C  pendan t  20 minutes .  



III O P R O C E D E S  D E  C U L T U R E  DES 

Nos é t u d e s  de  c r o i s s a n c e  d e s  d i f f é r e n t e s  

souches s u r  les mi l i eux  r e t e n u s  o n t  Cté,Oans un premier  temps, 

r é a l i s é e s  en t u b e s  e t  en f l a c o n s  a g i t é s .  P u i s  nous avons eu l a  

p o s s i b i l i t é  de pouvoir  u t i l i s e r  un biophotomètre o r i g i n a l  

pour c o n f i m e r  e t  p r é c i s e r  nos premiers  r é s u l t a t s . L e s  e s s a i s  

de produc t ion  de  c e l l u l e s  o n t  e n s u i t e  é t é  e n t r e p r i s  en  f e rma-  

t e u r s  de l a b o r a t o i r e .  

E l l e s  o n t  t o u t e s  é t é  r é a l i s é e s  au moins deux f o i s ,  

uans  des  t ubes  de 20x220 FZI contenant  chacun I O m l .  de  

n i l i e u  à expér imenter .  Chaque tube  est  inocu lé  p a r  

0 , I  m l  d'une suspension en taninon TXP contenant  IO 

b a c t é r i e s  l avées  p a r  m l  . C e s  b a c t é r i e s  p rov iennent  

d 'une  c u l t u r e  en phase s t a t i o n n a i r e  e f f e c t u é e  s u r  m i -  

l i e u  R.C. f r u c t o s é  à 1% . A une d e n s i t é  o p t i q u e  de 0 , 8  à 

600 nm les c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u o é e s  à 16 .300  g 

l avSes  dans  le  tampon TNP, c e n t r i f u g é e s  à nouveau 

e t  r e p r i s e s  dans 5 m l  d e  taTpcrn TNP. Les mi l i eux  - 
7 

ensenencés con t i ennen t  donc au d é p a r t  env i ron  I O  bac- 

téries p a r  m l .  



L e s  c u l t u r e s  s o n t  maintenues 3 30°C,en a g i t a t i o n  r o t a t i v e  

cont inue ,  L ' u t i l i s a t i o n  de l a  t a b l e  alaoit?tinr, R.S. e50 

ae l a  SociEté  BIOLAFFITE , ( I O 0  r o t a t i e n s  parni i l ,  e x c e n t r i q u e  

de 25 rzm ) permet d ' o b t e n i r  une a é r a t i o n  convenable du 

m i l i e u .  

La c r o i s s a n c e  est  c o n t r ô l é e  par d e s  x e s u r e s  r é g u l i è r e s  de 

l'absorbante à 600 nm,mais a u s s i  pa r  l ' é v o l u t i o n  du pH,et 

dans c e r t a i n s  c a s , p a r  1 1 a p p r 5 c i a t i o n  du nombre de c e l l u l e s  

r e v i v i f  i a b  les. 

CULTURES FLACONS. 

L a  grande m a j o r i t é  d e s  c u l t u r e s  o n t  a u s s i  é t é  réalisées 

en f l a c o n s  de 500ml ( type  t r a n s f u s i o n  sanguine 1 , t o u j o u r s  

en oouble  exemplaire  . C e s  f l a c o n s ,  ne contenant  que I 0 0 m l .  

a e  a i l i e u  son t  ensemencés avec I m l  de  s u s p e ~ s i o n  b a c t é r i e n n e  

s réparée corne d é c r i t  c i -cessus .  

L e s  f l a c o n s  a i n s i  inoculés ,bouchés  eux a u s s i  p a r  une bour re  

de coton cardé  s t é r i l e , s o n t  n i s  3 i ncube r  à 3D°C, s u r  a g i t a t e u r  

r c t a t i f  i d e n t i q u e  à c e l u i  u t i l i s é  pour l e s  c u l t u r e s  en tubes ,  

Un prélèvement de 5ml es t  e f f e c t u é  régul igrernent  pour 

a p p r é c i e r  d'une p a r t  l ' ab sc rbançe  à 600 nrn e t  l e  nombre 

Ge c e l l u l e s  v i a b l e s , e t  s u i v r e  d ' a u t r e  p a r t  l ' é v o l u t i o n  du 

pz . 



3. CULTUFUS SUIVIES AU BIOPHOT0I:ETF.E. 

C e r t a i n e s  c u l t u r e s  comparat ives  o n t  pu ê t r e  r é a l i s é e s  

e t  s u i v i e s  au moyen a l u n  nouveau biopnotomètre q u i  a é t é  m i s  au 

p o i n t  récemment p a r  IJARAIS ( 8 4  ) au c e n t r e  de Technclogie 3 io-  

médicale ae 1'1 .R S.E. R.M. ae  L i l l e  ( D i r e c t e u r  : Y .  BIOSCHETTO ) . 
Les c a r a c t é r i s t i q u e s  e s s e n t i e l l e s  e t  l e s  c o n c i t i o n s  

expér imenta les  ~e c e t  a p p a r e i l  s o n t  les s u i v a n t e s  : 

- c e l l u l e s  de c u l t u r e  : 16 t u b e s  s t anda rds  a l i g n e s ,  

Ce  I a  x 200nn pouvant c o n t e n i r  I O  31 de n i l i e u ,  

pe r r r e t t en t  ds s u i v r e  s i n u l t a n é n e n t  , s a n s  a u t r e  

manipulat ion que l 'ensemencement , 1 6  c r o i s s a n c e s  

dans ues  c o n d i t i o n s  b i e n  d é f i n i e s .  

- C i s p o s i t i f  a '  a q i t a t i o n  vo r t ex  c o n t i n u  dont 

l a  v i t e s s e  e s t  r é c l a b l e  de quelques  t o u r s  à p l u s  

a e  3  .O00 t o u r s  /minute. Lors  de chaque l e c t u r e  

l ' a g i t a t i o n  Cu tube  e s t  a r r g t é e ,  p u i s  c e l u i - c i  

r , e p r e n  a u s s i t a t  s a  p o s i t i c n  e t  son a ~ i t a t i o n  i n i -  

t i a l e s .  Pour nos c u l t u r e s  nous avons maintenu une 

v i t e s s e  cons t an t e  de  750 t /min  



- d i s p c s i t i f  de r é u u l a t i o n  de l a  temperature  d ' i n c u b a t i o n  : 

+ 4OC a 4S°C,par e n c e i n t e  chauf fée  p a r  une j a q u e t t e  d ' eau .  

L a  p r é c i s i o n  a t t e i n t e  au niveau Gu m i l i e u  es t  de + 0,5OC - 
N o s  c u l t u r e s  o n t  é t e  réalisées à 30°C. 

- d i s p o s i t i f  automatique de mesure de 1 ' absorbante : 

p a r  tu rb ia imé t r i e ,  au moyen d '  une diode é l e c t r o l u m i n e s c e n t e  

é m e t t a n t  2 693 nm e t  d 'une photodiode r é c e p t r i c e ,  Ce couple  

e s t  f i x é  s u r  un c h a r i o t , q u i  se déplace devant  les 16 cuves ,  

L ' i n t e r v a l l e  Cie temps &paran t  les séries de mesures e s t  

réglable de 1 3 99rLnutes.  D e  façon J. é v i t e r  t o u t e  d é r i v e ,  

l e  0% e t  l e  100% 6e t r ansmis s ion  s o n t  e f f e c t u é s  automa- 

t iquement  a v a n t  chaque mesure. L a  p r é c i s i o n  de l a  mesure 

ob tenue  peut-Etre  i n f é r i e u r e  à 1 pour m i l l e  . 
Tou tes  les mesures s o n t  imprirrrées e t  peuvent ê t r e  t rai tées 

3 l a  s o r t i e .  Dans nos  essais e l les  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  

automatiquement t o u t e s  l e s  20ninutes .  

L' i n o c u l a t i o n  6es  m i l i e u x  e s t  p r a t i q u é e  ae façon t o u t  2 f a i t  

i den t ique  à c e l l e  d e s  a u t r e s  c u l t u r e s  en tubes .  

C C e s t  a i n s i  oue nous avons pu comparer simultanément l a  c r o i s s a n c e  

d tune  souche s u r  7 ~ S l i e u x  e t  a p p r é c i e r  l e s  performances d 'un 

m i l i e u  v i s -  a - v i s  cïe 7 souches d i f f é r e n t e s ,  t o u t e s  les c u l t u r e s  

ayan t  é t é  t o u j o u r s  e f f e c t u é e s  en  deux exemplaires .  



4 .  CL'L'ZUIIES EPJ FERtICfJTEUR DE LADGXTCIRE. 

4 .  1 - Fermenteur u t i l i s 6 .  

La p l u p a r t  de nos  t r avaux  de m i s e  au p o i n t  de produc t ion  de 

c e l l a l e s  de Rhizobium c n t  é t é  p r a t i q u é s  en f e m e n t e u r s  NE;?!-BRUNSJICK- 

modèle 19 d o n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  e s s e n t i e l l e s  s o n t  : 

- cuve en v e r r e  de c a p a c i t é  u t i l e  12 l i t res .  

- a g i t a t i o n  magnétique, O à 8 00 t/min 

- a é r a t i o n  pa r  i n j e c t i o n  d ' a i r  ccapr imé,press ion=I ,05  Kgf/cn 2 

Uébi t  = O 3 16 l/min 

- r é a u l a t i o n  de l a  t e r ivé ra tu re  p a r  c i r c c l a t i o n  d t e a u , r é g l a b l e  

de 20 à 70°C. 

- c o n t r a l e  a e s  mousses p a r  t u r ~ i n e  casse-mousse e t  d '  a d d i t i o n  

a B a g e n t  antimousse à b a s e  de s i l i c o n e .  

- c o n t r a l e  e t  r é a u l a t i o n  ae p H  p a r  Glectrode e t  d i s p o s i t i f  

à' i n  j e c t i c n  ae s o l u t i o n  a c i d e  (H3)?o4 .38)cu  bas ique  (KOH. 3PI) 

- c i s p o s i t i f  ce nesüre  a e  l a  concen t r a t i on  en oxyqène d i s s o u s  

au mcyen d 'une scnce. 

- d i s ~ o s i t i f  c ' ensenencenent  e t  de prélèvement p a r  une cïériva- 

t i o n  e n t r a î n é e  par  pompe p e r i s t a l t i q u e  . 

4 .  2 - Conduite de l a  f em.en ta t ion  . 
a)  p r é p a r a t i o n  

I O  l i t res  de n4.lieu s a n s  s cu rce  de ca rbone ,n i  v i t m , i n e s , s o n t  

p r é p a r é s i 9  l i t r e s  s o n t  i n t r o d u i t s  dans l a  cuve du fermenteur  

munie ae t o u s  ses a c c e s s o i r e s  ,0,3 1 cians une f i c l e  dl inocu- 

l a t i o n  ~e 2 l i t r e s .  



La s t é r i l i s a t i o n  es t  a s s u r é e  p a r  âu toc l avaye  3 121°C 

penoant  6 3  minutes .  L e s  s o l u t i o n s  c c n c s n t r i s s  ùe s u c r e  e t  de v i t a -  

r . ines,  p r e p a r é e s  e t  s tér i l i sees  ~Gparément ,  s o n t  i n t r o d u i t e s  er q u a n t i -  

t é  s u f f i s a n t e  dans  l a  f i o l e  p u i s  dans  l e  f e rmen teu r ,  j u s t e  avan t  

1' i n o c u l a t i o n .  

b) p r é c u l t u r e  ---------- 

r c u r  l a  p roduc t ion  de  b i o n a s s e  ciiaque f i o l e  es t  i n o c u l e e  

avec  l e  c ~ n t e n u  d a  un t ube  (101~1. ) üe souclie conservée  à 

-2D°C. en  m i l i e u  R.C.  f r u c t o s é  à I% e t  g l y c é r o l 6  à 533, ou 

avec  I O r n l .  de suspens ion  de c e l l u l e s  l a v é e s  2 f o i s  e t  r e p r i s e s  

e n  tampon TI:? quand il s ' a g i t  d ' é t u c e s  ~ h y s i o l o g i q u e s  . L e s  

f i o l e s  s o n t  m i s e s  on a a i t a t i o n  5 30°C penciant 2 4  à 4a n e u r e s  

pour  les  souches ue R5izonium à c r o i s s a n c e  r a p i d e , e t  48 à 

72 h e u r e s  pour les  souches  à c r o i s s a n c e  l e n t e .  

c )  i n o c u l a t i o n  du fe rmenteur  ......................... 

L e  m i l i e u  p r c c n a u f f é  à 30°C es t  i n o c u l é  asept iquement  avec  

l a  p r é c u l t u r e  q u i  r e p r é s e n t e  I O %  du v o l m e  t o t a l  Qe mi l i eu .  

Le no rb re  6e b a c t é r i e s  v i a b l e s  au temps t = O e s t  v c i s i n  de 

On a s s u r e  l a  r é g u l a t i o n  d e s  p r i n c i p a u x  paramètres :  

t empé ra tu r e ,  a g i t a t i o n ,  a é r a t i o n  . e t  p H .  



a )  déroulement e t  s u r v e i l l a n c e  de  l a  fe rmenta t ion  . ................................................ 

I O m l  de c u l t u r e  s o n t  p ré l evés  asept iquement ,  à 

i n t e r v a l l e s  de temps r é q u l i e r s  pour : 

- l ' a p p r é c i a t i o n  de l a  pu re t é  p a r  examen micrcscopique . 
- l a  mesure de  l'absorbante a 600 nm . 
- l a  v6 r i f  i c a t i o n  du pH. 

- l a  dé t e rmina t ion  du nombre de  c e l l u l e s  v i a b l e s  p a r  m l  . 
- l e  po ids  sec de b a c t é r i e s  p r o à u i t e s  p a r  m l  G e  mi l i eu .  

On a r rOte  l a  c u l t u r e  j u s t e  avant  l' a p p a r i t i o n  de l a  phase 

s t a t i o n n a i r e .  On a  e f f e c t u e  a u s s i , d a n s  c e r t a i n s  cas, l e  

dosaqe du  suc re  consomé  e t  c e l u i  d e s  exopolyosides  s o l u b l e s  

p r o d u i t s  dans l e  mi l i eu .  



Les prélGvements r e a l i s é s  r equ l iS renen t  a u  cou r s  des  cul- 

t u r e s  nous o n t  p e r ~ i s  à' a p p r é c i e r  l a  c ro i s sance  DactGrienne p a r  

6 i f  f é r e n t e s  rk thodes  . 
PSTEODES PHYSICO - CHI:-iIGUZS. 

a )  biesure de 1' absorbante ou d e n s i t é  op t ique  ( D.O.  ) --------------------------------------------------- 

La mesure 6u f l u x  lumineux t r ansmis  au t r a v e r s  d 'une  cul-  

t u r e  b a c t é r i s n n e  hoxogène. renci t r è s  g6né ra l enec t  core,pte de 

l a  masse l i é e  au nombre de D a c t é r i e s  en  suspension . C e t t e  

mesure peu t - ê t r e  i nz luencée  p a r  l ' a b s o r p t i o n  propre  du  n ' l  '1 i e u  

n u t r i t i f .  

L'exâmen des  s p e c t r e s  c i ' lhsorp t ion  de suspens ions  Ge 

R,!,izobiun 2 d i f f é r e n t e s  c c n c e n t r a t i o n s  caris l ' e a u  e t  dans 

l e s  p r inc ipaux  mi l i eux  üt i l isés  montre que 1' abso rp t ion  es t  

minimale à l a  longueur  d 'onae  de  700nm,elle es t  encore  t r è s  

CLes t  pourquoi  fios mesures de d e n s i t é  o p t i q u e  o n t  é t é  

réalisées le  p l u s  souvent  à 600nm,sous L c m  d ' é p a i s s e u r  au 

spectrophotomètre  JEALY e t  CONSTANT , e t  à 693nm quand nous 

avons utilisé l e  biophotomètre 1 .N. S.E. R.M. 

D e  f açon  à nous f a c i l i t e r  l a  t acne  nous avcns é t a b l i  d e s  

ccurbes  de concordance e n t r e  l a  D.O. e t  l e  nombre de b a c t é r i e s  

par  m l  a u  c i f f é r e n t s  s t a d e s  de l a  c r o i s s a n c e ,  c e c i  pour l e s  

p r inc ipaux  mi l i eux  e t  p r i n c i p a l e s  expèces  de Rlxizobiun 

(Ex. f i g . 2 )  



::or:,re cic cellules (13'/r.l) 
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5 )  Mesure du p o i d s  s e c  à e s  b a c t ê r i e s .  ................................. 

Cinq m l  Üu ~ r é i è v e m e n t  ncnogén&is6,  ou d ' une  d i l u t i o n  

s c n t  f i l t r o s  s u r  un f i l t r e  de  d i a r i e t r e  4 5  r m  e t  d e  p o r o s i t é  0 ,45  pn, 

pesé  au p r é a l a b l e  (Pl )  . S u i v a n t  l a  mét:iode d e  HADJIPETROU ( 5 6 ) 

o n  r i n c e  avec  I O r n l  d ' e a u  b i d i s t i l l é e , p u i s  l a  merbrane est séchée  

à l ' S t u v e  à I05OC j u s q u ' à  po id s  c o n s t a n t  . E l l e  est  pesée  4 nouveau 

(Pa) .  L 2  - Pl  r e ~ r é s e n t e  l e  po id s  s e c  des  bactéries contenus  d a n s  

les 5 m l  . 

C )  Dosage aes exopolyos ides  f o r n é s  e t  du s u c r e  consc,riz.é . .................................................... 

D e  facon  9 o b t e n i r  rapidement &es r é s u l t a t s  pour  c e s  séries ' 

- ue mesure p a r f o i s  impor tan tes ,nous  avons Cû nous s e r v i r  d 'un  p r ccédé  

ü ' é v a l u a t i c n  p l u t ô t  que d ' u n e  méthoue ue Lcsage t r è s  r i a o u r e u s e  , 

?ious avons a p ~ l i q u é  l a  ~ Ê t h o d e  au phenc l  s u l f u r i q ü e  Four l e s  

ceux cc sages ,  Vingt  m l  C e  c u l t u r e  s o n t  c e n t r i f u s é s  Fi 16.300 g pendant  

30 minutes .  Le surnagean t  es t  c e n t r i f u i e  2. nouveau dans  l e s  néces 

con i i i t ions .  Le surnagean t  f i n a l  e s t  t r a i t &  p a r  5 vclumes d t Ê t h a n o l  

g l acé , aad i t i onnG c ' a c é t a t e  de  sociun?. L e  p r é c i n i t a t i c n  C e s  exopo- 

l y c s i d e s  du re  12 h e u r e s  2 + 4OC. On o b t i e n t  a l c r s  deus  -hases.  

La phùse i n f e r i e u r e  so l ide , fo rn iée  p a r  les  p o l y c s i d e s  c r é c i p i t é s  e t  

l a  pnase  supgr ieuxe  l i q u i d e  q u i  c o n t i e n t  e n t r ' a u t r e  l e  suc re  e n  ' 

s o l u t i o n  . 



Le y r G c i p i t C  e s t  r e p r i s  F a r  2 0  m l  C ' eau  S i Ü l s t i l l 6 e .  

-A 1x1 ce c e t t e  s o l u t i o n  on a2ou te  1 c i l  d ' e a u  ~ ! i C n c l é r  ;'i 50 e t  5 nl  

G ' a c i a e  s u l f u r i - u e  p u r .  On r - a i n t i e n t  aü ba in - r . a r i c  b o u i l l a n t  5 mit 

an l a i s s e  e n s u i t e  d 1 ' c s s c u r i t C  3L, x i n u t e s .  La 9arîm.e G t a l c n ,  de  O 

3. 1300 vg/ml, e s t  ?réparGe avec  aes ~ o l ~ . o s i u e s  p u r i f i é s  de  i&izc; '~ iur  

prgparés  a n t g r i e u r e m e n t  . IJS ciosa-e e s t  e n s u i t e  r é a l i s é  p z r  p.esure 

ue l'absorbante A 510 nrr. 

Pour r é a l i s e r  l e  cosage  du f r u c t o s e  cn u t i l i s e  l a  phase  

s u p é r i e u r e  Ce l a  p r é c i p i t a t i c n  prCc8dente .  3n r 5 B u i t  l e  volune  au 

I / 5  p a r  6 v a ~ o r s ; t i c n  s c u s  v i c e ,  p u i s  on r é t a b l i t  l e  volilne 9 2 0  n l  

p a r  ce l ' e a u  S i c i s t i l l é e  . On e f f e c t u e  e n s u i t e  l e  uosage  p a r  l a  

ri iême niétiloue que pour  les ?o i :~os ices .  L a  gcrne é t a l c n ,  ae O à 403gq/nil 

=st  p r 6 g a r é e  2 p a r t i r  ce f r u c t c s e  p u r  pour  a n a l y s e s  (SIC:=). 

-- 

2 METHODES ! ~ l I C R ~ U I 3 L 3 G I Q U E S .  

a )  î ~ é n o ~ 5 r e n e n t  d e s  c e l l u l e s  v i a 5 l e s  cians les c u i t u r e s  ................................................... 
ou  l e s  s u s p e n s i o n s .  ------------------ 

Dans l a  m a j o r i t s  d e s  c a s  l a  numerat ion  d e s  c e l l u l e s  

v i a b l e s  dans  les p r é l g v e ~ e n t s  a  é t e  e f f e c t u é e  p a r  

c u l t u r e  en m i l i e u  E.C. g & l o s é  e n  u t i l i s a n t  l a  mgthode d i t e  

en  6oub le  couche.  

L e s  a i l u t i o n s  d s c i n a l a s  s o n t  r g a l i s t i e s  en +,,ron T .y. F.  

D e s  e s s a i s  p r t5a lab les  avec  q u e l q u e s  l i q u i d e s  de suspen- 

s i o n - d i l u t i o n  utilises c o u r a m ~ e n t  Sn n i c r o b i o l o q i e  

( T r y p t o n e - s e l t e a u  salée 2 6, 2; & , e a u  s a l é e  

c y s t é i n é r  à O ,  I%, l i q u i d e  de Ringer  c i l u é  au  I / 4 )  

o n t  montré s a  v a l i i i t i  p u r  les  Rhizobium. 



1 r.l d e  cnaque d i l u t i o n  e s t  m i s  dans  l e  fond  d ' u n e  b o î t e  

d e  LETRI, ceci e n  doub le  e x e m p l a i r e .  On r e c o u v r e  a l o r s  

Ge 15 5 20nl  de  i n i l i e u  RCG fondu  e t  main tenu  5 

4 5  - 5a°C, On BomoqénSise p a r f a i t e m e n t .  AprSs s o l i d i f i -  

c a t i o n  on  r e c o u v r e  dl  une seconde couche de s i l i e u  v i e r g e .  

On la isse  à nouveau se ç o l i a i f i e r  a v a n t  à ' i n c u b e r  les  

b o i t e s  à 30°C . Le cornptage aes c o l o n i e s  ne s ' e f f e c t u e  

p a s  a v a n t  4 o u  5 j o u r s  , o u  d ~ v a n t a ç e  p o u r  12s S O U C ~ ' I P S  

2 c r o i s s a c c e  l e n t e .  On c a l c u l e  l a  moyenne d e s  deux 

r é s u l t a t s  o b t e n u s ,  

3 )  Ûéno~~bre rcen t  d e s  k a c t é r i e s  i n f e c t a n t e s  d a n s  un i n c c ü l u n .  ....................................................... 

Le s i ~ p l e  6Bnorrhrerr.ent S a c t é r i e n  n ' e s t  p a s  s u f f i s a n t  p a r  

l u i  pBKe Four  Z v a l u e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  e x a c t e  en Xkizobiun i n f e c t i e u x  

uans  un i n o c u l u n .  L2 t a u x  a e  c e l l u l e s  v i a b l e s  e t  i n E e c t a n t e s  peu t -Z t re  

ùétern-,iné F a r  ia xéthoYe 6e c o r p t a g e  d e s  s a s p e n s i o n s  - c i i l u t i o n s .  

2ix p l a n t u l e s  a s e p t i q u e s  s o n t  i n c c u l e e s  chacune,  au  nonent  de  

l e u r  m i s e  e n  ? l a c e  cians l e s  t u b e s  de n i l i e u  de XICOL e t  TfTONJlOii, 

p a r  0 , s  m l  ces & i l u t i o n s  à é c i m a l e s  ce 1' inoculum . O n  ciénon~bre 

i ~ r 8 s  un t e c g s  ccnvenab le  l e  n o r b r e  cie p l a n t e s  pourvues  d e  no du les.^ 



DE XI ZOBIULI i.tELILOT1 3A2JS DES CONDITIOIL7S ARTIFICIELLES nu 

Je p r i n c i p a l  i n t é r ê t  d e s  Rhizobium r é s i à e , n c n  dans  les 

p r o p r i é t e s  q u i  l e u r  s o n t  i n h é r e n t e s  l o r s q u ' i l s  s o n t  e n v i s a g é s  s e u l s ,  

mais  Cans cel les  q u ' i l s  m a n i f e s t e n t  en  p r é s e n c e  d e s  lGgunineuses  : 

c 'est  a aire l e u r  p o ü v o i r  Be n c ü u l a t i o n  e t  c e l u i  ae f i x a t i c n  d ' a z o t e .  
- .  

La cremière de c e s  p r o c r i é t é s  a  r e p  l e  non " d ' i n f e c t i v i t é , "  l a  

seconde i ' e f f i c i o n c e "  ; x a i s  1' une com.e 1' a u t r e  i n t e r - r é a g i s s e n t  avec  

l e s  f a c t e u r s  F r o p r e s  Zi l ' h ô t e  e t  ne   euv vent rzcevoi r  d ' i n t e r p r g t a t i o n  

v a l a b l e  s a n s  c c n s i c é r a t i o n  d e  c e s  f a c t e u r s .  

L a  s t é r i l i s a t i o n  G e s  g r a i n e s  de luz ,  ~ r n e .  --------------------------------------- 

L l l e  s ' e f f e c t u e  de l a  man is re  s u i v a n t e  : une c e n t a i n e  

ce ç r a i n e s  ~?réalablesc.ent  t r iees  es t  depos&e d a n s  une h o ï t e  de  PETSI.  

3n a j c u t e  une g o u t t e  u e  Ü e t e r g e n t  ( T e e p o l )  e t  on r e c o u v r e  les  

g r a i n e s  è e  8 m l  de c h l o r u r e  m e r c u r i ~ u e  a 5 ?Our rn i l l e  t a n s  l ' e a u ,  

a d à i t i c n n é é  Le 1 2  ri;l d ' e a u  d i s t i l l é e .  3n l a i s s e  a ~ i r  5 xxin e n  a q i t a n t  

e t  e n s u i t e  on é l i m i n e  cet te  s o l u t i o n  s t 6 r i l e n e n t  au  Eoyen d ' u n e  

p i p e t t e  PASTEL'II S rânchée  sar une trcmpe à v i d e  e t  ~ a s s é e  ,5 l a  flarrme. 

P u i s  les  ç r a i n e s  s o n t  r i n c é e s  I O  f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l G e  s t é r i l e .  



L e s  ~ r a i n e s  s t é r i l i s é e s  ~ o n t  déposées a l o r s  s u r  l a  

s u r f a c e  d ' un  m i l i e u  r i c h e  ( XCG glucosé ) a f i n  de  c o n t r ô l e r  l a  

s t é r i l i t g  e t  l a  germinat ion ( 2 0  g r a i n e s f ~ o î t e  de PETRI ) .  

L a  c u i t u r e  en  tubes .  .................... 

3n ~ r e n d  s t é r i l e m e n t  à l ' a i d e  d 'une o s e  l e s  g r a i n e s  qern '  ees 
- .  

s u r  l e  m i l i e u  r i c h e  ( ayant  une r a c i n e  d 'une longueur de 1 Z 2 CK) e t  

on l e s  p l a c e  s u r  l e  suppor t  dans l e  tube  2 r a i s o n  d ' m e  p l a n t u l e  p a r  

tube.  L ' i ncuba t ion  e s t  r é a l i s é e  dans l e s  c o n è i t i o n s  ambiantes du 

l a b o r a t o i r e .  

d> L ' i n o c u l a t i o n  de l a  souche à tester . ................................... 

22s que l e s  r a c i n e s  s econàa i r e s  s o n t  apparues,on a j o u t e  

1 m l  C e  suspension b a c t é r i e n n e  dans l e  m i l i e u  de NICOL e t  TBOFU?T3N; 

ces  b a c t é r i e s  s o n t  préalablement  c e n t r i f u g é e s , l a v é e s  e t  r e p r i s e s  dans  

ce mi l i eu .  Pour chaque essai, envi ron  106 b a c t é r i e s  p a r  tube  s o n t  

u t i l i s é e s ,  

2.  Le t e s t  de  l ' i n f e c t i v i t é .  

On d i t  qu'une souche bac t é r i enne  de Rhizobium e s t  i n f e c t i v e  

quana e l l e  es t  capable  d ' i n f e c t e r  les r a c i n e s  de c e r t a i n e s  l é ~ u m i n e u s e s  

e t  d ' y  provoquer l ' a ~ p a r i t i o n  de nocules .  C e  c a r a c t è r e  se no te  ~ n f + ;  

il s e  à i f f é r e n c i e  d i f f i c i l e m e n t  Be l a  s p é c i f i c i t é  d 1 h 6 t e .  
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L I  i n f e c t i v i t é  a '  une soucne Se LRhizof;ium e s t  donc , 1, 

c a p a c i t é  de former  ( " i n  v i t r o  " )  des  noaules  s u r  une légumineuse- 

t e s t .  Le p r i n c i p e  du tes t  e s t  de  m e t t r e  une légumineuse c u l t i v é e  

asept iquement ,en présence de l a  soudie  à é t u d i e r  e t  & 'obse rve r  s '  il y 

a  formation d ~ ,  ~ o d u l r  ; les t i s s u s  i n t e r n e s  des  g r a i n e s  é t a n t  noma- 

l e n e n t  exempts de b a c t e r i e s .  

3 ) Le tes t  d ' e f f i c i e n c e .  

L t  e f f i c i e n c e ,  c ' e s t  l a  q u a l i t é  de 1' a s s o c i a t i o n  Phizobium - 
légunineuse q u i  a b o u t i t  à l a  f i x a t i o n  a '  a z o t e  n o l 6 c u l a i r e .  Par  exten- 

- .  

s i o n ,  c '  e s t  l a  q u a l i t é  d '  une souche de R i i z o b i n ~  capable  d' i n d u i r e  

une t e l l e  a s s o c i a t i o n .  Le symbole du c a r a c t è r e  e s t  r e p r é s e n t é  p a r  

Le c o n t r a l e  ue l ' e f f i c i e n c e  es t  r é a l i s é  i a n s  l e s  c o n d i t i o n s  

s u i v a n t e s  : a p r è s  i n o c u l a t i o n  d e s  souches à tester ,  l e s  p l a n t u l e s ,  

- ixaintenues en c r o i s s a n c e  e n t r e  1 mois e t  d e n i  e t  2 mois, s o n t  t r a n s f é -  

r é e s  2ans un f l a c o n  ù e  150 m l  fermé nernétiquement.  On r e t i r e  a 1' a i d e  

u lune  se r ingue  17 m l  d ' a i r  ciu f l a c o n  que l ' o n  remplace p a r  15 m l  

Z 'acé ty lène  ( q u i  s e r a  éventue l le r ï~en t  r é d u i t  p a r  l a  n i t r o g é n a s e  ) e t  - - 
2 m l  ae propane ( qu i  s e r v i r a  de  témoin i n t e r n e  pour l e  dosage ) .  Le 

f l acon  est e n s u i t e  homogénéisé p a r  a g i t a t i o n  n a n u e l l e  e t  l ' o n  p ré l ève  

à 1' a i d e  d '  une se r inque  un volume de 0 , 5  n i 1  pcur  1' i n j e c t e r  dans l e  

cnromatographe e n  phase gazeuse ( In t e r sma t  IGC, II2 F ) .  Ce p r é l è v e ~ e n t  

correspond à l a  q u a n t i t é  d ' é t h y l è n e  formé au temps t = 0. 

L e  f l acon  con tenan t  l a  p l a n t u l e  e s t  e n s u i t e  p l acé  dans  

1' é tuve  à 32'C.Après 7 h e u r e s  d' i ncuba t ion ,  on homogénéise de  nouveau 

le contenu au f l acon  e t  on i n j e c t e  l a  même q u a n t i t é  de  gaz dans l e  

chromatographe pour mesurer l a  q u a n t i t é  d '  é t h y l e n e  éventue l lement  

p rodu i t e .  



La formule appl iquée  pour dé te rminer  l a  q u a n t i t é  d ' e thy-  

l ène  fom,,é ap rè s  i n j e c t i o n  de l ' a c é t y l è n e  dans  l e  f l a c o n  es t  : 

C = Morbre Ge n o l e s  de C2Hq ~ r c d u i t e s  dans l e  f l a c o n  

C = Xombre de p moles de C3H3 i n j e c t é e s  dans l e  f l a c o n  

C = I t 2 7  p moles de C H i n j e c t é e s  dans  l e  f l acon  
1 .  

3 8 

K = C o e f f i c i e n t  Ye p r o p o r t i o n n a l i t é .  X = I t 5  pcur l e  r a p p o r t  C3H,? 
C2H4 

H = Hauteur Üu p i c  ae C2H4 
1 

H2 = Hauteur du p i c  ce C3H3 

C2H4 
= é t h y l è n e  

C3H3 
- - propane 

OU 

= q u a n t i t é  a e  C2H p r o d u i t e  au temps t = 7 heures .  
4 

= q u a n t i t é  de  C 1: proGuite au temps t = O heure .  
2 4 



Condi t ions  expér i rcenta les ;  
---------------PI--__-------- 

- Gaz vac t eu r  : N2 

- Temperature a u  f o u r  : 50°C. 

- Température C ' i n j e c t i o n  : 70°C. 

- Température du u é t e c t e u r  : IIS0C. 

- Détec teur  : i c n i s a t i o n  de f1amn.e 
I 

- L a  longueur de  l a  colonne est ùe 2 riiGtres e t  remplie  G e  

- Chromatographe : i n t e r s n a t  I G C  , P I 2  F 
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1 - 3rocGZEs de concent ra t ion  p a r t i e l l e  6e l a  biomasse. 

Les b a c t é r i e s  o n t  é t é  r e c u e i l l i e s  p a r  2 procédés  

c i f f é r e n t s  : 

1 

a) La c e n t r i f u g a t i o n  en cont inu  d e s  b a c t é r i e s .  
-O---------------------------------------- 

Nous avons u t i l i s é  une c e n t r i f u g e u s e  W e s t f a l i a  type 

KDD.604 , 3 l a  v i t e s s e  de 10.000 t /min ( 13.400 a ) .  

C e  procé6é e s t  d i f f i c i l e m e n t  u t i l i s a b l e  pour l e s  récupé- 

r a t i o n s  C e  c u l t u r e s  renfermant un t a u x  de ~ o l y o s i d e s  

s u p é r i e u r  à I.GOO pq/r,l. 

b) L a  concen t r a t i on  d e s  b a c t é r i e s  sous  v ide  s u r  ............................................ 
a p p a r e i l  Centri-Thern. ..................... 

L n  a p p a r e i l  Cen t r i -The rn  C.T. .B . permet de  r e c u e i l -  
3: 

l i r  l e s  b a c t g r i e s  9 p a r t i r  de  volunes  de mi l i eu  p l u s  impor- 

t a n t s .  Ce procédg a s s o c i e  ,pour  l a  concen t r a t i on  6' un p r o d u i t ,  

l e  v i d e , l a  f o r c e  c e n t r i f u g e ,  e t  l n E l é v a t i o n  ménagée d e  

t e q é r a t u r e .  ( Fig.  3 1 

Cet  a p p a r e i l  permet de s é p a r e r  l e  p r o d u i t  de  fermenta- 

t i o n  en  deux p a r t i e s  sens ib lement  é g a l e s t l e  c o n c e n t r a t  et . l e  

surnage ant . 
Après deux passages  s u c c e s s i f s , i l  e s t  p o s s i b l e  de c o n c e n t r e r  

q u a t r e  f o i s  l a  c u l t u r e  obtenue en f e r n e n t e u r .  

Les p r i n c i p a l e s  c c n d i t i o n s  de  fonctionnement de 

l ' a p p a r e i l  Centri-Them que nous avons u t i l i s é  s o n t  l e s  

s u i v a n t e s  : 





- s t é r i l i s a t i o n  9 r é a l a S l e  de  l ' a p p a r e i l  p a r  vapeur  d ' eau  

chaude penuant 30; min . 
-7 

- condui te  de  l a  c o n c e n t r a t i o n  : 

Ier passacre 2ème passaqe 

- t empéra ture  d ' e n t r é e  du p r o d u i t  65-67OC 66-6S°C 

- v i d e  à l ' e n t r é e  -0,70 b a r s  -0,70bars 

- t empéra ture  de s o r t i e  du p r o d u i t  33-37OC 34OC 

- v i d e  à l a  s o r t i e  -O, 96bars  -0,95bars 

, t empéra ture  de l ' e a u  Ge chauf fage  65OC 65OC 

- t empéra ture  de l ' e a u  de  r e f r ~ i d i s -  

semen t I6OC I6OC 

- durée  du cyc l e  20-3 2min 20-32 n h  

Dans c e s  c o n c i t i o n s  , 4 0 1  de  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  peuvent 

étre r é d u i t s  à I O  1 e n  1 heure  3 température  ménaqée. 

- Néthodes de clésh:,xiiratation de l a  biorcasse. 

Deux méthodes d e  conse rva t ion  p a r  dessiccation o n t  étt . 

u t i l i s é e s  : l a  l y o p h i l i s a t i o n  e t  1' atoni isa t ion (spray- d q i n g )  

a. 1. P r i n c i p e  géné ra l .  
----n-U--IIIII- 

La l y o p h i l i s a t i o n  e s t  une déshydra t a t i on  p a r  

sub l imat ion .  Le p r o d u i t  préalablement congelé e s t  

p lacé  dans  une e n c e i n t e  sous vide. L '  &aissement  

de l a  p r e s s i o n  e n t r a î n e  une sub l imat ion  de l a  g l a c e ;  

c ' e s t  à d i r e  que l ' e a u , à  l ' é t a t  c e  g l a c e , s 1 é l i m i n e  

sous forme de  vapeur d ' eau  sans  p a s s e r  p a r  l ' é t a t  

l i q u i a e  . 



Une l y o p h i l i s a t i o n  comporte l a  congé la t ion  e t  l a  

déshydra t a t i on  a u  mil ieu.  

-La congé la t ion  . 
-------LI----- 

La congé la t ion  est une étape impor tan te  car e l l e  e s t  

en grande p a r t i e  responsable  du f a i b l e  t a u x  de s u r v i e  Zes 

c e l l u l e s  t r a i t é e s .  ( 3 6 )  . 
La température  de  congé la t ion  d o i t  ê t r e  suf f i samnent  

b a s s e  pour que t o u t e s  l e s  subs tances  p r é s e n t e s  2ans l e  

p r o a u i t  s o i e n t  k i e n  congelSese  

La concjélat icn d o i t  ê t r e  très rapide a f i n  de  conse rve r  

au mieux les s t r u c t u r e s  c e l l u l a i r e s .  

La phase de déshyora t a t i on  s e  d i v i s e  en deux p a r t i e s  

q u i  correspondent  exactement aux deux formes d ' e x i s t e n c e  

ae 1' eau dans une substance-eau l i b r e  e t  eau  liée-. 

C e s  deux p a r t i e s  s o n t  l a  sub l imat ion  e t  l a  déso rp t ion .  

La pnase de sub l imat ion  correspond à 1' é l i m i n a t i o n  

i e  l ' e a u  l i b r e  de l ' é t a t  s o l i d e  à l ' é t a t  de vapeur;  c e t t e  

é l i m i n a t i o n  s ' e f f e c t u e  sous  vide  e t  l a  vapeur se condense. 

s u r  une p a r a i  f r o i d e .  La subl imat ion  n ' e s t  p o s s i b l e  que 

si  l ' o n  f o u r n i t  au p r o a u i t  l 'Gncrq ie  correspondante a 

l a  température  l a t e n t e  de sub l imat ion .  



L a  a é s o r p t i o n  e s t  l a  phase a u r a n t  l a q u e l l e  l ' e a u  l i é e  e s t  

é l i m i n i é e  sous  forme m o l é c u l a i r e , e t  c e l a  sous v i d e  poussé. I l  

e s t  a u s s i  u t i l e  d ' a p p o r t e r  6es c a l o r i e s  a f i n  de f a v o r i s e r  l a  

C é s o r p t i ~ n .  Theoriquement l a  Gésorpt ion ne se t e m i n e  j ama i s , e t  

on e s t  o b l i q é  d ' adme t t r e  une q u a n t i t é  d ' eau  r é s i d u a i r e  dans l e  

p r o d u i t  l y o p h i l i s é .  

a.2.  Conci t ions  expérixcentales . 
----------------s---.--.--- 

Nous avons u t i l i s é  deux t y p e s  de l y o p h i l i s a t e u r :  

- Le l y o p h i l i s a t e u r  U S I F R O I D  . 
----II------------------- 

Ce l y o p n i l i s a t e u r  de type  h é r i s s o n  es t  composé d'une cuve s u r  

l a  p a r o i  ae l a q u e l l e  s o n t  d i s p o s é s  des a j u t a g e s  . Lés ampoules 3 

l y o c h i l i s e r  s o n t  reliées à c e s  ajutages p a r  d e s  embouts en caout-  

chouc . L e s  c a l c r i e s  n é c e s s a i r e s  à l a  déshydra t a t i on  s o n t  appor tées  

p a r  l ' a i r  ambiant. L'eau évaporée est piégée s u r  l a  p a r o i  du 

conaenseur. ::ou avons u t i l i s é  un nelange a e  g l a c e  carbonique e t  

d' a l c o o l  à S r t i l e r  comme source  f r o i d e .  

Les l y O p h i l i ~ a t 1 0 n ~  o n t  duré  16 heures .  

La suspension b a c t é r i e n n e ,  sous  un volurne de 1 m l ,  est  p l acée  

dans ces ampoules à l y c p h i l i s e r  en v e r r e  non poreux. L e s  ampoules 

son t  conge lées  à - 7a°C avec un congé la t eu r  c e n t r i f u g e ,  p u i s  

p l acées  s u r  l e  l y o p h i l i s a t e u r  USIFRCID. 



- Le l y o p h i l i s a t e u r  SERAIL C 5 1 2 E  

Nous avons réa l i se  l a  p l u p a r t  de nos l y o p h i l i s a t i o n s  

avec ce  t y p e  d ' a p p a r e i l .  L a  congé la t ion  s ' e f f e c t u e  s u r  l e s  

d a t e a u x  Ci i l  ly~philisateur a une t e n ~ é r a t u r e  Le -20°C nendant 

I O  à 12 heures .  La t e n p é r a t u r e  de subl imat ion  es t  de -13OC . 
Deux types d ' e s s a i s  o n t  é t é  r é a l i s é s  : 

- Dans c e r t a i n e s  e x p é r i r n e n t a t i ~ n s ~ l e  p r o d u i t  récupéré  par  

c e n t r i f u g a t i o n  r é f r i g g r é e  e s t  r é p a r t i  au p r é a l a b l e  en f l a c o n s  

d e  75 m l  de c a p a c i t é ,  e t  à r a i s o n  de 5 m l  p a r  f l acon .  On 

a  u t i l i s é  comme s u p p o r t , l e  l a i t  p a r t i e l l e m e n t  ecréme ?I une 

concen t r a t i on  d e  IO0 g / l  . La durée  t o t a l e  Gu c y c l e  de lyo- 

p h i l i s a t i o n  a nGcessitG 78 heures .  

- Dans d' a u t r e s  l y o p h i l i s a t i o n s ,  on a employé 5 séries des  nênes  

f l a c o n s  mais avec 5ml du p r o d u i t  c o n c e ~ t r é  sous vide ( C e n t r i -  

Therm.) ada i t i onné  d ' a u t r e s  su?por t s  p r o t e c t e u r s  à une con- 

c e n t r a t i o n  f i n a l e  de  50 g / l  . Ces l y o ~ h i l i s a t i c n s  o n t  duré  58  

heures .  

b . l - P r i n c i p e  g é n é r a l  . ---------------- 
Le séchage F a r  c t o r , i s a t i o n , p a r f o i s  appe lé  séchage par  

p u l v E r i s a t i o n , c c n s i s t e  à envoyer l e  p r o 2 u i t  l i q u i d e  a sécher 

dans un disque tclurnant à t r è s  .grande v i t e s s e .  L e s  t r è s  f i n e s  

a o u t t e l e t t e s  a i n s i  f c m S e s  s c n t  n i s e s  en  c o n t a c t  avec un 

couran t  d ' a i r  chaud ( tertlpératurz a i e n t r é e )  q u i  agi t  donc 

s u r  une t r è s  grande s u r f a c e .  



C e s g o u t t e l e t t e s  Cie l i q u i a e  s o n t  a l o r s  t r è s  rapidement t r a n s -  

fcrmées en poudre f i n e  e t  en vapeur a' eau.  L a  cha l eu r  de 1' a i r  

s e c  es t  a i n s i  u t i l i s é e  p u r  1 ' 6vapora t ion .  La poudre e s t  e n s u i t e  

Gvacuée de l a  chambre ae séchage ,avec 1' a i r  s o r t a n t ,  ,:usqu'au 

cycldne ( température  a e  s o r t i e ) .  E l l e  e s t  r e c u e i l l i e  au fond 

c e  ce  cyclône e t  l ' a i r  e s t  a s p i r é  au denors  p a r  un e s t r a c t e u r .  

b.2 - Condi t ions  expér imenta les .  ........................... 

Â;;ous avons u t i l i s é  cieux t y p e s  2' citoniseur 6 i f  f é r e n t s :  

- I; ' a tcmiseur  i4IiL'OR ibIOBILE ( N I R O  ATOI-IIZER) . ........................................ 

Le secheur  a t c n i s e u r  i I I i J O 2  MGBILC ae l a  s o c i é t é  3.24-PIDRiSE 

est un a ~ ~ a r e i l  de l b c r a t o i r e .  Il  perr .et  l e  scchage 6e f a i b l e s  

q u a n t i t e s  de  p r c d u i t , ~ u a i i t é  p rop ice  3 l a  r é a l i s â t i o n  de  norahreux 

e s s a i s  s u c c e s s i f s  n é c e s s a i r e s  2. nos expér i i ï en ta t ions '  ( schéma p. 

5 6 ) .  Les p r i n c i p a l e s  c a r a c t e r i s t i q u e s  Ce fonctionner!ent s o n t  

les s u i v a n t e s  : 

- l e  d i s p o s i t i f  C'  a l i a e n t a t i o n ,  corposC 6' une  oc^^ p é r i s t a 1  t i q u e  

connectse  à un r g c i ~ i e n t  q u i  c o n t i e n t  l e  p r o a u i t  en a g i t a t i o n  

cont inue  ; 

- lSa tcn ; i seur  Ge t y r e  r o t a t i f , e s t  entrâini; .  p a r  de l ' a i r  cornpriri6; 

l a  p re s s ion  à ' a i r  Ge 6 ~ ~ ~ £ / c r * ~ c r r . l e t  S 1 0 S t e n i r , 3  une v i t e s s e  

a e  38000t/min , l e  proGuit  e n  t r B s  f i n e s  g o u t t e l e t t e s ;  

. Un tEiermostat a s s u r e  l a  r é g u l a t i o n  d e  l a  température  

d ' e n t r é e  de lcair  s tér i le  chau f fé  é l ec t r i quemen t .  A IIO°C l e  

d é b i t  d ' .a i r  e n t r a n t  es t  v o i s i n  de 



CARACTERISTIQLES P?.I?!CIP4LES DU >IINOR MO3 ILE 

A = Dispos i t i f  s'alimentation 

C = La poudre est r e c u e i l l i e  dans un réc ip ien t  en ve r r e .  



- l a  poucire obtenue e s t  récupErée dans un r é c i p i e n t  en v e r r e ;  

- l a  s t g r i l i s a t i c n  p r é a l a b l e  de 1' a p p a r e i l  s '  e f f e c t u e  pa r  

passage d ' a i r  t r è s  chaud ( 2 5 0 ° C )  dazs l ' a tomiseu r .  

-L' atomiseur  ANIiYili33 ( en r e p r é s e n t a t i o n  schématique p. 5 8 ) -------------------- 

I l  s' a g i t  a '  un a tomiseur  de dimension i n 2 u s t r i e l l e  coura- 

rment u t i l i s e  por  1'IXSTITLTT PASTEUR de L i l l e  pour 1s déshydrâ- 

t a t i c n  aes mi l i eux  G e  c u l t u r e .  Son u t i l i s a t i o n  n S c e s s i t e  d e s  va- 

lumes i n p c r t a n t s .  Le l i q u i d e  e s t  p u l v 6 r i s é  dans  l a  chanbre de 

séchage grâce  à une t u r b i n e  G'  a t o n i s a t i o n  . Les p a r t i c u l e s  

a tomisées  e n t r e n t  d i r ec t emen t  en c o n t a c t  avec de 1 ' a i r  p réa l a -  

Slemect  chauf fé  au  gaz butane , c e  qu i  c o n c u i t  3 une déshydra t a t i on  

uu p r o d u i t .  L a  mat iSre  sèche 2i 1' é t a t  Ce pouùre s e  dépcse s u r  les 

p a r o i s  e t  s u r  le  fond de l a  chmbre ,d ' où  e l l e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  

p a r  un r â c l e u r  où de 1' a i r  e s t  i n su f  f 16 (Air-'uroon) . L a  poudre 

e t  l ' a i r  s o n t  e n s u i t e  envcyés dans  l e  cycl6ne de s é p a r a t i o n  

où l e  p r o a u i t  es t  e x t r a i t .  

L e  renderient d ' a t .omisa t ion  e s t  fonc t ion  de l a  d i f f e r e n c e  

e n t r e  les tempéra tures  de  1' a i r  3 l ' e n t r é e  e t  3 l a  s o r t i e  de 

l a  charbre .  Une t e n p é r a t u r e  d ' e n t r é e  de IIO°C e t  une t e n p é r a t u r e  

de s o r t i e  de SO°C permet p a r  exerr~ple une a tomisa t ion  Ge I O  l i t r e s  

de p r o d u i t  pa r  heure .  
- - -- -. -- 





b-3 Mesures e f f e c t u e e s  : ------------------ 

,Tous l e s  pararr.Stres h a b i t u e l s  de l ' a t o m i s a t i o n  : 

t e r ipera ture  d ' e n t r é e  e t  de  s o r t i e  ce l ' a i r  dans  l a  

chambre C 'a tomisa t ion ,  t empéra ture  à l ' e n t r é e  e t  à l a  

s o r t i e  àu  cycl6ne.  

- L e  rendement de 1' atornisat ion : 

r appor t  e n t r e  l a  ma t i è r e  sEche r e c u e i l l i e  e t  l a  ma t ig re  

secne a e  l a  c u l t u r e  atonlisee. A chaque expér ience  nous 

avons é t a b l i  l e  t a u x  a e  ma t i è r e  sèche àe l a  c u l t u r e  e t  le 

p o i a s  de poudre obtenue. Une f a i b l e  q u a n t i t é  cie poudre 

e s t  perdue ,entraXnée pa r  1' a i r  de séchage au n iveau  

du cyclone.  

- Le àénombrement C e s  c e l l u l e s  v i a b l e s ;  v o i r  p. 4 2  

, L '  humiai té  r é s i d u e l l e  des  poudres  obtenues  e s t  rcesurée 

Far  Gess i cca t ion  poussée de 1 gramme Se poudre à 

l ' é t u v e  à 105OC. 



Moyens de conserva t ion  drs  c e l l u l e s  G s h y d r a t é e s .  

Les b a c t é r i e s  desnydra tées  p a r  l ; . oph i l i s a t i on  s o n t  

cond i t i onnées  e t  conservEes ce deux facons  : 

- en ampoules s c e l l é e s , s o u s  viGe, 

- en f l a c o n s  spéc iaux  de 75  m l  Se c a p a c i t é  pour les 

volumes p l u s  i n p o r t a n t s  ( Sn1 ) . C e s  f l a c o n s  son t  

fermés p a r  un ùouble bcuchonnaqe : un ope rcu le  F e r f o r a b l e  

en caoutchouc e t  une capsu le  v i s s é e t c e  q u i  a s s u r e  

une p a r f a i t e  é t a n c h é i t é .  

Les b a c t e r i e s  deshydra t6es  par a t o n i s a t i o n  s o c t  r s p a r t i e s  

le  p l u s  rapicement p o s s i S l e , ~ a n s  les f l a c o n s  spéc i aux , à  r a i s o n  de 

0,5 g p a r  f l a c o n  . 
L ' u t i l i s a t i o n  ae c e s  f l a c o n s  nous a  permis de soumet t re  

aisériLent les b a c t é r i e s  deshydra tées  à d i f f é r e n t e s  c o n a i t i o n s  de 

conse rva t ion  : 

- sous a i r .  

- sous viae (  IO"^ mrL ~g ) . 

- sous a z o t e  ( q u a l i t é  il , L ' A I R  L I Q U I D E  ), i n t r o d u i t  

dans l e  f l acon  ap rè s  y  a v o i r  f a i t  l e  v ide .  

Chaque série de f l a c o n s  e s t  e n s u i t e  conservée,  à 1' obs- ' 

c u r i t é ,  à C i f f é r e n t e s  t empéra tures  :. 

- + 4OC, en cha rb re  f r o i d e .  

- + 30°C, en é t u v e .  

- + 2 0  - 25OC , t empéra ture  ambiante du l a b o r a t o i r e .  
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FI ETUGE ET CHOIX DU MILIEU DE CULTURE. 

Contra i rement  à bon no rb re  de n i c r o - o r ~ a n i s n e s  il n ' e s t  

pas  f a c i l e  6e t r o u v e r  un m i l i e u  s y n t h é t i a u e  e t  même c o n n l e t  q u i  

a s s u r e  une c r o i s s a n c e  convenable a e  l ' e n s e r h l e  d e s  s o u a l e s  de 

Lors de  rep iquages  s u c c e s s i f s  c e s  d t r n i e r s  ne connent p l u s  

de bonnes cu1 tu re s ; ce  q u i  prouve que d ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  son t  

n é c e s s a i r e s .  

NEUEiANS 1 9 0 2  ( 1 0 0) a e s sayé  p l u s  de 70 n i l i e u x  à base  

c ' e x t r a i t s  de p l a n t e s  e t  de s o l .  Les d i f f é r e n t s  a u t e u r s  o n t  des  

a v i s  t r é s  d i f f é r e n t s  s u r  les f a c t e u r s  de  c r o i s s a n c e  i n d i s p e n s a b l e s  

au Rhizobiurr, Pour WEST e t  IIILSOX 1 9 3 9  (167 ) il s' a g i r a i t  de l a  

b i o t i n e  e t  de l a  t h i a n i n e , p c u r  JOXDAN 1 9 5 2  ( 7  0 ) d' a c i d e s  ar . inés,  

Four STEINBERG 1938 ( 1 4 0 )  e t  NORRIS 1 9 5 8  ( 1 0 2 )  d 'o l iqo-é léments .  

En ce  q u i  concerne l a  c r o i s s a n c e  s u r  m i l i e u  complet ,  DELATTFS 

a v a i t  modif ié  en 1 9 7 1  ( 3  4 ) l e  m i l i e u  de LAIRD ( 7 3 ) qu' il a 

appe lé  RC . COURTOIS. 1 9 7 5 ( 2 9 )  rncntre q u e l e  r . i l i e u  de WRIGHT 

1 9 2 1  ( 173)  permet une c r o i s s a n c e  convenable. L e s  performances 

s a t i s f a i s a n t e s  de ce m i l i e u  a v a i e n t d é j à  é t é  remarquées p a r  

BONNIER e t  BRAXEL 1 9 6 9  ( 1 6  1.  



Pcur FERRY, BLACHEIiE e t  OBATON 1359 ( 4 6 ) il  n '  e x i s t e  

pas  d e  mi l ieu  minimum q u i  permet l a  c r o i s s a n c e  de  t o u t e s  l e s  
, A  

souches de Xnizobium d e s  d i f f é r e n t s  qroupes d '  i n o c u l a t i o n .  

L e s  mi l ieux  minina m i s  au p o i n t  ccnviennent  s u r t o u t  à 

l a  c ro i s sance  des souches d 'un  s e u l  groupe 2e R'iizobiun. 

A i n s i  DL'DMAN 1 9 6 4  ( 4 3 ) , FERRY e t  c o l l .  1 9 5 9  ( 4 6 ) 

RIGAUD 1965 ( 12 2 ) o n t  m i s  au p o i n t  d e s  mi l i eux  pour l a  

c ro i s sance  des souches Be  R. n e i i l o t i .  COÇRTOIS 1975 ( 2 9 ) .  

montre que les  mi l i eux  F.B.O. e t  l e  m i l i e u  R. g lucosé ,  

ou mannité, convena iez t  m a l  à l a  c r c i s s a n c e  e t  à l a  

prouuct ion ce po lyos i aes  p a r  l e s  souches 11 1?1et L 2 S .  
5 

Cet au t eu r  n ' a  d ' a i l l e u r s  pas  t rouvg de rni l ieu  ninimu?, 

ccnvenable pcu r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l a  syn thèse  C e s  po lyos ides  

pa r  i 'enserrible d e s  souches àes d i f f g r e n t e s  espèces .  

Xotre recherche a d ' abo rd  é t é  o r i e n t é e  v e r s  l ' é t u d e  des  

mi l i eux  de c u l t u r e  l i q u i d e s p e r n e t t a n t  d ' ob t en i r  une 

c ro i s sance  s a t i s f a i s a n t e  a e s  Rhizobium appar tenant  aux 

c i f f é r e n t s  groupes  d ' i n o c u l a t i o n .  

Les mi l ieux  les p l u s  courarment d é c r i t s  Zans c e  bu t  con- 

t i e n n e n t  t r è s  souvent  de l ' e x t r a i t  de  l evu re .  La p l u p a r t  

s o n t  2 usaqe de l a b o r a t o i r e  ( R.C., T.Y. ) ,  d ' a u t r e s  s o n t  

u t i l i s é s  pour o b t e n i r  d e s  p roduc t ions  p l u s  importantes .  

( Y 4 . C e r t a i n s  t r avaux  de recherche  ne peuvent 

cependant s ' a ccomoder  de t e l s  ~ i l i e u x  e t  n é c e s s i t e n t  

ob l iga to i r emen t  l ' u t i l i s a t i o n  d 'un m i l i e u  syn thé t ique  

par fa i tement  C é f i n i .  Nous avons donc comencé  p a r  é r r o u v e r  

un c e r t a i n  norcnre ae soucnes de N~izobium appar tenant  

aux pr inc ipaux  groupes d ' i n o c u l a t i o n  Toutes l e s  souches 



u t i l i s é e s  son t  r é p e r t o r i é e s  dans le c h a p i t r e  " Fla té r ie l ;  e t  

;vlétlodes Générales  " . P u i s  nous avons comparé l a  c r o i s s a n c e  

G e  c e s  souclles dans  les mi l i eux  complets  e t  les  mi l ieux  synthé- 

t i q u e s  les  p l u s  souvent  a é c r i t s  , ceci Far des  t echn iques  

b i e n  s t a n d a r d i s é e s  de  c u l t u r e s  en t u b e s  e t  au  biophotornètre, 

d é c r i t e s  p l u s  hau t .  

Dans le cadre  ae r eche rches  e t  ue mises au p o i n t  c ' i m p l a n t a t i o n  

de c u l t u r e  ae luze rne  dans  les s o l s  h o s t i l e s  t e l s  que ceux de 

Bretagne q u i  s o n t  t r è s  a c i d e s  , n o t r e  é tude  s 'est  pour su iv i e  

avec d i f f é r e n t e s  souches  ae Rhizobium m e l i l o t i  e t  p a r t i c u l i e r e m e n t  

avec l a  souche a c i d o - r é s i s t a n t e  II SmI Str que RAKOTOURISOA 
9 

( 1 1 8 ) a obtenu p a r  mutagénèse. 



w . CULTURES DE NiIZOBIüIPI EN MILIEUX COXPLCTS (OU E~IPIRIQUES) O 

Nous n 'avons p a s  r e t e n u  pour nos é t u a e s  l e  m i l i e u  de tt GST 

2 l ' e x t r a i t  à e  l e v u r e  f r a r che .  11 e s t  peu p r a t i q u e ,  f a s t i d i e u x  

à p r é p a r e r  e t  de p l u s  il est s u j e t  à l a  ncn r e p r o d u c t i v i t é  s e lon  

les l o t s  de  l evu re  f r axche  u t i l i s é s ,  

Sep t  m i l i e u x  de c u l t u r e s  c o n p l e t s  contenant  t o u s  de  l ' e x t r a i t  

de  levure  sec ( Yeast E x t r a c t  Di fco  ) s o n t  r é p a r t i s  en  t u b e s  e t  

en  f l a c o n s  p u i s  ensemencés comme nous l ' a v o n s  d é c r i t s  c i -dessus ,  

e n  deux exempla i res ,avec  15 souches  ce c ro i s sance  rapicle e t  

15 souckes d e  c r o i s s a n c e  l e n t e .  L' inoculum impor tan t ,  permet 

7 à ' o b t e n i r  une popula t ion  de d é p a r t  de l ' o r d r e  d e  I O  b a c t é r i e s  

p a r  m l .  L ' i n c u b z t i o n  est r é a l i s é e  en a g i t a t i o n  à 30°C. 

Les c u l t u r e s  en  t u b e s  s o n t  a p p r é c i é e s  p a r  simple o b s e r v a t i o n  

op t ique  du t r o u b l e  t o u t e s  les 24 heures .  

I- C u l t u r e s  ae souches de Xhizobiun à c r o i s s a n c e  r ap ide .  .................................................... 

D e s  e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  nous o n t  montré ,que dans nos  

c o n d i t i o n s  expér imenta les ,  l a  d e n s i t é  op t ique  op t ima le  

( 0.0. max.) é t a i t  obtenue a p r è s  3 j o u r s  d ' i n c u b a t i o n  avec l a  

p l u p a r t  d e s  souches à c r o i s s a n c e  r a p i a e  u t i l i s é e s  . 
L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  en c u l t u r e  en tubes ,  en p r é s e n t a t i o n  

s i m p l i f i é e , s o n t  rassembles  dans  l e  t a b l e a u  1 



TABLEAU. 1 : CULTURES DE RHIZOBIUM A CPDISSANCE RAPIDE, EN ?,iILIELTX 

COMFLETS ,ZN TUBES* APRES 7 2 EIEURES D' AGITATION 'a l e o c  

>lILICUX DE CCLTURE COMFLETS 

Y LM RC K 1 TY A Li3 

+ ++ ++ ++ + - - + 
+ + ++ + + - f 

+ + + ++ + - - f 

+ + + ++ - - + - 

a 

Lé  gznde : - : Croissance peu d i f f é r e n t e  au  temps T = O (env. 1 0 " J / m l  

SOUCI-IES 

idII.-5 

>15P!I 

-119s 

M9 SmI Str 

9 + : Cul ture  assez dense (comprise e n t r e  107et I O  b / n l . )  - 
9 + : Culture  dense , supér ieure  3 l ' inoculum (env. I O  b/ml ) 

* -". 

++: Culture  t r P s  dense ( supé r i eu re  2 IO' b/ml ) 
i 



L' ana lyse  a e s  r é s u l t a t s  f i g u r a n t  dans ce  t a b l e a u  nous c o n t r e  

c l a i r e m e n t  que l e  mi l ieu  T.Y. de  BERINGER e t  l e  r i l i e u  d '  ISTh?ARAN 

permet ten t  d ' o b t e n i r  d e s  c u l t u r e s  abondantes pour de norbreuses  

souches à c ro i s sance  r a p i ~ e  e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  pour R .mel i lo t i  

e t  R.  ~ h a s e o i i .  Sur  le m i l i e u  X,C. les c u l t u r e s  s o n t  moins 

l u x u r i a n t e s  que s u r  ce s  deux mi l i eux  ; e l l e s  s o n t  a s sez  comparables 

à c e l l e s  obtenues  s u r  l e  m i l i e u  Y.E.N.,milieu l e  p l u s  u t i l i s d  p a r  

les a u t e u r s  , 

Le m i l i e u  ce LURIA ne pemet  qu'  une c r o i s s a n c e  f a i b l e .  

Dans l e  t a b l e a u  2 f i q u r e n t  les  mesures d' abscrbance 2 6 0 0 n ~  

e t  a e  pH a p r è s  72 heures  d ' i n c u b a t i o n  pour les 3 n i l i e u x  complets  

cionnant les m e i l l e u r s  r é s u l t a t s , c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  c e t t e  f o i s  c i  

en f l a c o n s  pour se rapprocher  d e s  cond i t i ons  de  c u l t u r e  en 

fermenteur .  

D 'après  ce  t a b l e a u  les p H .  f i n a u x  des  c u l t u r e s  de  3 j ou r s  en  

m i l i e u  dtISWARAN s c n t  très v o i s i n s  de  ceux oStenus dans  l e s  

c u l t u r e s  en  m i l i e u  R . C . , i l s  r e s t e n t  t o u j o u r s  assez  proches  des  

PH i n i t i a u x .  HORPJEZ (61-62) a mcntré que l ' u t i l i s a t i o n  du 

f r u c t o s e  (e t  du manni tol )  p a r  R. m e l i l o t i  en  m i l i e u  R.C,,ne 

s 'accompagnai t  que d ' m e  v a r i a t i o n  nég l iqeab le  du pH. Nous t e n t e r o n s  

u l t é r i e u r e n e n t  d ' exp l ique r  ce  q u i  se p rodu i t  en  m i l i e u  6' ISWAIIAN. 

11 f a u t  quanc ~ ê m e  remarquer une l é g 8 r e  a c i d i f i c a t i o n  des  c u l t u r e s  

de  R. p h a s e o l i  dans  c e s  deux mil ieux.  
- 

En m i l i e u  T.Y. l e s  pH des c u l t u r e s  a ~ r è s  3 j ou r s ,pour  1' ensenble  

de s souches  à c ro i s sance  r a p i d e ,  s o n t  t r è s  souvent  de 1' ord re  

de 8 . I ls  r e f l S t e n t  une a c t i v i t é  ~ t a b o l i ~ u e  peu importante  

à l ' é g a r d  des  s u c r e s  r é a u c t e u r s  p r g s e n t s  dans  l ' e x t r a i t  de levure .  



TABLEAU 2 ?JESURE DE L'ABSORBANCE A 600 nn ET pE DE CULTURES 

DE RH1 ZOBIUIil A 'CROISSALVCE RAPIDE, EN MILIEUX 

COMPLETS, EN FLIICONS, APPZS 7 2  HEURES D I  AGITATION 

A 30°C. 

( * ) pEi initial de tous les milieux : 7 , 2  

COYiPLETS 

T.Y. 

D.O. p ~ i  . 

5 ,2  7 , 9  

4 , 7  8 ' 3  

3 1 3  3 , I  

3 1  5 8 , 2  

4 , O  7 , 9  

4 , 7  8 , I  

51  2 8 1 3  

4 , 3  8 1 5  

3 , 6  8 ,I 

I , 5  8 , 5  

I t 8 ,  8 , 7  

2 , o  S , 3  

2 , I  71  9 

1 1 8  8 ,O  

1 1 8  8 , I  

MILIEUX DE CULTUE 

1 
I 

R.C. 

1 

/D.o. PH 
( * )  

4,2 7 , 2  

2 , 6  6 , 9  

3 , 6  7 , 2  

2 , s  6,8 

2 1 1  7 , 2  

3 1 5  7 10 

3 , 9  6 , 8  

2 , 2  6 , 9  

2,a 7 , 2  

v 

1 

D.O. PH 

5,8  7 , o  

4 1 0  6 , 8  

3 1 7  7 , 3  

3 , 2  7 , o  

3 1 6  7 , I  

5 , 8  7 , 2  

6 , 6  7 , I  

4 , I  7 , 2  

4 , 3  6 , 9  

0 1 7  7 , 3  

0, 8 7 , 2  

3 , o  6 1 2  

2 , 5  6 , 5  

1 1 5  7 , 2  

2 1 3  7 1 0  

O, 9 7 , 2  

2 , 7  7,O 

4 1 5  6 , 5  

4 , 3  6 , 8  

2 1 3  6,9 

2 , I  6 , 8  



FIG. 4 CROISSANCE DE R .  LLGUMIPJOSARUM L II SUR M I L I E U  RC ( ) 

TY ( ) CS D'ISOIARAN (O). 

FIG. 5 CROISSU4CE DL R. I ILLILOTI  1 1 5 ~ 1  SUR !!ILIEU R.C. ( O ) - ,>-. 
/ -  2 > 

T.Y. ( ) ET D1ISI.JASIHNJ ( O ) 
\ ._ 



La ~ é c a r b o x y l a t i o n  Üe c e r t a i n s  a c i d e s  aminés p r é s e n t s  

dans  l a  Tryptone ( ex: l y s i n e  - ) p e u t  également c o n t r i b u e r  à ce 

phéncmène. 

Les f i g u r e s  4 e t  5 nous n o n t r e n t  quelques  exemples 

de courbes  de  c r o i s s a n c e  o b t e n u e  dans c e s  d e r n i e r e s  cond i t i ons .  

Dans un b u t  ae  s i m p l i f i c a + i a n  nous n t  avons pas  jugé u t i l e  

ae r e p r é s e n t e r  t o u t e s  les ccurhzs uans ce t r a v a i l .  

L 'é tude  Ge ces  coürbes  e t  2es  temps de géné ra t ion  pour 

que lques  souches i n t é r e s s a n t e s  ,obtenus  &ans c e s  a i l i e u x  empiriques, 

s e r a  envisagée  u l t o r i e u r e n e n t  . 

2 - Cul tu re s  cies souches de Rh,izobiur;i à c r o i s s a n c e  l e n t e .  .................................................... 

D e s  essais p r é l i m i n a i r e s  nous o n t  montre que, dans nos 

c o n d i t i o n s  expér imenta les ,  l a  d e n s i t é  op t ique  op t imale ,  é t a i t  

obtenue aprSs  5 3 7  j o u r s  d '  i ncuba t ion  avec l a  p l u p a r t  6e s  souclles 

à c r o i s s a n c e  l e n t e  u t i l i s é e s .  

Les  r é s u l t a t s  obtenus  en c u l t u r e  , e t  p r é s e n t é s  ce faqon 

s i m p l i f i é e  , s c n t  rassemblés  dans  l e  t a b l e a u  . 3 

L'analyse des r é s u l t a t s  f i g u r a n t  dans  ce  t a b l e a u  nous montre 

que les c u l t u r e s  de ces souches scnt non seu lenen t  l e n t e s  m a i s  a u s s i  

peu abondantes en comparaison de c e l l e s  ob tenues  avec l e s  

souches  à c r o i s s a n c e  r ap ide .  Les m e i l l e u r e s  performances,  pour les 

souches à c r o i s s a n c e  l e n t e  s o n t  a u s s i  ob tenues  avec l e s  mi l ieux  

T.Y. e t  d'ISWLn&N. Sur le m i l i e u  R.C. les c u l t u r e s  s o n t  moins 

l u x u r i a n t e s  que s u r  ces aeux m i l i e u x , e t  s o n t  comparables a c e l l e s  

05 tenues  s u r  le m i l i e u  Y.E.M. La c ro i s sance  e s t  très f a i b l e  s u r  

l e  m i l i e u  L.B.avec l e s  souches à c ro i s sance  l e n t e  e t  p a r t i c u l i g -  

rement J68  e t  KI07 , 



TABLEAU 3 : CULTUFtES DE RHIZ0BIU:-1 A CROISSANCE LENTE, El: M I L I E U X  - 

SOUCHES 

COIIPLETS,EN TUEES,APES 1 4 4  HEURES D'AGITATION A 3C°C.  

MILIEUX DE CULTURE CONPLETS 

YEN RC K 1 Ta! A LB 

Légende: - : Croissance peu d i f f é r e n t e  du temps T = 0 ,env i ron  

107 b /nl 
9 

+ : Cul tu re  assez  dense,  cornprise e n t r e  IO' e t  I O  S/rnl ' - 

5 
u 
-4 
C 
O a 
a 
-ri 

-4 
c 
-4 
C 
7 
i-l 

c: 

. 
SL 
3 
O 
k 
0i 

rC1 
%! 
Y 

5 
U . 
Ç= 

+ : Cul tu re  dense,  s u p é r i e u r e  à 1' inoculurn (env. logb/nl ) 

++ : Cul tu re  t r a s  dense ,çupér ieure  à 10~b/nl  

55 

J 6  

5 6 7  

56 3 

C C 7 0 9  

CBISOO 

K65 

K I 0 7  

KI21 

V6 

V I 2 2  

135 

3 001 

3 0 0 2  

Cl3756 

+ + + ++ ++ + - - - 
+ + + ++ ++ + - - - 
+ + - + + - - - - - 
i - - + + - - 
I )  - - 
+ ++ + ++ + - - 
f ++ + ++ + + - - + 

I 

+ + + + - - - 
Q - 
+ + - 4. + - - - - - - 
+ + - + + - - - - 

+ + - + + - - - - - - 
- + - + + - - - - - 
+ + + + + - - - - 
+ + - + -!- - - - - - 
+ + + ++ + + - - - 
- + - + - + ++ - + - + - 



Cans l e  t a b l e a u  4 f i g u r e n t  les mesures d tabsorSance  ii 

600nm e t  Cie pH a c r è s  1 4 4  heu re s  d ' i n c u b a t i o n  pour l es  3 

m e i l l e u r s  mi l ieux  c o n ~ l e t s , c u l t u r e s  e f f e c t u e e s  en f l a c o c s .  

D 'après  ce  t z b l e a u  on remarque que l e s  pH f i n a u x  d e s  

c u l t u r e s  de 6 j o u r s  en  m i l i e u  d t  IS7IARkI~ s o n t  aussi v o i s i n s  

de ceux obtenus  en n i l i e u  R.C. S '  i l s  r e s t e n t  encore  proches  

de l a  n e u t r a l i t é  i l s  s o n t  néarimoins p l u s  é l e v é s  que dans les 

soucnes 3 c r o i s s a n c e  r a p i à e .  

On observe  encore  I t a l c a l i n i s a t i o n  des  c u l t u r e s  en m i l i e u  

T.Y. pour d e s  r a i s o n s  i 6 e n t i q u e s  a c e l l e s  d c c r i t e s  pour les 

souches à c r o i s s a n c e  r ap ide .  

On n o t e r a  que pour les souches 56 , K 121 e t  s u r t o u t  3001 

l a  d e n s i t é  c p t i q u e  qu i  permet d l+pprBc ie r  1, croissai.ce est supé- 

r i e u r e  s u r  l e  m i l i e u  T.Y. 

L e s  f i g u r e s  6 , e t  7 nous r o n t r e n t  quelques  e x e n ~ l e s  de 

courbes  c e  c r o i s s a n c e  obtenue cans  c e s  d e r n i e r e s  cond i t i ons .  

L'examen de c e s  courbes  nous montre b i en  que j o u r  l essouches  

à c r o i s s a n c e  l e n t e  les mi l i eux  T., Y. e t  d' ISP~AWJJ donnent  

des 3.0. s u p 6 r i e u r e s  en gén&ra l  au mi l i eu  R.C., a p r è s  6 j ou r s  

de c u l t u r e  a g i t é e  à 30°C. 



* 
7 

'XILIEUX DE CULTURE COI,IPLETS 

TABLEAU 4 : MESUS DE L'ABSORBANCE A 600 &, ET pIi DS CULTURES 6~ 
RHIZOBIUM A CROISSANCE .LEIITE, Eil KILIEUX CObIPLETS; 

EK FLACONS, APRES 144 HEURES D'AGITATION A 

30°C. 

* pE i n i t i a l  ce tous  les milieux : 7 , 2  



FIG. 6 CROISÇÀXCY DE R. .7:iP3:IICL':: 26 SüR t:ILIEC ?C (0) , - 
TY ( ET D*Is:IA~~"~I; ( O 1. 

F I G . ~  - CR0ISSAI;CE LE R .  LUPIK: 121 SCR XIS.IE1: RC ( ) , 

TY (.),ET D'I.5WAU.N ( O ) .  



3 - 3 i s c u s s i o n  e t  conc lus ion .  ........................... 

De c e t t e  é tude  de l a  c r o i s s a n c e  Ües Xhizobium en n i l i e u  

empirique on peut  t i r e r  les conc lus ions  s u i v a n t e s  : 

a. Le  n i l i e u  L.B. ne n e m e t  pas ,cans  nos c o n d i t i o n s  exnér i -  

mentales ,une c ro i s sance  abonciante pcur l e  a e n r e  Phizobiua.  

cue lques  souches ce  R.  m e l i l o t i  peuvent néanmoins s e  

m u l t i ~ , l i e r  de  facon a p p r é c i a b l e  s u r  ce  ni l ieu ,comne l e s  

b a c t é r i e s  du genre Asrobacterium que c e r t a i n s  a u t e u r s  

rapprochent  au p o i n t  de  vue taxonomie, de 2.  n e l i l o t i .  

UCKZR 1 9 7 7  ( 1 5 1  ) t r ouve  méme que ce m i l i e u  est  l e  

n e i l l e u r  parmi d' a u t r e  rc i l ieux p e ~ t o n é s  ( b o u i l l o n  

Tryptone ,boui l lon  Super e t c . . . . )  Il l e  r e t i e n t  pour s e s  

é t u a e s  p h y s i o l o g i q ~ e s  e t  géné t iques  de R. r . e l i l o t i .  

Il f a u t  remarquer t o u t e f c i s  que c e t  au t eu r  t rouve  un 

temps Ce coublement de R. m e l i l o t i  2011 de l ' o r à r e  de 

4 neures  uans ce  mi l i eu .  

L a  c r c i s s a n c e  f a i b l e  :ic t c ~ t e r  les  espGces s u r  ce 

n i l i e u  p e u t  a u s s i  s ' e x ~ l i q u e r  pa r  l e s  t r avaux  de JORDAN 

X965 ( 7 0  ) , SIiERWOOD 1 9 7 2  ( 1 3 5 )  q u i  montrent  que  es 

c o n c e n t r a t i o n s  en e x t r a i t  de  l evu re  s u p g r i e u r e s  à 0 ,358  

diminuent l a  v i a h i l i t 6  aes c e l l u l e s  e t  r rovonuc r t  

d' i m ~ o r t a n t e s  n c d i f i c a t i o n s  morphologiques . Le n i l i e u  

ck LL'RII, c c n t i e n t  en e f f e t  5q/ l .  d ' e x t r a i t  de  l evu re .  

Pcur  SKINNER 1 9 7 7  (138 1 une concen t r a t i on  d e  O ,  1% 

d ' e x t r a i t  de  l evu re  aud i t i onné  de 0 ,02  9 1% de suc re  ne 

change p a s  l e  nombre de Rhizobiun v i a b l e s , c e c i  pour les 



S. ianonicuin, lu~ini,meliloti,trifolii e t  l e  grouFe cmvpea. 

Le &!me a u t e u r , n a i s  a u s s i  STRIJDOF 1965-1969 (1 4 3 )  ,Vhl :  

LGERAAT 1 9 7 6  ( 1 5 4 ) ,  o n t  démontré l ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  d e  

c e r t a i n s  a c i à e s  axr~inss ( g l y c o c o l l e  e t  h i s t i d i n e  ) s u r  l a  

c r o i s s a n c e  e t  l ' e f f i c a c i t s  des Phizobiun.  DATE 1 9 7 2  ( 3  2 )  

i n s i s t e  s u r  l a  n é c e s s i t e  de  b i e n  c h o i s i r  l e s  e x t r a i t s  d e  

l e v u r e .  Pour StIERS<001) 1 3 7 2  (135) l a  t o x i c i t é  d e  c e r t a i n s  

e x t r a i t s  de l e v u r e  u t i l i s é s  à dose  6 l e v é e  ( 0 , 3  à I 8 ) 

s e r a i t  cïue à une i n t e r a c t i o n  e n t r e  l e  g l y c o c o l l e  e t  G e s  i o n s  

mcncva len t s .  C e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  peu t  ê t r e  d i n i n u é  p a r  

ac ia i t ion  de  ca2+.  L e s  f a i b l e s  c u l t u r e s  ob t enues  s u r  l e  

m i l i e u  L.3.  q u i  c c n t i e n t  IOc/l. d e  t r ~ r r t o n c  e t  59/1. 

d ' e x t r a i t  àe l e v u r e  conf i rment  bien ces ï S s u l t a t 3  . 

b . L e  m i l i e u  T.Y. ne rmet ,dans  nos c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  

une c r o i s s a n c e  s a t i s f a i s a n t e  pcu r  l'ensemble du qenre  

FL7izobirn., toujours s u p é r i e u r e  à c e l l e  ob tenue  en  rr- i l ieux 

R.C. e t  !Z.E.;il, T o u t e f o i s  il f a u t  remarquer  Tue c e t t e  

s u p é r i o r i t z  n t  est  pas t o u j o u r s  VGrif i 5 q o u r  les souches 

T3 , CC709 , K I 0 7  , V 6  , VI22. 

De nonhreux a u t e u r s  u t i l i s e n t  ce m i l i e u  r i c h e  o u i  - e n e t  

à' o b t e n i r  r a p i d e n e n t  des c u l t u r e s  à e  c e n s i t é  o p t i c y e  

très élevée. C e  m i l i e u  T.Y. es t  une ~ o d i f i c a t i o n  

a p p o r t é e  p a r  BERINGER ( 9 ) au m i l i e u  T .Û.Y. (Tryptone,  

Glucose ,  Yeas t  E x t r a c t )  ae 2IOSELEY e t  ?PiTTINGLY 1 9 7 1  

( 9 3 ) pour  p e r m e t t r e  à cet a u t e u r  d i  o b t e n i r  an t a u x  

é l e v é  de mutan t s  âuxo t rophes .  Dans t r a v a u x  



il remarque que l ' é l i m i n a t i c n  du s u c r e  ( glucose O,I%) 

n ' a  pas  d ' a u t r e  e f f e t  d i s ce rnab le  s u r  l a  c ro i s sance  qu 'une 

réduc t ion  de l a  product ion de po lysaccha r ides ,  phénomène 

q u i  f a c i l i t e  beaucoup l e s  t echniques  àe r é p l i q u e s  e t  de 

comptage des  c o l o n i e s  . Nous avons également v e r i f  i é  que 

l ' a d d i t i o n  de g lucose ,manni to l  ou f r u c t o s e ,  à O ,  1% en con- 

c e n t r a t i c n  f i n a l e  ne f a v o r i s a i t  pas  de façon s i g n i f i c a t i v e  

l a  c ro i s sance  d e s  souches de P.. n e l i l o t i  dans ce  m i l i e u .  

ù' a u t r e  p a r t  l a  2 r o p r i é t é  de mieux se m u l t i p l i e r  en m i l i e u  

p e ~ t c n é  du type T.Y. ne semble pas  ê t re  c a r a c t é r i s t i q u e  

d ' un  groupe p a r t i c u l i e r .  C e t t e  remarque s e r b l e  a u s s i  v a l a b l e  

pour l ' i n h i b i t i c n  en m i l i e u  peptoné de type L.E. 

L' i n h i b i t i o n  e s t  S i e n  provoquée p a r  l a  p r j s ence  à un t a u x  

é l e v 6  de c e r t a i n s  a c i d e s  m i n é s  a p p o r t é s  par l a  peptone e t  

1' e x t r a i t  de l e v u r e .  

c  . Le n i l i e u  d' IS;.JARATJ p e m e t ,  dans  nos c o n d i t i o n s  expér imenta les ,  

une c ro i s sance  t rès  abcnlan te  pour l t=nse r ;5 l e  du  aenre  

Rhizobium. 

En conc lus ion  nous r e t i e n d r o n s  l e  m i l i e u  T.Y. e t  l e  M l i e u  

à' ISWARAEIT corrme m i l i e u x  c o n p l e t s  pour l a  mise au p o i n t  c?e 

l a  product ion e n  masse rie R.mel i lo t i .  En e f f e t  n o t r e  objectif 

es t  de produire ,  dans  les m e i l l e u r e s  c o n d i t i o n s ,  bes  q u a n t i t e s  

impor tan tes  de b a c t é r i e s  de ce genre,. 



C i i B I X  DU KILIEU POUR LA CULTURE 

1 - Souches u t i l i s é e s  : ----------------- 

Pour pour su iv re  ce  t r a v a i l  nous avons u t i l i s e  , d a n s  un 

premier  temps, t o u t e s  les soucnes  de R. n e l i l o t i  r é p e r t o r i é e s  

dans l a  p a r t i e  h a t é r i e l  e t  ~ ~ t i i o d e $ .  Dans un b u t  de 

s i m p l i f i c a t i o n  nous ne r e p r é s e n t e r o n s  que les  r é s u l t a t s  

cor repondants  aux souches c i t é e s  dans l e s  t a b l e a u x  prec6- 

den t s .  Pu i s  nous nous sommes l i m i t é s  à qiiatre souches: 

M51<I , ~ 2 0 x 1  str ,  MI-5 Str e t  M9SmI 
S t r  . L e s  souches > I 5 N I ,  

M20II  Str s o n t  t r é s  u t i l i s é e s  pour d i f  Zéren tes  r eche rches  

fonoamentaleç dans  d i v e r s  l a b o r a t o i r e s .  La souche M1-5Str 

e s t  employSe trés f r é q u e m e n t  en  agronomie, dans , l e  monde 

e n t i e r ,  pour sa c a p a c i t é  à r é s i s t e r  à des  v a l e u r s  trés 

ü i f f é r e n t e s  ue pH au s o l  e t  pour  s a  f a c u l t é  c i '  a d a p t a t i o n  

3. d i f f é r e r i t s  t y p e s  de s o l s .  La souche 1 1 9 ~ ~ ~ ~ ~  de 
1 

RAKOTGA-RISOA 1 9 9 0  (1 18) a .  é t é  obtenue p a r  ~ u t a ~ é n G s e s  

succes s ives  provoquées p a r  l a  N-methyl - N'-n i t ro  - 
N-nitroso-guanidine ( N.T.G. ) e t  s é l e c t i o n  s u r  m i l i e u  ac ide .  

C ' e s t  un mutant  a c i a o - r é s i s t a n t  q u i  a m n t r é  son u t i l i t é  

s u r  le  p lan  p r a t i q u e ,  En e f f e t ,  dans  des  expé r i ences  en  

t e r r a i n s  a c i a e s  ( p H  4,9) de Bre tagne ,  oa  l a  c u l t u r e  de l a  

l uze rne  n'a jamais pu se réali ise r ,  IL  i n o c u l a t i o n  p a r  les 
Çtr 

souches M 9 S y  e t  1-5 Str, a p r é s  chaulage léger ,  a  permis 

c' o b t e n i r  ues  rencements convenables a p r è s  aeux coupes. 



2 - C u l t u r e s  a e  R. m e l i l o t i  s u r  m i l i e u x  e r p i r i q u e s .  .............................................. 

Les t a b l e a u x  1 e t  2 p.65-66 nous c n t   ontr ré que les 

a e n s i t é s  o p t i q u e s  maximales ,aprés  3 j ou r s  ae c u l t u r e , e n  

t u b e s e t  en  f l a c o n s  a g i t é s  à 30°C ,é t a i en t  s u r t o u t  ob tenues  

dans  les m i l i e u x  d'ISk5ARAH e t  T.Y. Corne ncus  l ' a v o n s  d i t  

p r é c ë d e m e n t  l a  mesure de l ' a b s o r b a n c e  est  certes  t res  

u t i l e  m a i s  e l l e  ne donne aucun renseignement s u r  l a  v i a b i -  

l i t é  e t  l ' i n t é g r i t é  d e s  c e l l u l e s  bac t6 r i ennes .  Auss i  avons 

nous e n t r e p r S l 1 é t i ; Ü e  ües  temps àe g é n é r a t i o n  d e s  c u l t u r e s  

àe 3 .  m e l i l o t i  dans  c e s  6eux m i l i e u x  e t  d a n s  l es  n i l i e u x  

R.C . ,  avec  un i n o c u l m  i n p o r t a n t  de façon 5 d i r - i n u e r  l a  

piiase de l a t e n c e .  

a )  Etude du temps de s é n é r a t i o n .  

Le m a t é r i e l  c e l l u l a i r e  nouvellement s y n t h & t i s é  est  

e n t i è r e n e n t  c o n s t r u i t  à p a r t i r  du s u c r e , ü e  l a  sou rce  

. d l a z o t e , e t  d e s  s u b s t a n c e s  m i n é r a l e s  p r é sen t e sdans  l e  

m i l i e u  n u t r i t i i .  A i n s i  c ' es t  l e u r  a p t i t u d e  à se n u l t i -  

plier rapiCement q u i  p e r c e t  aux b a c t é r i e s  àe s u r v i v r e .  

La  v i t e s s e  de  renouvel lement  m6tabolique àes composants 

c e l l u l a i r e s  v a r i e  d ' une  c e l l u l e  à l ' a u t r e  e t  d ' u n  m i l i e u  

à un a u t r e .  

Dans cet te  expér ience ,nous  avons conparé l e  temps de  

g é n é r a t i o n  d e s  souc-?es de R. r n e l i l o t i  dans  les mi l i eux  

R.C. T.Y. e t  dlISVJARk;<. 



La c u l t u r e  se f a i t  en f l acon  de 500ml contenant  IGûn1 

a e  mi l i eu r  à l a  t e n p é r a t u r e  de 33OCtsur une t a b l e  d ' a g i t a t i o n  

r o t a t i v e .  

L ' i n o c u l a t i o n  e s t  f a i t e  corme il a  é té  d é c r i t  a n t e r i e u -  
7 

rement. Les mi l i eux  cont iennent  au d é p a r t  env i ron  1.10 b a c t é r i e s  

p a r  r.1. C e t  i nocu lun  f o r t  ne provoque pas  de  changercent appré- 

c i a b l e  de FH dans ces rfiilieux. 

La c ro i s sance  es t  s u i v i e  p a r  numeration des  c e l l u l e s  v i a b l e s  

en u t i l i s â n t  l a  t echnique  à double couche s u r  m i l i e u  RCG f r u c t o s é .  

Le temps de g é n é r a t i o n  ( T )  es t  c a l c u l é  su ivan t  l a  formule : 

3 
T = (T3  - TI) . ~ o Q . -  

log.N2 - l og .  KI 

où : log.  N : logar i thme du nombre 2e b a c t é r i e s  au 
2 

temps T2 

log.  NI : logar i thme du nombre de  b a c t 5 r i e s  a u  

3' a p r é s  l e  t a b l e a u  5 q u i  donne les r é s u l t a t s  de  c e t t e  é t u d e  

nous c o n s t a t c n s  : 

- que les m i l i e u x  c i '  ISWXPAIT e t  T.Y. p e r x e t t e n t  d ' o b t e n i r  

d e s  p c p u l a t i c n s  impcr t an t e s  de b a c t é r i e s  v i a b l e s , p l u s  

abondantes que s u r  l e  m i l i e u  R O C  f r u c t o s é ,  

- que l e  temps de géné ra t ion  e n  m i l i e u  T.Y. e t  d '  IS27ARAN 

s o n t  assez  serblables m a i s  t o u j o u r s  i n f é r i e u r s  à ceux 

ob tenus  e n  m i l i e u  R .c, 



TMLEAU : 5 : CL'LTURES DE REiIZ03IUI.I ffXLILûT1, EiJ i4ILIEUX 

i 

COYGLZTS LIQUIDES, EX FLACOIGS ,APRES 7 2  KEURES 

D'AGITATIOK B 30°C.  

l éoenc ie  : - N : Norire de b a c t é r i e s  viaSles x IO* /nl  (moyenne - 
iie 3 numérations&a temps T = O N = 1 a 7 b / m l  

- T : Temps de g é n é r a t i o n  en h e u r e s  . 

SCIUCSES 

?! 1-5 

M 1-5 Str 

FISNI 

Mg S 

b19 Sm1 Str 

AI4 5 

A I 6 1  

112011 

M20I I  Str 

3120IIS2 

MILIEUX DE CULTWilES COMPLETS 

P..C. 

N T 

I 8 , I  2 t I  

27 .6  2 ~ 4  

2 d f 2  3 10 

3 1 f 8  It 9 

I I f 4  2 t 3  

I 2 , 7  2 t 7  

I 4 , 3  2 f 6  

I 7 , 2  2 , 2  

24,I 2 , s  

1 2 , s  2 t 4  

1. 

i4 T 

2 3 , 2  I f 9  

4 8 , I  2 t I  

5 3 f 2  2 ~ 8  

4 7 , 4  I r 5  

4 4 , 3  I f 7  

3 3 , 7  2 , 4  

. 3 I f 6  2 ~ 0  

4 3 , s  I f 8  

4 6 , I  1, 7 

4 2 , 8  I r 7  

T.Y. 

iq T 

2 1 f I  2 t O  

3 1 f 2  2 t 3  

36 f 3 2 t 8  

4 9 , 6  I , 6  

3 2 , 2  1, 6 

3 1 f 4  2 , s  

2 7 , 6  2 , 2  

3 I f 7  2,O 

3 0 f 2  2 t 3  

3 5 , 9  I r 7  



- que l ' e n s e r 3 l e  des  temps de  g6néra t ion  en m i l i e u  

dtISWARAN es t  lSgèrenent  i n f é r i e u r  à ccli ; i  obtenc s u r  
. - 

m i l i e u  T.Y.,sauf peu t - é t r e  pour l a  souche M20IIS2. 

La comparaison de ces r é s u l t a t s  avec  ceux du t a b l e a u  2 montre 

qu ' à  une d i f f é r e n c e  de  D.O. donnge ne correspond pas nécessa i renent  

une a i f f é r e n c e  analogue dans les  temps de géné ra t ion  e t  dans les  

q u a n t i t é s  d e  b a c t é r i e s  v i a b l e s  obtenues .  Ceci e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

v r a i  en  m i l i e u  T.Y. L e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  a p r é s  72 h e u r e s  dans  ce  

m i l i e u  s o n t  p a r f o i s  s u p é r i e u r e s  à c e l l e s  des  c u l t u r e s  s u r  m i l i e u  

d '  ISiqARAE q u i  permet cependant cl' o b t e n i r  une popula t ion  p l u s  

importante  ae b a c t é r i e s  v i a b l e s  , 

Pour v é r i f i e r  ce  f a i t  nous avons s u i v i  auSiophotomèt=e la croissance 

6e M9SmI Str dans  c e s  nOrnes mi l i eux  i n o c u l é s  f a i b l e ~ e n t  ( 1 0 ~ b / m l  1 . 
La f i g u r e  8 r e p r é s e n t a n t  ces c u l t u r e s  n o n t r e  b i en  une d e n s i t é  

op t ique  a g r è s  50 heu res ,p lus  é l ev&.su r  l e  c i l i e u  T.Y. (2,3) que 

s u r  l e  ~ i l i e u  d'  ISWARAIU ( I , 6 )  . C e t t e  d i f f é r e n c e  ne se r e f l è t e  pas  

9 dans les numérat ions  d e s  b a c t é r i e s  v i a b l e s  ( T.Y. : 3 , 2  . I O  b/ml , 
9 

1 : 4 , 4  . IOb /ml .  

Notons que pour l e  n i l i e u  R.C. l a  9.0. e s t  de  I,5 pour une popu- 
9 

l a t i o n  v i a b l e  de  1,1 I O  b/ml. 

L e s  ~hénornènesae t r ans fo rma t ions  c e l l u l a i r e s  en présence  de doses  

r e l a t i v e r i e n t  é l e v é e s  d' a c i d e s  aminés e t  d '  e x t r a i t  de l e v u r e ,  consta-  

tees p a r  de nombreux a u t e u r s  dont  SXINIJER 1977 (1 38) peuvent en 

p a r t i e  e x p l i q u e r  ce phénonène. On p e u t  a u s s i  penser  que l e  pourcen- 

t a g e  de c e l l u l e s  l y s é e s  e s t  beaucoup p l u s  impor tan t  en  m i l i e u  T.Y. 



FIG. 8 : E M L U T I O N  DE LA CRJISSAidCE DE R .  ; IELILOTI  î*Iglnl S t r  t 

EN MILIEUX COYGLETS ET SYNTEETIQUES : (. ) TY ; 

( O ) ISV'JARAiiJ ; ( @ ) RC ; ( A ) R ; CULTURES S U I V I E S  



DATE 1372 ( 3 2 ) montre que s i  l a  popu la t i on  t o t a l e  de 

c e l l u l e s  aagmente quanc l a  dose 6' e x t r a i t  de l e v u r e  c r o î t  , dans 

c e r t a i n e s  l i m i t e s , l e  nonbre ae c e l l u l e s  v i a b l e s  peu t  d i n i n u e r  de  

facon trois a p p r é c i a b l e  avec c e r t a i n s  e x t r a i t s  d e  1 e v u r e ; e t  ceci 

e s t  v r a i  ?Our t o u s  les P&izoSiun. 

Nous r e t e n o n s  donc l e  m i l i e u  C11SWA2AN pour l a  nise au  

p o i n t  de l a  p rocuc t i on  ce c e l l u l e  s d e  2.  n e l i l o t i  en  m i l i e u  

e n p i r i q u e ,  

b - Etude du m i l i e u  3' PSiVA-. 

Par  r a p p o r t  au m i l i e u  Â . Y .  ce  m i l i e u  se p r é s e n t e  comme 

un m i l i e u  non peptoné,  avec  un t aux  d' e x t r a i t  de l e v u r e  i n f é r i e u r ,  con- 

t e n a n t  deux s c ü r c e s  Ge cùrDo~e  : , f r uc to se  (ou manni to l ) .  e t  g lucona t e  

de potass ium . 
C e  m i l i e u  peu t  a u s s i  se d é f i n i r  comme un m i l i e u  R.C. aadi -  

t i o n n é  de I g / l  dl  e x t r a i t  C e  l e v u r e ,  de I , 5  g /1 de g lucona t e ,ùe  

FeC13 e t  de c h l o r u r e  de sodium ( v o i r  t a b l e a u  1 p. 25 ) .  

Pour essayer Ce p r é c i s e r  l1 importance  de chacun d e s  composants 

s u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  R t i i z ~ S i u r t  dans ce m i l i e u  nous avons env i saqé  

3 t y p e s  de c u l t u r e s  e n  f l a c o n s  avec que lques  souches de  R . m e l i l o t i ,  

don t  ~ 9 s r ; t r  

b l  - Choix G e  l a  n a t u r e  e t  de  l a  dose  de g lucona t e ,  ..*..*....*.....*...~*.*. . . * . * . . * . . . O . . . * . . * * *  

D e s  essais p r é l i n i n a i r e s  nous o n t  montré que l ' o n  p o u v a i t  

remplacer  i n d i f f é r e m L e n t  l e  g lucona te  àe calcium du rr,i l leu o r i g i n e l  

dlIS;dAMJ p a r  l e  g lucona t e  de potass ium ou 2e sodium seau cou^ p l u s  

s o l u b l e s .  



NORRIS 1953  (-104) a v a i t  dSjZ démontré,que p u r  4 8  souches 

de P2izobium appa r t enan t  2 d i f f é r e n t s  groupes d '  i n o c u l a t i o n  , l e  

calcium n ' é t a i t  pas  i n d i s p e n s a b l e  a l o r s  que l e  magnésium l ' e s t .  

De p l u s  il e s t  t r G s  d i f f i c i l e  d ' o b t e n i r  d e s  mi l ieux  l imp ides  avec 

l e  ç lucona te  ùe ca l c ium.  

NOUS avons donc r e t e n u  l e  g lucona te  de potassium pour l a  

f a b r i c a t i o n  a u  m i l i e u  dl ISIIARAiI : l a  dose optirnale trouvée est  l e  

1 , 5  (~/1 ccmme àans  l e  milieu d '  o r i q i n e  . 

5 2  - C u l t u r e s  de  R.  m e l i l o t i  e n  mi l i eux  de base  R.CJ sans  ..................................................... 
manni toi, supplémen tés. ...................... 

Dans les  p a r t i e s  a l i a u o t e s  de m i l i e u  de base  R.C. contenant  

KZHPO :O, 5 g / l  , KqS3 
4 

7 B 2 0  : 0,2 ~/1, 
4 

E x t r a i t  àe l e v u r e  ( 1 . C .  ) : I g / l .  nous avons a j o u t 5  séparément 

l e s  a u t r e s  composants pour oo t e n i r  f ina lement  l e  m i l i e u  

complet d8ISWARAN . L e s  c u l t u r e s  en f l a c o n s  s o n t  i n o c u l é e s  

e t  i ncubées  normalement. 

L e s  r é s u l t a t s , s b t e n u s  pour l a  souche ~ 9 ~ 2 ~ ~  ( t a b l e a u  6 ) 
l. 

montrent  que,dans  nos c o n d i t i o n s  expér imenta les :  

1- 1' a d d i t i o n  ae phosphate de potassium,ne inodif i e  pas 

l a  c r o i s s a n c e  i e  cette souche, 

2- 1' augmentation de l a  q u a n t i t é  d ' e x t r a i t  de Levure 

( I g  à 2 g) améliore Ir. c r ~ i s s a n c e  J n c t P r i e n n e  a 



T m L E P I I  6 : C U L T U X S  DE R. MELILOTI M S S R J ~ ~ ~ , D A N S  DIFFERENTS 

r 

MILIEU 

RC3 

R C ~  

RC2 

3 

RC4 

Rc 5 

Rc 6  

Rc 7 

Ln 
z 
n 
O 
Z 
W 
H 

,APRZS 7 2  HEURES D'RGITATIOX A 3 0 ° C .  
' . 

légende - Y.E. : E x t r a i t  de 1 e v u r e ; R . C :  m i l i e u  R O C .  

- T.Y. : m i l i e u  T.Y.; M : m a n n i t o l  

COMPOSITIONS EN GFW.QES PAR LIT,- 

K2HFOq (0,5g/1 : -i4gS04, 7X20 (O, 2 g / l  ) -YE (1 dl ) 

RCO + K2HPOq ( 0,5g/l  ) 

RCI + Y.E. ( I g / l  ) 

RCI + K. g l u c o n a t e ( I , 5  g / l  ) 

RC3 + Y.E. ( I g / l  ) 

3.0. 
7 2  

à 600 nm 

I,56 

I , 5 5  

Zr2 6 

I , 7 4  

2 , 7 6  

J 

RC4 + F z C i 3  ( 0 , U I  g/1 ) 

RC 5 
+ N a C l  ( 0 , I  g / l  ) 

RC6 + K2HP04 ( Op5 g / l  ) 

ISXARAN sans manni tol  

ISXARAl3 + mannitol  ( I O  g / l  ) 

T.Y. 

R.C.M. 

2 , 7 6  

2 , 7 0  

2 , 7 0  

2 , 6 8  

5,04 

4 , 7 4  

3 , 1 2  

. 



3- 1' a d d i t i o n  con j o i n t e  rie g lucona te  e t  d ' e x t r a i t  de 

l e v u r e  e s t  n é c e s s a i r e  pour permet t re  1' amé l io ra t ion  

ae l a  c r o i s s a n c e .  

4- l e s  c h l o r u r e s  de f e r  e t  de sodium ne  provoquent aucure  

amé l io ra t ion  de l a  c r o i s s a n c e  s u r  c e t t e  souche. 

5- un excés  de po tass iur .  Cans l e  n i l i e u  complet ne modi f ie  

pas  l e s  r é s u l t a t s  de f acon  app réc i ab l e .  

6- l a  source  de carbona e s s e n t i e l l e ,  i c i  l e  manni to l ,  

provoque une n e t t e  amé l io ra t ion  d e s  c u l t u r e s  . 
7- l e  m i l i e u  cl' ISiJARAJJ ,sans source  àe carbone a u t r e  que l e  

g lucona te  2e potassium e t  1' e x t r a i t  ce l evu re ,  p e m e t  

d '  o b t e n i r  une c ro i s sance  presque é q u i v a l e n t e  à celle 

obtenue s u r  l e  m i l i e u  R,C.  

b3 - C u l t u r e s  ae R. m e l i l o t i  en  mi l i eux  de base  ISPIARAIU' 
. . . * * * * . . * * . . . * * . * . . * * * * . . . . . * . * * . * * . * . . * * * * . * . . . . .  

supplémentés. 
* . * * . . * . * * . *  

Dans une a u t r e  expér ience ,  à des  p a r t i e s  a l i q u o t e s  de  

rnilieud'ISLARAN ne  contenant  n i  g lucona te ,  n i  manni to l ,  

n i  e x t r a i t  de  l e v u r e , ( m i l i e u  de  base  I .B . ) ,nous  avons . 

a j o u t é  c e s  composants comme il es t  ind iqué  dans  l e  - 

t a b l e a u  s u i v a n t .  

Les c u l t u r e s ,  en f l a c o n s ,  s o n t  i n o c u l é e s  e t  i ncubées  

hab i tue l l emen t  . Les r é s u l t a t s  ob tenus  pour l a  souche 

! 4 9 ~ m 1 ~ ~ ~  ( t a b l e a u  7 ) conf i rment  les remarques précédentes .  



T Z B L E A U  7 : C U L T U R E S  DE R. X Z L I L O T I  ' I ~ S ~ I ~ ~ ~ ,  EN ZIACOBS, DAMS 

DIFFEXNTS M I L I E U X  DE BASE IÇ>JARAK SCPPLEïlENTES,APRCS ' 

léuence : Y = e x t r a i t  de l evu re  ; KC = m i l i e u  T?C ; TY= n i l i e u  T Y  

1 I I L I S ü  

M = manni to l  ; I D  = m i l i e u  ~ ' I S V J A X A X  de base 

G = glucona te  de  K 

COF:POSITI  ON EN GM-CIES P?.R L I T R E  

X,HPQ4 (0, 5g/l)-MgS04 ,7H 0 (0,2g/l)-NaC1 ( O ,  I g / 1  ) - 2 
FeC13 (O,OIg/l) 

(1) + K- o lucona te  (1,s g / l )  

( 2 )  + manni tol  ( I O g / l )  

(1) + Yeast E x t r a c t  ( 2 )  

( 4 )  + manni tol  

( 4  ) + K.  g lucona te  (1, 5g/l)=ISiCAFAiu' sans  mannitol  

(2) + manni to l  = IS?IARIIN + manni tol  ( IOg/ l )  

1 

2 

I B  

I 3 . G  

4,74 

3 ,12  

* 

D . 0 * 7 2  

Fi 600nn 

O,I4 

0,08 

0,09 

2,60 

4,75 

3,00 

5,70 

1 
1 L, z 

J 

3 1 IS.GIY 

i 
4 I i3 .Y 

5 1 I3.YM 
I 
1 .  
i 

'l'.Y* 

6 I B . Y G  

H 1 
3 5 
3 

7 

! 

R.C.M. 

Ia.YGn 



I c i  a u s s i  l e s  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  s o n t  ob tenus  avec l e  

x i l i e u  con tenan t  à l a  f o i s  IOg/l de manni tol  , I , 5 g  /1 

de g lucona te  de  potassium e t  2g/l d ' e x t r a i t  de l e v u r e ,  S i  nous 

connaissons  b i e n  l ' a c t i o n  du manni tol  e t  ae l ' e x t r a i t  de l e v u r e  

nous ignorons  l e  mode d ' a c t i o n  du gluconate,  aans  nos  c o n d i t i o n s  

e x p é r i n e c t a l e s .  

Il e s t  probable  que l e  g lucona te  . f a v o r i s e  l a  synthèse  

d' A.T.P. C e t t e  a c t i o n  s ' e f f e c t u e r a i t  Fa r  1' i n t e r m é d i a i r e  de 

l a  g lucose  deshydrogénase l i 6 e  3 une chaîne d 'oxyda t ion  c e l l u l a i r e ,  

au n iveau  ae la merbrane( c o ~ ~ m u n i c z t i o n  p e r s o n n e l l s  J . P .  HORTICZ).  

L a  même hypothsse  a  é t é  t o u t  r é c e r n e n t  émise p a r  I.mTSUSIIITA 1979 

( 8 7 ) chez l e  genrF Pseuacnonas. 



3 - C u l t u r e s  de Xnizobium m e l i l o t i  en mi l i eux  syn thé t iques .  ---------------------------------------------------------- 

L ' u t i l i s a t i o n  de n i l i e u x  complexes pour l ' o b t e n t i o n  

de c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  e s t  souvent  s c l u t i o n  v a l a b l e ,  n a i s  

pour d e s  é t u d e s  de métabolisme Fa r  exemple, il y a  l i e u  d ' u t i -  

l i s e r  un m i l i e u  de composit ion pa r f  a i t ement  connue. Les t r avaux  

p r t a n t  s u r  l e  genre  R h i z c b i u ~ .  n l e c h a ~ ~ e n t  ?as a c e s  i n p g r a t i f s  

de recherche  pure. 

La prociuction er, grance q u a n t i t é  de c e s  b a c t é r i e s  pour 

l e s  b e s o i n s  de  1' a g r i c u l t u r e  exicje a c s s i  un rni l ieu  b i e n  d é f i n i  

e t  é q u i l i b r é  a£ i n  que 1' on ob t i enne  ,d '  une n a n i è r e  r e p r o d u c t i b l e ,  

l e  rnaximur~ de c e l l u l e s  dans  un é t a t  phys io log ique  p a r f a i t .  

Ccmme nous l ' a v o n s  C é j 3  à i t  il n ' e s t  pas  f a c i l e  de 

t r o u v e r  un m i l i e u  syn ths  t i q u e  q u i  p e r n e t  un bon développement 

e t  une bonne s u r v i e  de t o u t e s  l es  soucnes de P~hizo5ium,même pour 

les  souches de  R. m e l i l o t i .  COURTOIS 1 9 7 5  ( 2 9  ) remarque 

qu 'avec  l a  souche 135NI e t  s u r  l e  m i l i e u  R f r u c t o s é , l a  phase a e  

l a t e n c e  e s t  longue , l a  popula t ion  b a c t ë r i e n n e  f i n a l e  e t  l a  

product ion de po lyos ides  t o u j o u r s  f a i b l e s .  Après que lques  

rep iquages  s u r  ce m i l i e u  s imple  les souches de R. m e l i l o t i  ne se 

d é v e l o p p e n t p l ~ s  de façon  s a t i s f a i s a n t e , c e  q u i  prouve b i e n  que 

à ' a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  s o n t  n é c e s s a i r e s .  

Notre  d e s s e i n  ,dans ce  p r é s e n t  t r a v a i l ,  n ' e s t  pa s  de 

me t t r e  au p o i n t  un nouveau m i l i e u  s y n t h é t i q u e  m a i s  d ' e s s a y e r  

ae t rouver ,parmi  ceux d é c r i t s  p a r  les  a u t e u r s , c e l u i  q u i  nous 

p e m e t t r a  a' o b t e n i r  rapiaement de f o r t e s  d e n s i t é s  b a c t é r i e n n e s  

avec des  souches de 2 .  r r e l i l o t i  u t i l i s a b l e s  pour 1' i n o c u l  a t i a n  de 

12 luzerne .  



a ) Recherche du m i l i e u  s y n t h é t i a u e  le  p l u s  f avo rab le  

pour  X. n e l i l ~ t i .  

L 2 s  s e p t  mi l ieux  àe c u l t u r e  que nous avons e s sayés  , r é p a r t i s  

en  t u b e s  et en f l a c o n s , s o n t  ensemencés corne nous l ' a v o n s  vu p l u s  

Saut.  Xüx d i f f é r e n t e s  souches  de 2. r i l e l i l o t i  déjà u t i l i s é e s  nous 

avons a j o u t s  l a  souche M 1 - 5 S t r  

L ' inoculum important  perrnet d '  ~ b t e n i r  une popula t ion  de 

l ê p a r t  de l ' o r d r e  de 1 0 ~  b a c t é r i e s  p a r  m l  . L' i ncuba t ion  es t  r é a l i s é e  

e n  a g i t a t i o n  à 30°C. Les c u l t u r e s  s o n t  app réc i ées  p a r  simple obser- 

va t ion  op t ique  du  t r o u b l e  t o u t e s  l e s  24  heures  e t  par mesure de 

E'absorbance Q 6 0 0  nrn a ~ r è s  7 2  heures .  

D e s  e s s a i s  p r é l i m i n a i r e s  ncus c n t  montre que l à  ciensitg op t ique  

op t imzle  ( 3.0. nax. ) é t a i t  également obtenue a p r è s  3 j ou r s  d ' i n -  

cuba t ion  , avec l c e n s e n S l e  d e s  souches u t i l i s é e s ,  c e c i  sans nos 

c o n d i t i o n s  expér imenta les .  

Les r é s u l k a t s  des  c u l t u r e s  en t u b e s ,  rassemhl6s d 'une  manière 

s imple  dans i e  t a b l e a u  8 nous montrent  que : 

Io) les mi l ieux  perrï iet tant  d ' o b t e n i r  les c u l t u r e s  les p l u s  

abonaantes,  pour  l a  m a j o r i t é  de nos souches ,  s o n t  les 

m i l i e u x  Ge RIGAUD ( R i  ) , de SHERVOOD ( S Y  ) , e t  l e  

m i l b u  R. 

Sur l e s  n i l i e u x  de  PEDROS4et cïe FEFRY les souches de 

R. m e l i l o t i  s e  développent  mieux que s u r  les mi l ieux  

MgA e t  X.O.P.S .  



TA3LEAU 8 : CULTURES DE RHIZOBIUM M E L I L O T I  EIJ M I L I E U X  

SYNTHETIQUES,EN TUBES,APRES 72 HEURES D~AGITATION. 

SOUCHES 

EII-5 

frJ:..5 str 

X5 N 1 

M9 S 

Mg SmI S t r  

A I  4 5 

AI61  

:VI2001 

7 
lésende : - croissance peu d i f f é r e n t e  du t e m p s  T=O ( e n v . 1 0  b / m l )  

9 

M I L I E U X  DE CULTURE SYNTHETIQUES 

J 

FBO R I  SY ii i"iA 14OPS P 

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

O 
+ 
0 

+ + + - - + - 

+ c u l t u r e  assez dense ( c o m p r i s e  en t re  IO' e t  5 . 1 0 ~ b / m l )  
O 

9 + c u l t u r e  aense ,  s u p é r i e u r e  9 1' i n o c u l u m  ( e n v .  I O  b / m l )  

M 2 0 I I  S t r  

M 2 0 I I S î  

++ c u l t u r e  trss àenso ( s u p g r i e u r e  à 5. 1 0 3 b / r n l )  

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

. 



2 O )  que les  c u l t u r e s  s u r  mi l i eux  synt!!étiques s o n t  

b e a u c û u ~  mcins i r . ~ ~ r t a n t e s  que celles obtenues  s u r  

l e s  mi l i eux  c o n p l e t s ,  f a i t  reconnu pa r  de  nombreux 

auteurs (2834-1  2  2, ) .  L Y  u t i l i s a t i o n  de t e l s  

mi l i eux  pour l a  product ion en masse en vue ce 1' ino- 

c u l a t i o n  p a r a i t  d i f  f i c i l e n i e n t  env isageable .  

Dans l e  t a b l e a u  9 f i g u r e n t  les  mesures d ta5sorbance  B 

600nm. e t  Liu p H  a p r è s  7 2  heures  d ' i n c u b a t i o n  dans les  3 m i l i e u x  

s y n t h é t i q u e s  donnant les  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s , c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  

c e t t e  f o i s  c i  en  f l a c c n s  de facon à se rapprocher  davantaqe 

ces c o n a i t i o n s  d e  c u l t u r e  en f e m e n t e u r .  D 'après  c e  t a b l e a u  

les pk d e s  c u l t u r e s  de 3 j ou r s  uans les 3 mi l ieux  t e s t é s  r e s t e n t  

assez  proches  de l a  n e u t r a l i t é .  I l  f a u t  q u m d  même r ena rque r  

une l é g è r e  a l c a l i n i s a t i o n  dans les m i l i e u x  de RIGAUD e t  Ç ~ ~ ~ J ~ D  

e t  une f a i b l e  a c i d i f i c a t i o n  en m i l i e u  R . Le m i l i e u  de 

P.IGAI;D est le mieux tmpcnné .  

Les r é s u l t a t s  t rés  v o i s i n s  ob tenus  dans  les mi l i eux  se 

RIGAUD e t  de SBERV7OOD a '  une p a r t  , l a  conparaison aes f o r n u l e s  

de c e s  mi l ieux  à c e l l e  au  m i l i e u  R .  d ' a u t r e  pa r t , nous  o n t  

c o n e u i t  B é t u a i e r  au  p l u s  v i t e  l a  n a t u r e  ae l a  source  d ' a z o t e ;  

c e c i  avan t  m ê m e  de connaf t r e  les temps de géné ra t ion  e t  les 

renaements c e l l u l a i r e s  ?ouvant ê t r ~  a t t e i n t s .  

Pour RIGAUD 1 9 6 5  (1 22)  l e s  c u l t u r e s  v a r i e n t  en fonc t ion  

de l a  n a t u r e  miné ra l e  ou organique de l ' a p p o r t  d ' a z o t e .  Il 

n o t e  que l o s  sels  d e s  a c i ü e s  glutamique e t  aspar t ique ,comie  

l t a v a i t  a é j i  s i q n a l é  BERGERSEIJ I36I ( 7 ) donne d e s  r é s u l t a t s  

s u p é r i e u r s  au s u l f a t e  C'ar:moniurri e t  au n i t r a t e  de potassium. 



f 

SOUCHES 

MI-5 

S t r  MI15 

135 iJI 

>i9 S 

K9 Sm1 Str 

A I 4 5  

A I 6 1  

?4200I 

2420 II Str 

M201IS2 

* 

TASLEAÜ 9 : MESURE DE L '  ABSORBABCE A 6 0 0  m ET pii DE 

CÇLTURES DE RHIZOEIUtl 1.IELILOTZ , EN GILIEUX 

SYXTHETIQUES,EN FLACDNS, APRES 7 2  HEUES 

D'AGITATIOG A 30°C. 

93 

M I  L I  EUX il E CULTUEE SYIJTHETIGUCS . 
R. 

D.O. PE 

I , 5  6 , 4  

I , I  6 , 5  

I , 2  6 t 3  

I , 7  6 , 7  

I , 6  6 , &  

I , 4  6 , 6  

I , 6  6 , 9  

I , 3  LI 6 , i  

0,9  6 , 6  

o p 9  6 , 8  

R. I .  

D.O.  fi 

2 , 3  7 , 2  

I , 8  7 , 2  

I , 4  7 ,O 

I , 9  7 , 4  

P , 7  7 , s  

S.Y. 

D.O. FE 

2 , s  7 , 6  

2 , I  7 , 5  

2 , 2  7 , s  

2 , 1  7 , 7  

I , 6  7 , s  

2 , o  7 , I  

2 , 2  7 , 2  

I , 6  7 , 3  

1 ' 3  7 , 5  

I , 5  7 1 3  

i 

I , 8  71 9 

I , 9  7 , 6  

I , 2  7 , 4  

I , O  7 , 7  

I , 3  7,: 

A 



IGéanmcins les courbes  de c r o i s s a n c e  obtenues  dans ce  

m i l i e u  ne s o n t  p a s  exactement s u p e r ~ o s a b l e s  à c e l l e s  ob tenues  

avec à e s  mi l ieux  cor .ple ts .  BERIXGER 1374 ( 1 0 ) d o i t  m o a i f i e r  

l e  m i l i e u  de  SHEF,:fiJOOD nour 1 ' a G a ~ t e r  aux c u l t u r e s  de  R. le-u- 

ninosarum . I l  l ' u t i l i s e  en remplaçant l e  s u c r e  p a r  l e  succ i -  

n a t e  àe sodium e t  en l ' e n r i c h i s s a n t  encore  en v i t m i n e s .  

JOBNSTO3 1975 ( 6 9 ) d o i t  a u s s i  supplémenter ce  m i l i e u  en  

a c i d e s  aminés,en a d é n i n e ,  e t  en u r a c i l e  pour l a  c r o i s s a n c e  de 

souches auxot rcphes  de R. l e a m , i n ~ s a r * ~ .  

Nous avons r e t e n u  l e  m i l i e u  R pour l a  p o u r s u i t e  de  nos t r a -  

vaux pour les r a i s o n s  que nous venons de c i t e r , m a i s  a u s s i  pa rce  

q u C i l  est très u t i l i s é  dans le  l a b o r a t o i r e  e t  q u ' i l  a  beso in  

d- t re  amél ioré .  Notre  b u t  e s t  donc maintenant  de l e  m o d i f i e r  de 

façon  à o b t e n i r  s u r  ce  m i l i e u  une produc t ion  de R. m e l i l o t i  , e t  

s i  p o s s i b l e  des  a u t r e s  Rhizobium , i d e n t i q u e  ou proche de c e l l e  

obtenue en mi l i eux  complets .  

b) I n f l u e n c e  de l a  n a t u r e  de  1â source  d ' a z o t e  nour 

l a  c u l t u r e  a e  R. m e l i l c t i  en  m i l i e u  syn thé t ique .  

C ' e s t  1' a z o t e  minéra l  q u i  semble a v o i r  é t é  l e  p l u s  

souvent employé scus  forrne n i t r a t é e  ( NORRIS ( 104 )  ) ou 

arrmoniacale ( WEST e t  I.V'ILSON (1 67 ) FZRRY ( 4 6 ) )ou même 

en cornbinant les aeux sels ( LOP?E e t  EVP-NS ( 7  8 )  ) .  

Les s o u r c e s  organiques  d' a z o t e  u t i l i s é e s  o n t  é té  

e s s e n t i e l l e m e n t  les a c i d e s  glutamique e t  a s p a r t i q u e  

( PEDROSP. (1 1 2 )  ) e t  l e u r s  sels de sodium ou de potass ium 

( BERGZÂSEN ( 7 ) ) , RIGAUD (122 ) , SEERTJOOD ( 1 3 4) . 



AprEs qiielques e s s a i s  avec i î s  a c i d e s  cjlutarnique e t  

a s p a r t i q u e  ncus avons rencncé 2. les u t i l i s e r  en r a i s o n  d e s  changenents 

i n ~ o r t a n t s  2e yE q u ' i l s  p r o v o q u ~ n t  . Nous avons p r é f é r é  nous s e r v i r  

6s l e u r s  s e l s .  

D m S  n o t r e  e x ~ o r i n e n t a t i c n  l ' a z c t e  es t  appor t é ,  dans chaque 

s é r i e  de c u l t u e s ,  à p a r t i r  de c c ~ ~ p o s é s  n inéraux  GU o rgan iques  à , u n e  

concen t r a t i cn  f i n a l e  de  1 g/ 1 . 

S n i t e  aux t ravaux  de 3ATCLIFFE I 9 7 ô  ( 1 1 9 )  montrant  

l ' i n s t a b i l i t é  therrciciue Ce l a  gic tamine , c e s  sources  a z c t é e s  s o n t  

p r é p a r é e s , s t é r i l i s é e s  Fa r  f i l t r a t i c n  e t  n jou tEss  s t é r i l e n e z t  au 

moment 2- l '  emploi ar. r i l i e u  R f r u c t c s é  s â r ~ s  n i t r a t e  a'arnrnonium. 

Nous avons donc ?rS.pare 18 niiioU,.: contenant  coma, source  

azo tée  l e s  c o ~ p o s ~ s  suivanzs  : 

N é  an t 

N i t r a t e  d '  amnoni~~zi 

N i t r 2 . t ~  ?e po+âssiur?. 

N i t r e t e  de sodivm. 

Chlorure  C '  ma~oni i~r r  

S u l f a t e  d ' aAicni l~i i l  

Carbonate a '  aranonim 

Phosphate xnonaarrinoniqne 

9 - Phosphate diammcnique 

13 - Aceta te  d ' amcn iw .  

- 
IL - C i t r a t e  6 'arn.oniw, 

12 - Aspar t a t e  de soCim 

13 - Glutamate de so$.ium 

1 . i  - Glu tana t e  de ~ o t a s s i w ,  

15 - Glu tana t e  Cie soc2ium + 

Glucoriate de p o t z s s i 7 m ( I  g / l )  

16 - E x t r a i t  de l e v u r e  

Nous avons v é r i f i E  q u ' i l  n ' y  a v a i t  Fas de changement tr5s 

appréc i zb l e  du pH a p r s s  a d d i t i o n  di: csiri:osé azo té .  



TABLEAU 10 : CULTURES DE R. ?.IELILOTI SUR NILIEU SYNTHETIQUE 

1 

Sa UCEIE S 

2.11-5 

MI.5 Str 

bi5NI 

9s 

M9 SFJ 
S t r  

A I 4 5  

AI61 

El2001 

PI2011 S t r  

142011 S 2  

* 

R, 7f lL 'CT9SZA 1% , E N  PRESEWCE 3t 

DIFFERENTES SOURCES D '  AZOTE A O, I % ,EN TUBES ,APRES 

1-{ILIEU Fi FRUCTOSE A I % + SOURCE D'AZOTE A O , I %  

. 
Y 

1 2  3 4 5 6 7 3  9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6  

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

+ + - - - - - - - - - + + + + + + + *  

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

+ + + + + + + -  - - - - - - + ++i l -++++ 

+ + + + + , ,  - - - - - - - + ++ ++ ++ ++ 

+ + + + + - ,  - - + + + + + +  - 
+ + - + + - ,  - - - - , + + + + + +  

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

- 
+ + + -  - - + - ,  - + - - - + ++ ++ ++ ++ 

+ + -  - - - + + + -  - - - - + ++ +i ++ ++ 

7 2  NEURES D'AGITATION A 30°C.  
Légende : - : croiss?mce peu ciifferente du temps T = O 

+ : c r o i s s a n c e  f a i b l e  P a r  ..pp,,t au temps = O - 
+ : c u l t u r e  aense supé r i eu re  a u  temps T = O 

++: c u l t u r i  trés dense 

: voir  t e x t e  p. 95  



L e s  r é s u l t z t s  obtenüs  avec l e s  cuLtures  de  P.. n e l i l c t i  e f f e c -  

t u é e s  en tlubes, i n c c u l é e s  e t  incil:~Sos corme hab i tue l l emen t  , s o n t  

p o r t s s  Cans 1- t z b l e a u  10 

L a  c r o i s s î n c e , e I ~  créser?ce d.e r j lu tana te  62 s o d i m  e t  Se pctass ium,  

es t  t r 2 s  s ~ t i s C a i s ~ n t e  ronr  t s u t e s  Les scuches;  e l l e  e s t  s u p é r i e u r e  

9 c o l l e  obtenue avec i ' a s p a r t a t e  de sccïiurii. Notons que 1' aCidition de 

g lucona te  de p o t a s s i i n  dans  l e  ~ i l i e r  cqn tenant  l e  g lu tamate  ne 

semble pas  augmenter  l a  c i o i s s ~ c e  . 

L e s  e s s a i s  r g a l i s g s  a-rec l e  n i t r a t e ,  l e  c h l ~ r u s e  e t  l e  s u l f a t e  

dlanr.oniur. n o n t r e n r  qre s i  l a  c:rcissnnce e s t  poss i : j le  z l l e  n ' e s t  pas  

o?t i r .a le  aprSs 7 2  hcures de c u l t u r e .  

L2 c a r 5 c n a t e , ~ ' à c S t z t e  e t  l e  cit::ate d1ar.mcniuE ne permet ten t  

pas  6.' o b t e n i r  Bes c u l t u r o s  apy.rélciz.bles ,xêrîLe aprgs  7 j o u r s .  

Avant 6 '  adopter p u r  n o t r e  n i l i e c  l e  q lutamate  Se sociium nous 

-avons voulu r eche rche r  s i  12 dose é t a i t  op t imale  e t  s i  b ' a u t r e s  

s e l s  de l ' a c i d ~  9l:lim.ic;ue e t  C s  l 'acic'ie a s p a r t i c u e , a i r i s i  que les 

amides C e  c e s  a c i ü e s , n ' m . & l i c r e r a i e n t  pas  c e t t e  c ro i ssa r ice .  

c )  Inf luence de l a  q\;&itité 6'  à z c t e  pour l a  c u l t u r e  

de R. n e l i l o t i  en milFe2 synthéticrue 

D e s  q u a n t i t é s  c r ~ i s s a c c e s  0 , 5  - 1 e t  2 ç / i  de g lu tzmate  e t  

Ü'aspartcrte de sodiun,i te  ~ctiassi1u';i ek ~'a,m.cnim,,d1asparagine e t  de 

g l u t m l - ~ e ,  s o n t  i n t r o d u i t e s  dlqns 1-.s c u l t u r e s .  Pour des f a c i l i t é s  

de  r ep r5san ta t i - t i on ,  nous âvcns t z a c e  s u r  l a  Zig.  9 p. 9 8  qcle 

les courbos LIS ?Lus s i c n i f i c a t L v e s  pour l a  souche M3Sm, S t r  
A 



FIG. 9 Çtr : ICIFLUCNCE, SUR LA CROISSAIiCL DE R. i IELILOT1 IigSml , 
511 I;ILICL' SY;LTTIiETIÇUZ P.. S .  FRCCTOSC ,DE. LA SOURCE 2' AZÿTf: : 

( A ) GLUTA?.II;JE I%? ; ( ) GLUTIiZ~ATC EZ SODIL-i- IObo ; ( A ) 

G L U T M - A T  DE SODIUI.1 2%; ( 0  ) hSPARAG1:X I % o  , ( O ) ASPARTATE 



Les r é s u l t a t s  sor,k trss vois i i i s  avoc les souches 111 I - 5 S tr 

e t  2 9 1 1 ~ ~ ~  . Il s o r h l e  donc qiie l'cri ~ i i i s s e  u t i l i s e r  l e  g lu tamate  

de sodiurr, 1 2 g  / 1 . 

La glu tm. ine  à 1 s a ~ h l e  Ci~nrier des  résu1. ta ts  s u p é r i w r s  

au g l u t m a t e  2 2 %, pour  2 G I I  Ç t r  , mais l e s  m6thocïes de  mesures 

u t i l i s é e s  nous permet ten t  pas  S ' a f f i r x o r  que les 2 i f f é r e n c e s  obse rvées  

s o n t  s i g n i f  i c a + ' -   es . 

Nos r é s u l t a t s  ? + r a i s s e n t  en p a r f a i t  a cco r8  avec BERGERSEP? ( 7 1, 

RIGALiD ( 1  2 21, e t  conf iunei l t  qüe l r  q l l ~ t a m a t e  de sociiwn. e s t  une 

cxce1lent .e source  c' azo tz  ?ou-  R. n e i i l o t i  ; DELATTRZ I97I ( 3  4 ) 

n ' s s t  ~ c l s  t o u t  2. f a i t  de ce t  a ï i s ,  pour l a  süuche ;.15:1I . 
Pcur aes r a i s o n s  d léccacn . ie ,  de f ac i3 . i t f  de s c l u b i l i s a + , i o n  , 

st 2 r  s t a b i l i t g  ther~.içi::e, noüs arr::s pr65ér6 u t i l i s e r  l e  a l z t m ~ a t e  

de soa iu~; ,  à 2 %, , c= çili c ~ r r e q . o n 6  à 16;; mç G t a z a t e  p a r  l i tre de  

n i l i e u .  

d ) In f lu sncz  de  2.8 n a t u r ?  22 l a  saurce carhcnéo cour  l a  

cu l t i i r e  Ge R. n e l i l o t i  PI. x i l i e u  syn thé t ique .  

S u i t e  aux travnii;; de COGZTCZS (2829) e t  HORdJEZ (61.62) , il nous 

s. pa ru  i n t é r - s s a n t ,  ( l ès  1:? dé5i;t 2e. ce t r a v a i l  do t r a v a i l l e r  avec  

l e  f r u c t o s e  co~mo s u b s t r a t  cz rbcné ,  c 2 c i  d? faqcn 2 supprimer l a  

f c rna . t i ûn  &es p r o d u i t s  a c i d e s  ( ac ide2-cé tc  glucor,iqtie avec l e  

~ L U C O S P )  ar.enm.t UT: a h a i s s e n e n t  î r i l t u l  du pil pr5 j u & i c i & l e  à l a  

c r o i s s a n c e .  



Pour ces  au teurs  l e  f r u c t o s e  f a c i l i t e  l e  démarrage immédiat 

des synthèses  bac tér iennes  e t  f a v o r i s e  a i n s i  l a  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  

De p lus  c ' e s t  un s u b s t r a t  carboné q u i  assure  à R. m e l i l o t i  une 

cro issance  comparable à c e l l e  obtenue avec le  glucose. Contrairement 

à ce qu i  s e  produi t  avec le glucose,  l e  f r u c t o s e  donne une synthèse 

de polyosides notable .  R m e l i l o t i  oxyde une p a r t i e  de ce s u b s t r a t  

en dioxyde de carbone e t  en eau, l e  complément é t a n t  d i r i g é  v e r s  

l a  voie  de Siosynthèse.  Nous avons t o u j o u r s  cons ta té  que l o r s  de 

l a  dégradation du f r u c t o s e  par  R. m e l i l o t i  l e  pH des mil ieux d ' in -  

cubation s e  maintenai t  b ien  aux envi rons  de l a  n e u t r a l i t é ,  

Néanmoins nous avons voulu comparer l e s  c u l t u r e s  de ~ 9 ~ m ~ ~ ~ ~  

e t  2011 Str,  en présence de s u b s t r a t s  carbonés t e l s  que l e  f r u c t o s e ,  

l e  glucose,  l e  d u l c i t o l  , l e  s o r b i t o l ,  1 ' arabinose , l e  saccnarose , 
l e  mannitol e t  l e  g l y c é r o l ,  tous  à l a  concent ra t ion  f i n a l e  de 1% . 

Dl après  l a  f i g .  10 qu i  représente  1' éyolution de l a  c ro issance  

e t  du p H  pour R. r n e l i l o t i  ~ 9 ~ m ~ ~ ~ ~ , i l  a p p a r a î t  que l a  mei l leure  

v i t e s s e  de cro issance  e t  l a  D.O. maximale s o i e n t  obtenues i n d i f f é -  

remment avec l e  f r u c t o s e ,  l e  glucose ou l e  mannitol. L 'a rabinose ,  

le s o r b i t o l  e t  l a  saccharose permettent  a u s s i  des c ro issances  

convenables. Pour 1 es deux souches é t u d i é e s  les r é s u l t a t s  s o n t  - 
analogues. 

On remarquera également que l e  glutamate de sodium peut -ê t re  

u t i l i s é  comme s e u l e  source de carbone pas  c e t t e  souche, 
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Enf in ,  l a  f a i b l e  évo lu t ion  du FE pour t c u s  l e s  s u b s t r a t s  

n o n t r e  que n o t r e  m i l i e u  e s t  b i e n  tar;-onné,ce q u i  f a c i l i t e r a  son 

u t i l i s a t i o n  en fermenteur .  

e )  Déterminat ion de  l a  q u a n t i t é  de  f r u c t o s e  à a ~ p c r t e r  

dans  l e  m i l i e u  ae c u l t u r e  . 

Le carbcne c o n s t i t u e  l ' é l é m e n t  l e  p l u s  abondant dans  l e s  

c e l l u l e s  b a c t g r i e n n e s ,  50% env i ron ,  a l o r s  que l a  t e n e u r  en 

azo te  v a r i e  e n t r e  3 e t  15 % . C ' e s t  donc l a  source  de carbone 

q u i  r e p r é s e n t e  l a  p l u s  granue p a r t  du n i l i e u  de  c u l t u r e .  

Pour é v i t e r  un p r i x  de  r e v i e n t  é l e v é  il e s t  n e c e s s a i r e  

ù'employer un s u b s t r a t  carbon6 r e l a t i vemen t  bon c arc hé e t  de  

déterni iner  l a  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  e t  nGcessaire  Four o b t e n i r ,  

en c u l t u r e  d i scon t inue ,un  renaement c e l l u l a i r e  opt imal .  

Des q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  O à 16g/l de f r u c t o s e  o n t  6 t é  

i n t r o d u i t e s  èans  d e s  c u l t u r e s  en f l a c o n s ,  ensemencées p u i s  

incubées  dans  nos  c o n d i t i o n s  h a b i t u e l l e s .  Les r é s u l t a t s  ( f i g  . 

1 1 j m ~ n t r e n t  q u ' i l  est s o u h a i t a b l e  d ' u t i l i s e r  5 à 10 de 

f r u c t o s e  p a r  l i t r e  de  m i l i e u  pour o b t e n i r  une biomasse optircale.  

f) Exigences en v i t m . i n e s  ùe l a  souche ?JI~SITI~ S t r  . 

Le r 6 l e  de l a  b i o t i n e  e t  d e  l a  thianiine s u r  l a  c r o i s s a n c e  

de  R. m e l i l o t i  a  été r.is en évidence p a r  ue nombreux a u t e u r s .  

W I L S O N  1 9 3 9  ( 1 7 0 )  p r é c i s e  que s i  l a  c r o i s s a n c e  est p o s s i b l e  

s a n s  vi tamine , l ' a p p o r t  de b i o t i n e  es t  n e t t e n e n t  amél ioran te .  

FERRY 1 9 5 9  ( 4 6  ) montre que l a  b i o t i n e  e s t  l e  seül f a c t e u r  

i nd i spensab le  à l a  c rc i ssa r ice  d'une souche S22 . 



Dans une étude p l u s  générale  GRAEAM 1963 ( 50 ) t rouve  que 

s u r  6 3  souches de X~,izobium appartenant  à d i f f é r e n t s  groupes 

d ' inocu la t ion  35 ex igen t  au moins m e  vitamine pour l e u r  croissance;  

s u r  23 souches de R. m e l i l o t i ,  9 seulement o n t  besoin Se b i o t i n e .  

En f a i t ,  s i  l e  r ô l e  de l a  S i a t i n e  semble ê t r e  prépondérant,  ce t t e  

vitamine peut -ê t re  considérée comme indispensable  ou seulement 

s t imulante  se lon  l a  souche u t i l i s é e .  

NOUS avons m i s  en c u l t u r e  dans l e s  condi t ions  h a b i t u e l l e s ,  nos t r o i s  

souches dans l e  mi l i eu  sans v i t m i n e .  La crûissance e s t  t r S s  f a i b l e  

( f i g ,  1 2  ) après  7 2  heures .  La c rc i s sance  e t  l a  d e n s i t é  opt ique sont 

notablement mélior&sdans l e  rr,ilieu addi t ionné de I O  pg/ 1 de 

Diot ine .  Un appor t  c r o i s s a n t  de c ~ t t e  vitaniine ne conduit  pas 2 une 

améliorat ion sens ib le  des r é s u l t a t s  . 
La cro issance  obtenüe apr-s r a p p o r t  simultané de ' thiamine 

( 500 pg/l e t  de S i o t i n e  ( I O  pcj / l )est  pa r t i cu l i s rement  Sonne pour l a  

souche ~ 9 ~ r n ~ ~ ~ ~ .  Dans d ' a u t r e s  e s s a i s  nous avons obtenu des r é su l -  

t a t s  analogues pour l a  souche 2011 l ' e f f e t  f a v o r i s a n t  semble 

moins n e t  pour l a  souche M 1 -sStr. 

I l  e s t  i n t é r e s s a n t  de n o t e r  à cz s u j e t  que l e  l o t  d ' e x t r a i t  de 

l evure  ( Yeast e x t r a c t  Difco 633126 ) que nous avons u t i l i s 6  dans 

nos milieux complets apporte  une q u a n t i t é  de b i o t i n e  v o i s i n e  de 

4 )ig/ g e t  une q u a n t i t é  de thiamine proche de IO0 gg/ g , 

Nous maintenons donc ces  concent ra t ions  dans n o t r e  mi l ieu  pour 

l a  poursui te  de nos t ravaux.  
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mii i eu  

4 .  Synthèse e t  conclusion ........................ 

Tous nos e s s a i s  a b o u t i ~ s e n t  5 d é f i n i r  c0m.e sai t  un 

c u l t u r e  en t iè rement  synth5 t i q u e  pour R. m e l i l o t i .  

Nous l C a p p e l e r o n s  R.S.  ( Rhizobium synthé t ique  ) ,  

s a  composition par  l i t r e  d'eau d i s t i l l o e  e s t  l a  su ivan te  : 

Glutamate c e  sodium ( ORSAN ) ............. 2 , O  g 

..................... Fructose ( ROQGETTE ) I0,O g 

Bio t ine  F(ÂOCHE ) ......................... 10'~ , cl 

................... pH f i n a l  à 25OC 7 , 2  

Pour a p p r é c i e r  l a  va leur  de c e  m i l i e u  il convient  dCcSord  

de conparer  les rendements en c e l l u l e s  v i a b l e s  q u ' i l  es t  

capahle Ge p rodu i re  avec ceux obtenus en mil ieux complets. 

NOUS envisagerons  e n s u i t e  1' é tu6e  de l a  v a l i d i t é  v i s -2 -  v i s  

de quelques souches de R. m e l i l o t i  . 
C e s  t ravaux de synthèse o n t  t o u s  é t é  e f f e c t u é s  au blophoto- 

mètre avec un inoculum f a i b l e  de l ' o r ü r e  Cie I O  bac té r ies /ml .  



a )  Corr'paraiscn ae l a  c u l t u r e  de  2. n e l i l o t i  en  m i l i e u x  

complets  e t  syn thé t iques .  

S t r  
SOUS avons comparL l e s  c u l t u r e s  a e s  souches M Sml , 9 

2 0 1 1 ~ ~ ~  , I I - 5 S t r  ob tenues  s u r  ce n i l i e u  avec  c e l l e s  que 

cionnent les  mi l i eux  complets  RC ,TY e t  d '  ISSJARAN , e t  l e  

m i l i e u  syn thé t ique  R. courariü~~ent u t i l i s é  dans  n o t r e  l abora-  

t o i r e ,  

Le t a b l e a u  1 1 aonne les r é s u l t a t s  ( noyenne Se deux c u l t u r e s )  

Four I ~ s I ~ ~ S ~ ~ ,  

L e s  c u l t u r e s  on t  é t é  semblables  pour les cieux a u t r e s  souches,  

C e s  r é s u l t a t s  montrent  que n o t r e  m i l i e u  RS es t  convenable. 

L a  c r o i s s a n c e  q u ' i l  permet d ' o b t e n i r  es t  beaucoup p l u s  inpor-  

t a n t e  que s u r  l e  m i l i e u  R. f r u c t o s é  e t  s e  montre nêne supe- 

r i e u r e  à c e l l e  obtenue sur m i l i e u  RC. 

Pour l a  souche l l g ~ r n l ~ t r  l a  c r o i s s a n c e  n ' e s t  p a s  exactement 

iUent ique à c e l l e  obtenue avec l e s  n i l i e u x  complets  T.Y. e t  

d1ISIJAP!AN. Il n 'en r e s t e  pas  moins que l a  q u a n t i t é  de  S a c t é r i e s  

obtenue a p r è s  48 heu res , aans  n c s  con2 i t i ons  e x p é x i ~ ~ e n t a l e s ,  est 

v o i s i n e  de  2,s x 1 0 ~  b a c t é r i e s  / m l .  

b )  V a l i d i t é  au m i l i e u  s y n t h é t i q u e  R.S. pour l a  c u l t u r e  de 

R. m e l i l o t i .  

Pour a p p r é c i e r  l a  v a l i d i t é  de n o t r e  mi l i eu  nous avons 

conparé l a  c r o i s s a n c e  de  I O  souches de R. m e l i l o t i  , au 

moyen du Siophotomètre I.W.S.E.R.M. 
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D'AGITATION k 30-C . 

t :I iILUX 

2 .  

i?.S. 

IÇ:jARkl\' 

T.Y. 

R.C. F r u .  

l é c e n d r  : D.0.603 : t i o n s i t 6  optique 3 G93ne 

N 
9 

: nombre  ùe b a c t é r i e s  viables r. IG  /r.l 

P '. p i d s  sec Ses bacterles cn  rc..g/r.l 

T : t e m p s  de g d n e r a t i o n  e n  h e u r e s .  

1' - 
1 pl> 

l~ .O. x 15?b/ml  ng/rr.l hcurrs f ~ n a l  6 9 3  

d l 0  O,S3 1 ' 7 6  4,G4 

I ,D8  2 , 5 I  2 , 6 2  1 , 6 n  

I , G 3  4 , 4 3  ? , O 5  I , 7 0  

2 , 4 0  3 , 1 2  3 , 1 4  I , 6 I  ô,? 

I , 5 4  1 ' 1 4  2 , 2 I  2 , 3 7  6,Ç: 
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XI-5 S t r  

I<SP:I 

i.19 S 

k195mIStr 

APRES 4 3  HECPSS D '  AGITATICXI A 30°C. 

l é c i e n d e  : D.O. - aens i te  o p t i q u e  a 6 9 3  mi 
6 9 3  ' 

P. mg/ml : p o i c i s  sec aes bacteries e n  r.o/n:l 

1 

D.3. P 
6 9 3  m q / n l  

1,74 2 , 4 I  

T l  4 2  2 , 0 5  

I , 5 7  2 , 3 4  

2 ,OI  3 , 0 7  

1,8!3 2,G2 

SOlJCIIES 

AI  4 5 

AIGI  

M200I 

1.12011str 

!.12011S2 

U .3 .  ? D 
aç/sl 

1 ' 6 5  2 , 3 1  

I , 9 2  2,7G 

I , 5 4  2 , 2 4  

I , 2 I  1 , G C  

I , 3 3  I , 7 3  



Le  t a b l e a u  1 2 donne l a  moyenne d e s  r é s u l t a t s  pour 

deux c u l t u r e s  de chaque souchc e f f e c t u é e s  dans  l e s  mémes cond i t i ons .  

C e s  r é s u l t a t s  montrent  que ce  m i l i e u  e s t  u t i l i s a b l e  

pour l a  p roduc t ion  de c e l l u l e s  d e s  d i f f é r e n t e s  souches de 

R. m e l i l c t i  testees. Le po ids  s e c  d e s  b a c t é r i e s  obtenues  a p r è s  

48 h e u r e s  de  c u l t u r e ,  dans  ces c o n d i t i o n s  de  l a b o r a t o i r e ,  e s t  

v o i s i n  de 2 5 3 mg/nl. 

Les rendements p l u s  f a i b l e s  pour 2 0 1 1  Str e t  20IIS2 

cor respondent  à des  t a u x  de c r o i s s a n c e  moins é l e v é s  pour c e s  

deux souches. 

C )  Discuss ion e t  conclusion.  

Pour o b t e n i r  d e s  rendements a c c e p t a b l e s  en  c e l l u l e s  v i v a n t e s  

à e  Rhizobium, e t  en p a r t i c u l i e r  de R. m e l i l o t i , n o s  e s s a i s  de 

l a b o r a t o i r e  nous c n t  c o n d u i t  à r e t e n i r  l e s  n i l i e u x  d'IS:JAP.AN 

e t  TY. comme mi l ieux  c o m p l e t s , e t  l e  c i i i e u  R.S. corme n i l i e u  

syntiié t i 5 u e  . 

C e s  t rc i s  m i l i e u x  nous o n t  permis  d ' o b t e n i r  d e s  q u a n t i t é s  

de  b a c t é r i e s  s u p é r i e u r e t  à celles obtenues  dans  l e s  m i l i e u x  

complets  ( R.C. ,Y,E.M. ) e t  s y n t h é t i q u e s  (R. ,  SY .) p l u s  couranment 

u t i l i s é s  &ans les l a b o r a t o i r e s .  

Il f a u t  remarquer que ,dans 'l 'ensemble, l a  c r o i s s a n c e  de 

R. m e l i l o t i  dans  e  m i l i e u  syn thé t ique  que nous préconisons  

s' accompagne d'une peu impor tan te  de po lysaccha r ides  

p a r  r a p p o r t  aux mi l i eux  d'IS7?AmN e t  R.C. (0,7 à I,25 mg/rnl). 



D e  p l u s  uans c e  n i l i e u ,  ncus n 'avons jamais observé à 

l 'examen m i c r o s c o ~ i q u e ,  de f o r n e s  " anormales " resçer iklant  à ces 

b a c t é r o i c e s .  

Pour c h o i s i r  l e  n i l i e u  l e  n i e u x  aCapt6 2 n o t r e  problème ae 

produc t ion  de b a c t é r i e s  en grande q u a n t i t é  nous envisageons,  

maintenant  a e  r eche rche r  les c o n d i t i o n s  physiques  o ~ t i n a l e s  de l a  

c u l t u r e  dans  l e  mi l i eu  R.S. Nous pensons que l ' u t i l i s a t i o n  

d' un m i l i e u  de c o n ~ o s i t i o n  pa r f a i t emen t  annue,  E q u i l i b r é  , e t  s u r t o u t  

r e p r o d u c t i b l e , e s t  souf ia i tab le  a u s s i  b ien  pour les b e s o i n s  de 

l ' a g r i c u l t u r e  que pour les é t u d e s  de l & c r a t o i r e ,  3 cond i t i on  S i e n  

en tenau ,  d ' o b t e n i r  cies rendenents  s a t i s f a i s a n t s .  

Séannoins il sera n é c e s s a i r e  de pcu r su iv re  c e s  t ravaux  ~e 

synthGse ,e f fec tués  au l a b o r a t c i r e ,  par l ' é tuc ie  comparative d e s  

c u l t u r e s  cians c e s  t r o i s  mi l i eux , au  s t a d e  de l a  p roduc t icn  de 

c e l l u l e s  en ferr r~enteur .  



m RECBERCHE DES COKCITIONS PHYSIQUES OPTI I 'SES  POUR LA 

PRODUCTION DE CELLULES DE R. MELILOTI EN MILIEU SYXTHETIQUE. 

Apras a v o i r  p a s s é  e n  revue l e s  p r inc ipaux  f a c t e u r s  chimiques 

S t r  
pouvant i n t e r v e n i r  s u r  l a  c r o i s s a n c e  Ce R - m e l i l o t i  M9SmI 

dans  l e  m i l i e u  s y n t h é t i q w  RS , e t  avan t  d ' e n t r e p r e n d r e  l a  m i s e  

au p o i n t  de  l a  p roduc t ion  d e s  c e l l u l e s  en f e r m e n t e u r , i l  e s t  

n é c e s s a i r e  d '  é t u d i e r  les f a c t e u r s  2hysiques  les p l u s  impor t an t s .  

Nous essayerons  ,pour  d e s  c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  en  f i o l e , d e  
f i x e r  success ivenent  : 

- l ' i n p o r t a n c e  de 1' i nocu lm de d é p a r t .  

- l a  t empéra ture  op t imale  de c ro i s sance .  

- l e  p H  i n i t i a l  du m i l i e u  de c u l t u r e .  

Enfin nous e n v i s a ~ e r o n s  l e  r ô l e  impor t an t  que peuvent a v o i r  

l ' a é r a t i o n  e t  l ' a c i t a t i c n  de l a  c u l t u r e  s u r  l a  q u a n t i t é  de 

c e l l u l e s  v i a b l e s  p r o a u i t e s  , c e t t e  é t a d e  ne peu t - ê t r e  envisagée que 

dans  6es  c u l t u r e s  2 f f e c t u é e s  en fermenteur .  

1 . INFLUEi'J'CE DE LI: ÇUANTITE D ' I?;OCULU2I. 

Il e s t  S i e n  connu depu i s  l e s  t r avaux  de  iblOWOD 1 9 4 2  ( 9 1  ) 

que l a  phase ce l a t e n c e  d 'une  c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  est  t o u j o u r s  

p l u s  longue avec des  ensemencements f a ib l e s .  La  r a p i d i t é  de 

produc t ion  ae c u l t u r e s  aenses ,  s u r t o u t  e n  m i l i e u  syn thé t ique ,  

dépend donc beaucoup de 1' importance de  1 ' ensemencement de d é p a r t .  



S i  l a  t a i l l e  de  l ' inoculurn i n f l u e  grandement s u r  l a  durée  

de l a  phase de l a t e n c e , e l l e  n ' i n t e r v i e n t  pas  s u r  l e  t a u x  de l a  

c r o i s s a n c e  136,137) 

Pour e s s a y e r  de  dé te rminer  l ' impor t ance  de l ' i n o c u l m  

pour les  f e rmen ta t ions  ,nous avons e f  f  ec tuL a e s  c u l t u r e s  de 31g~mls t r  

en  erlenmeyer de 750 m l  con tenant  250  m l  ue n o t r e  m i l i e u  R.S. 

Les n i l i e u x  amenés au p r é a l a b l e  à l a  température  de 30°C, s o n t  

ensemencés avec des  inoculums d' importance c r c i s s a n t e .  Ceux-ci s o n t  

p r é p a r é s  p a r  a i l u t i o n s à  p a r t i r  d 'une c u l t u r e  ce  2 4  heu re s  en m i l i e u  

R.S. contenant  env i ron  1 ,8  . 1a7 b/ml en p l e i n e  phase e x p o n e n t i e l l e .  

Les e f f e t s  Ce 1' inoculum s u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l a  v i a b i l i t é  i!e 

Xhizobium s o n t  é v a l u é s  p a r  mesure de l a  d e n s i t é  op t ique  e t  par  nulcl..é- 

r a t i o n  d e s  c e l l u l e s  v i a b l e s ,  

Les r e s u l t a t s  ( 2  i g .  1 3 ) montrent  que l a  durée  Qe 'la phase de  

l a t e n c e  est  i n v e r s e n e n t  p r o p o r t i o n n e l l e  3 l ' i n p o r t a n c e  de  l ' inoculum . 
Dms nos c o n a i t i o n s  expér imenta les  l a  c u l t u r e  au  d é p a r t  ne d o i t  pa s  

c o n t e n i r  ir.oins de 1 3 ~  c e l l u l e s  v i û b l e s  p a r  m l  . mous avons v é r i f  i E  

qu'un inoculum a u s s i  i rcpor tant ,  i n t r o d u i t  Cans n o t r e  c i l i e u  syn thé t ique ,  

ne provoquai t  aucune mod i f i ca t ion  a p p r é c i a b l e  du p H  . 
La r éàuc t ion  ou t enps  C e  l a t e n c e  correspondant  à une augmenta- 

t i o n  d '  un f a c t e u r  I O  ae l a  t a i l l e  de 1' inoculum ( LIO de SEIDA ( 1 3 6 

,137) es t  d ' env i ron  2 heures .  

Une i n o c u l a t i o n  impor tan te  r é d u i t  donc l e  temps q u ' i l  f a t l t  Four 

o b t e n i r  l e  maximum de  c e l l u l e s  v i a b l e s  m a i s  diminue a u s s i  les chances  

de v o i r  s' i n s t a l l e r  une contaminat ion.  
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7 Un inoculum ccn tenan t  p l u s  â e  3 , 3  . IO b e c t é r i e s / m l  n '  aug- 

mente pas consicCr&lernent l e  norbre  de c e l l u l e s  v i a b l e s  obtenues  

( f i g .  1 4  . Par  a i l l e u r s  nous avons t rouvé  d e s  r é s u l t a t s  t r è s  

v o i s i n s  pcur les  scuches  !,l 1-sStr e t  2011 S t r  . 

Les  t r avaux  de S H I D A  1975 (13 7 )  o n t  montré que l a  t empéra ture  

d ' i ncuba t ion  &'une c u l t u r e  b a c t é r i e n n e  a v a i t  une i n f l u e n c e  , non 

s e u l e c e n t  s u r  l e  taux de  c r o i s s a n c e  de l a  b a c t é r i e t m a i s  a u s s i  s u r  l a  

du r se  de l a  phase de l a t e n c e  de l a  c u l t u r e .  S i  1' inoculum e s t  " l a r g e w  

l a  t e n p s r a t u r e  3 l a q u e l l e  s ' e f f e c t u e  l a  c u l t u r e  peu t  a v o i r  une grande 

inpor tance  s u r  les renCenents b a c t é r i e n s .  Z l l e  i n t e r v i e n t  également 

s u r  l a  v i a b i l i t é  Ge c e s  c e l l u l e s  à u r a n t  l a  c u l t u r e  (162)  . 
Pour rechercher  l a  tempsra ture  l a  p l u s  f avo rab le  à l a  p roduc t ion  

de c e l l u l e s  v i a b l e s  de R. m e l i l o t i  M ~ s ~ ~ ~ ~ ~  dans  n o t r e  mi l i eu  

nous avons e f f e c t u é  Ges c u l t u r e s ,  en f l a c o c s ,  2 d i f f é r e n t e s  t empéra tures  

e t  e n  a g i t a t i o n  con t inus  s u r  a g i t a t e u r  de K M N  ( env i r cn  3 0  r o t a t i o n s  

~ a r  minute  ) . L' inccu lun  de a s p a r t  e s t  de 1' o r d r e  de 1 , 2  . I O  7 

~ a c t é r i e s  Far  m l  . La c r o i s s â n c c  e s t  app réc i ée  p a r  nesu re  &e l a  

d e n s i t s  op t ique  a 600 nm e t  p a r  dgnorbrement cie c e l l u l e s  v i & l e s .  

D'après les r é s u l t a t s  a e  l a  ficj. 15 il s e r b l e  que,  dans  nos 

c o n a i t i o n s  expér imenta les  , l e  t a u x  de c r o i s s a n c e  de ?lgSnI str s o i t  

op t imal  2 28'C : p = 0,52 d i v i s i o n  / heure ,  



L e  dénombrement C e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  ap rès  6 0  heures  de 

c u l t u r e  e s t  par  c o n t r e  supé r i eu r  à 30°C; il e s t  de l ' o r à r e  de 

9 2,5,IO b a c t é r i e s  pa r  m l .  Xous re tenons  donc c e t t e  température  

de 30°C pcur nos c u l t u r e s  en f e rnen teu r .  

III. IiÜFLUENCE DU pH IliITIAL 3E LA CULTURE. 

Le  mutant acido- t o l é r a n t  M9Sm 
1 

Str 2e RAIiOTOARISOA ( 1 1 8 ) 

peut  se développer à p H  ac ide  mais avec un temps Ce genéra t ion  

t r è s  long,  de l ' o r d r e  àe I O  heures  àans  l e  mi l i eu  RC f r u c t o s e  

Cet  au teu r  s i g n a l e  que c e t t e  souche se développe p l u s  v i t e  

.quand l e  pH du mi l i eu  a u g e n t e , e l l e  s e  6 i v i s e  en 2,56 heures  

à ph 7,O; l a  souche M9S dont  il e s t  i s s u  se d i v i s a n t  dans les 

m ê m e s  cond i t ions  en 1 , 7  heure.  

I l  es t  iziportant de c o n s t a t e r  que malqré l a  c ro i s sance  f a i b l e  

e t  l ' a c i d i t é  du m i l i e u , l e  mutant n e  pe rè  pas  de son i n f e c t i v i t é  

e t  quFF1 est a u s s i  e f f i c i e n t  3 -pl: ac ide  qu'à pE v o i s i n  de l a  
n e u t r a l i t é ,  

Sachant c e l a  nous avons essayé C e  d é t e m i n e r  l e  p H  l e  p l u s  

f avorab le  à l a  product ion de c e l l u l e s  v i a b l e s  de l a  souche de 

R .me i i io t i  M9SmI Str dans n o t r e  mi l i eu  synthé t ique .  D e s  c u l t u r e s  

en f l a c o n s  a g i t é s  à 30°C o n t  étE e f f e c t u é e s  à d i f f é r e n t s  p H ,  

7 avec un inoculum de d é p a r t  de  l ' o r d r e  de 1,2 - I O  b a c t é r i e s  p a r  m l .  

La c ro i s sance  es t  s u i v i e  p a r  mesure de l a  d e n s i t é  opt ique à 

600nm e t  p a r  déncmbrement d e s  c e l l u l e s  v i a b l e s .  
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D' a p r e s  l e s  r é s u l t a t s  de  l a  f i c .  1 6 , il senb le  

que dans nos c o n d i t i o n s  e ~ p é r i m e n t a l e s ~ l e  t aux  de c r o i s s a n c e  
S t r  

ae H9SmI s o i t  op t ima l  quand l e  p H  i n i t i a l  du n i l i e u  de  

c u l t u r e  e s t  v o i s i n  d e  7 - 7,2.  

On c c n s t a t e  que l a  Ùurée de l a  phase de l a t e n c e  e s t  

a '  a u t a n t  p l u s  f a i b l e  que l e  pH i n i t i a l  es t  proche de c e t t e  

va l eu r .  

Avant de r e t e n i r  ce pH opt imal  de 7 - 7,2 il conv ien t  de 

v é r i f i e r  s i  l a  popula t ion  des  c e l l u l e s  v i a h l e s  posséde touf  o u r s ,  

a p r è s  c e t t e  c u l t u r e  5 pK n e u t r e , l a  p r o p r i é t é  d 'ac ic io- tolérance 

ce l a  souche de d é p a r t .  

VEirif i c a t i o n  C e  1' acido- t o l é r a n c e  de i49SmT S t r  a p r è s  

c u l t u r e  à pï-i 7,2  

L a  souche a e  a é p a r t  a ~ r è s  c u l t u r e  s u r  l e  milieu R s 

p1-f 5 , 9  ( M9Sin 
S t r  

1 - 5 , 3  ) e t  l a  souche a p r s s  c u l t u r e  dans  l e  

mSne m i l i e u  4 pI1 7,2 ( : 1 ~ ~ m ~ ~ ~ ~  - 7,2  ) s o n t  c e n t r i f u q é e s .  

Le c u l o t , r e p r i s  e t  l a v e  en  l e  m e t t a n t  en suspensicn dans  l e  

tarr.pon TXP es t  2 nouveau c e n t r i f u g é ,  p u i s  r e p r i s  dans  d i f f é r e n t s  

t S e s  contenant  I O  m l  de n o t r e  rn i l i eu  9 a i f f é r e n t s  pH. 

7 
LI inoculurr, iie d é p a r t  es t  de 1' c r d r e  de 1,I-IO b a c t é r i e s  p a r  m l  

pour t ous  les tubes .  
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C e  t a b l e a u  montre que l a  souche p19~SStr, après c u l t u r e  à 

pu 7,2 garde un p H  l i m i t e  approximativement iden t ique  3 c e l u i  

de l a  souche ayant c u l t i v é  3 pH 5,9. On peu t  donc penser  que 

globalement sa t o l é r a n c e  a c i d e  es t  maintenue. 
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C e  f a c t e u r  n e  p e u t - ê t r e  é t u d i é  v a l a b l e n e n t  que s u r  d e s  

c u l t u r e s  e f f e c t u é e s  dans l e  f e m e n t e u r  u t i l i s é  pour l a  ~ r o c i u c t i o n  

de  c e l l u l e s .  En e f f e t  l e  t r a n s f e r t  d e  l ' oxygène  au s e i n  du m i l i e u  

j u squ ' au  n iveau  c e l l u l a i r e  c o n s t i t u e  un problème c r i t i c u e .  

I l  ne c é p e n ~  pas  s e u l e n e n t  d u  d é b i t  d e  l ' a i r  i n j e c t é  e t  de  l a  

v i t e s s e  a '  a g i t a t i o n  , n a i s  a u s s i  de  n o ~ b r e u x  a u t r e s  para?iètres 

i n h é r e n t s  à 1â z & o r ~ t r i s  du & a c t e u r .  

1) n c t i o n  de K . a  
L --------------- 

L e s  c u l t u r e s  s o n t  a g i t 6 e s  e t  a é r é e s  p a r  i n j e c t i o n  d ' a i r  

s t é r i l e , s o u s  p r e s s i o n .  A cause  de l a  très f a ib l e  s o l u S i l i t é  d e  

l ' oxygène  e t  de  son a b s o r ~ t i o n  r a p i a e  p a r  les b a c t é r i e s  il f a u t  

l e  r e n c l a c e r  con t inue l l emen t  . S i  l a  c c n c e n t r a t i c n  du n i l i e u  en  

oxygène descend en C!essous d ' une  v z l e u r  c r i t i j u e , o n   eut c o n s t a t e r  

d e s  t r o u b l e s  mé tabc l i ques  q u i  peuvent  n e r t u r S e r  l a  p roduc t i on  e t  

e n t r a î n e r  l ' a r r ê t  de  l a  c r o i s s e n c e  . 
L e  f a c t e u r  l i x i t a n t  l a  c r o i s s a n c e  est  donc e s s e n t i e l l e m e n t  

l a  c o n c e n t r z t i o n  en  oxygène Gissous  dzns  l e  c i l i e u .  

Tour é v a l u e r  l ' e f f i c a c i t é  d e  1' a é r o t i o n  on c a l c u l e ,  Fa r  

l a  méthoae ce COOPER (1 373 , l e  c o e f f i c i e n t  6' a ~ s o r ~ t i c n '  ( ou d e  

t r a n s f e r t )  v o l u z é t r i q u e  dtcxyg8ne XL . a . Il  s ' expr ime  en  

mi l l i n io l e s  C'cxygène pa r  heu re  e t  p a r  l i t r e  àe m i l i e u .  



Cette v a l e u r  acnne  une bonne approx imat ion  de l a  capacité 

c i '  cxygéna t ion  du n i l i e u  contenu d a n s  l e  fe rmenteur .  

La f i g u r e 1 7  donne,en  f o n c t i o n  de l a  v i t e s s e  d '  a g i t a t i o n  du  

f e r m e n t e u r  NEW - BRUNSUICK , modèle 1 9  , les v a l e u r s  du KL.a , 

F I C  .1? : COEFEICIEST DE TPG-IiSFCRI VULL'IETI'JQL'C D' 0XYGE::E: (KT . a) 
Y 
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Les r é s u l t a t s  do iven t  ë t r e  i n t e r p r é t é s  avec p récau t ion .  En 

e f f e t  i ' ü s a ~ e  Inontro que l a  v a l e u r  de  l ' a b s o r p t i o n  de 1'o::yqène 

p a r  une suspension G e  c e l l u l e s  microbiennes  dans un m i l i e u  contenu 

dans  un fermenteur  es t  en r é a l i t é  p l u s  f a i b l e  que c e l l e  t r o u v é  

p a r  l a  métnode au s u l f i t e  de COOPER . ï2e p l u s  1' augmentation de  

l a  v i s c o s i t é  du m i l i e u  p a r  p roduc t ion  de  po lyos ides  n o d i f i e  a u s s i  

fo r tement  l e  t r a n s f e r t  a '  oxygène. 

2 )  r echerche  du K . a opt imal  . 
----------,---L------------- 

Nous avons réal isé d e s  c u l t u r e s  de  M,Sm, 
2 * 

Str. dans  n o t r e  

mi l i eu , en  fe rmenteur  NEi  -BRUNSWICK M 19 , L e s  c o n d i t i o n s  expé- 

r i m e n t a l e s  s o n t  c e l l e s  que nous avons ~ é t e r m i n é e s  p a r  a i l l e u r s :  

- I O  l i t r e s  l e  m i l i e u  Ge c u l t u r c  R . s . ~  pi; 7,2 

- i n o c u l a t i o n  p a r  1 l i t r e  de  c u l t u r e  de 2 4  h e u r e s  en f i o l e  

a g i t é e , d a n s  l e  mêne m i l i e u ,  de  f acon à a v o i r  1.107bactéries 

p a r  m l .  au d & p o r t  

- tempgrature  : 30°C, 

Pour chaque c u l t u r e  ncus avons f a i t  v a r i e r  l a  v i t e s s e  Qu 

d i s p o s i t i f  d'  a g i t a t i o n  t o u t  en  maintenant  l e  d é b i t  c o n s t a n t  

( 3l /min ,duran t  t o u t e  l a  au rée  de  la fe rmenta t ion .  Le t a b l e a u  14 

e t  l a  f i ~ u r e  1 8 , rcontrent 1' i n f l u e n c e  du c o e f f i c i e n t  de t r a n s f e r t  

volumétrique d' oxyq6ne s u r  l a  production de c e l l u l e s  de  

R b  m e l i l o t i  x Sm Str pour d e s  c u l t u r e s  de 4 2  heures .  
9 1 
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Les renaements les p l u s  i n t é r e s s a n t s  c n t  é t é  obtenus  

peur  ces v a l e u r s  a u  KT . a v o i s i n e s  de 28 nh;i d 'oxyqène par l i t r e  e t  
L1 

rar heure .  C e t t e  v a l e u r  cor respond ,  dans l e  modzlc de fermenteur  

que nous u t i l i s ~ n s  e t  pour un d 6 b i t  d '  a i r  ae 31/r;;in,B une v i t e s s e  

d ' a g i t a t i o n  de 170 Zi 2 0 0  t c u r s  p a r  n inu te .  

C e s  c o n s t a t a t i o n s  nous on t  ci'abord Qtonne mais nous les 

avons v e r i f i é e s  à p l u s i e u r s  r e p r i s e s .  Dans les c u l t u r e s  a é r o b i e s  

h a b i t u e l l e s  l ' a u ~ r ~ e n t a t i c n  ue l ' a e r a t i o n  es t  ind i spensab le  au f u r  

e t  Zi mesure que l a  c u l t u r e  se développe. D e s  c u l t u r e s  de Rhizobium 

e f f e c t u é e s  dans  ce s  a e r n i è r e s  c o n a i t i o n s  ne nous o n t  pas donné d e s  

~ u a n t i t é s  ce L a c t e r i e s  p l u s  i ï z ~ o r t a n t e s .  3 . a e l i l o t i  n e  semble conc 

pas n é c e s s i t e r  pour s a  m u l t i p l i c a t i o n  une t e n s i o n  d'oxyggne t r G s  

impor tan te .  ;Jeus pensons, corme de ncrbreu:; a u t e u r s  (34-35 ) que 

?&izobiürr. es t  une S a c t é r i e  a6rcSie  q u i  possede une tenaance n e t t e  

à l a  n i c r o a S r o p n i l i e .  

EXTOLA ( 4  4 ) a démontré que 1' oxygene n '  a une grande in-  

f l u e n c e  s u r  l e  taux  üe c r o i s s a n c e  c e  3. n e l i l o t i  , qu 'au cessous  c ' u n  

t aux  ae 2 3  m l  02/ 1.h. Cet  a u t e u r  ind ique  Ggalement qu 'en présence  

C'une concen t r a t i on  q u a r a n t e  f o i s  p l u s  S levée  les courbes  de c r o i s -  

sance r e s t e n t  i den t iques .  

En f a i t  VAN SCLiPSVLiJ (1 5 5 ) montre qi?e les  v a l e u r s  du  

d é b i t  d ' a i r  peuvent v a r i e r  de  0,5 à 120 1 c ' a i r  p a r  l i t r e  de 

m i l i e u  e t  p a r  heure  , s u i v a n t  les  souches , l e  rî.ilieu, e t  les f e r x e n t e u r s  



Une a é r a t i o n  de  51. d ' a i r  / 1. h. semble ê t r e  adéquate  pour 
2 .  t r i f o l i i  T.A 1 

ROUGELEY ( 1 2 7 ) i n a i q u e ,  pour l a  souche de R. m e l i l o t i  T*, 

9 que l e  nombre de  b a c t é r i e s  v i a b l e s  Fas se  de  0,I. I O  3 3,s . 
9 I O  S/ml quand l e  d é b i t  d ' a i r  pa s se  a e  1 à 5 1 p a r  l i t r e  C e  

m i l i e u  e t  p a r  neure .  Il n 'y  a t o u t e f o i s  aucune augmentation 

de rendement s i  l e  d g b i t  e s t  p o r t é  à I O 1  d 8 a i r / l . h e u r e  

Les c o n d i t i o n s  op t imales  r e q u i s e s  pour o b t e n i r  

d e s  renaements é l e v é s  Ge c e l l u l e s  v i a b l e s  de R.  m e l i l o t i  

'J Sm 
"9 1 Str dans n o t r e  m i l i e u  R. S. ,  s o n t  donc : 

Io) i n o c u l a t i o n  impor tan te  à e  l ' o r d r e  B e  107b/nl  à p a r t i r  

d 'une p r é c u l t u r e  en phase e s p o n e n t i e l l e  de  c r o i s s a n c e  

2') t e n p é r a t u r e  de c r o i s s a n c e  op t imale  : 30°C 

3O) pB i n i t i a l  du m i l i e u  ae c u l t u r e  : 7 , 3  - 7,2 

4 ' )  c o e f f i c i e n t  de  t r a n s f e r t  vclumétr ique d'oxygène : 

KL.a de l ' o r d r e  d e  28 ~No , / l . h .  
a. 



1 c 1 - PRODUCTIOiI El: IGiSSE i3E R H I Z O B I U M  :IELILOTI 

1. PRODUCTION DE RfiIZOBIu'iJ1 MELILOTI EN MILIEUX CO?IPLSTS 

Nous avons commencé pa r  v o i r  s i  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  précé- 

demment au biopnotomètre a l l a i e n t  se conf i rmer  au s t a d e  a e  l a  

p roduc t ion .  Pour c e l a  nous avons e f f e c t u é  d i f f é r e n t e s  c u l t u r e s  en 

fe rmenteurs ,dans  les mi l i eux  c o n p l e t s  e t  syn thé t iques  que n o u s  avons 

s é l e c t i o n n e s  e t  dans  les c o n ~ i t i o n s  o p t i n a l e s  que nous avons d é f i n i e s  

pour l a  soucne M SmI 
9 

Str e t  l e  m i l i e u  R.S ,  

L e s  n i l i e u x  R. e t  RC, courarment u t i l i s é s  nous o n t  se r -~ i  

ae mi l ieux  t é x o i n s .  

Le  suc re  u t i l i s é  a t ~ u j o u r s  é t é  l e  f r u c t o s e  . Pour chaque 

expér imenta t ion  l e  m i l i e u  de  p r é c u l t u r e , p r e p a r é  en f i o l e  à t o x i n e , e s t  

i d e n t i q u e  à c e l u i  de l a  f e rmen ta t ion  . La p r é p a r a t i o n  de c e s  c i l i e u x  

a  été d é c r i t e  dans  l e  c h a p i t r e  11.11 est  t o u j o u r s  ensemencé p a r  I O m l .  

de souche conservée à-20°C en  n i l i e u  R.C. f r u c t o s é  g l y c é r o l é .  

L' i ncuba t ion  a e  l a  p r é c u l t u r e  s e  p o u r s u i t  2 0  à 2 4  heu re s  à 30°C, 

s u r  a g i t a t e u r  r o t a t i f ,  ( D.O. à 600  n m  de 0 , 5  à 0'8 ) . 
Les m i l i e u x  de f e rmen ta t ion  s o n t  t o u j o u r s  p r é c h a u f f é s  

à 3O0L ce façon à r é c u i r e  l a  phase d e  l a t e n c e .  



Les r é s u l t a t s  r a s s e r b l é s  dans l a  fig. 1 9 e t  l e  t-bleaü 15 

r ion t ren t  que c ' e s t  l e  m i l i e u  empirique d' IS!.7ARm q u i  permet Ü'oDtenir  

l e s  rendements l e s  p l u s  impor t an t s  eri c e l l u l e s  v i a b l e s  pour la 

souche ~ ~ s r n ~ ~ t r  . . L a  produc t ion  d ' exopolysacchar ides  dans ce  

m i l i e u  a p p a r a î t  rapidement ( 12 à 24 h e u r e s )  e t  a t t e i n t  d e s  t aux  é l e v é s  

( 2 a 3 000 pg/ml 1. Le m i l i e u  a e v i e n t  trés v i t e  visqueux . Dans nos  

c o n d i t i o n s  de l a b o r a t o i r e  nous n t  avons j mais s u  r écupé re r  conve- 

nablement l a  biomasse obtenue dans ce n i l i e u .  

Corne nous  l ' a v i o n s  déjà vu an té r ieurement  l e  m i l i e u  empirique 

T.Y. permet a u s s i  8 ' o b t e n i r  r ap idenen t  un nor~bre  impor tan t  de c e l l u l e s ,  

mais e l les  s o n t  t r é s  v i t e  l y s é e s ;  l 'examen au microscope de c e s  

c e l l u l e s  montre un nombre i m ~ o r t a n t  àe c e l l u l e s  norphologicjuenent 

Lanormale s, 4 - - 

Le n i l i e u  syn thé t ique  R. S . ,  dans  les c o n d i t i o n s  op t ima le s  que 

nous avons o é f i n i e s ,  permet d ' o b t e n i r  en fe rmenteur  des  q u a n t i t é s  de  

c e l l u l e s  v i a b l e s  ae R. m e l i l o t i  t r é s  s a t i s f a i s a n t e s .  E l l e s  s o n t  

t o u j o u r s  s u p é r i e u r e s  P c e l l e s  ob tenues  en m i l i e u  syn tné t ique  ir. e t  

même en  mi l i eu  complet R.C. Les rendements s u r  ce  m i l i e u  s o n t  a s sez  

malocjues à ceux ob tenus  en  m i l i e u  T.Y. 

Zn m i l i e u  R.S. l e s  q u a n t i t é s  ci 'exopalysùccharides p r o d u i t e s  

s o n t  moyennes ( 0,7 à 1,s m/ml en 48  h e u r e s ) .  Jamais nous n ' avons  

observé , à 1' examen microscopique,  de formes " anormales" ressemblan t  

à d e s  b a c t é r o f à e s  . 



ZIG. 1 9  : CROISSANCE DE R.  XELILOTI ~ i ~ ~ m ~ ~ ~ ~  ~ î i  FERMENTEUR 

NFd-3RUNS'riICK M 19 , EN MILIEUX COtrZPLETS ET SY:TrHETIQUES 

A 30eC -KL.a = 2 8 r n M 0 ~ l - ' . h ~ ~ ,  ( A)iaILIEU R.S. ; ( A )MILIEU R. 

( O ) 24ILIEU D' ISIIJARAiJ; .( 1 MILIEU RC; ( rn ) MILIEU m. 



MOUS r e t r o u v o n s  b i e n  i c i ,  au s t a d e  de  l a  p roduc t i on  en  f e r -  

menteur ae l a b o r a t o i r e ,  les  m ê m e s  c o n c l u s i o n s  que nous a v i o n s  ob t enues  

pour l es  c u l t u r e s  en t u b e s  e t  en  f l a c o n s  . 
Le m i l i e u  s y n t h é t i q u e  R.S. nous  sen  b l e  donc ê t re  un m i l i e u  

b i e n  aaap t é  3 n o t r e  p rob lène  de  p roduc t i on  en  qrande q u a n t i t é  ae 

c e l l u l e s  Qe R. m e l i l o t i , e t  en p a r t i c u l i e r  pour l a  souche a c i à o - t o l é r a n t e  

S t r  X9SmI . 

II . PRODUCTION , EN MILIZU R. S ., DE RHIZOBI.EM hELILOT1 M?Sml S t r  

Le t a b l e a u  15 montre les r é s u l t a t s  ae 6 essais de c u l t u r e s  

S t r  
en fe rmenteur  de l a  souche M9SmI de ~oTOAR1ISOA (1 18) dans  des 

c o n d i t i o n s  e x p é r i n e n t a l r s  r igoureusement  d é f i n i e s .  

TABLEAU 15 : PRODUCTIONS DE R. IfELILOQI l + l 9 ~ n ~ ~ ~ ~ ,  APRES 42 HEURES 

DE CULTURE EN F E R ~ ~ ~ E ~ ~ T E U R  NL7?-BRUiiS,:7ICi< MI9, CI; MILIEU 

R.S. ; A 30°C;KL.a = 2 9 1 ï ~ ~ 1 0 ~ . 1 - ~ . ~ ~ .  

ESSAIS I.JO 

CûiJCErITAWTIOrd 1 
D.3 .FINALE POIUS SEC I\IUidERATIO1J FINALE 

A 600 nm ncj.  IL^-1 N b a c t é r i e ~ . m l - ~  

1 

2 

3 

4 

5 

6 

1 

7 f s o  2 , 7  4 , 4  . 109 l 
8 , 20  3 , 2  5 , 2  . 109 

9 
7,82 2,5  4 , 7  . I O  

7,50 3 ,8  . I O  
9  

2 , 3  
9 

7,02 2 ,8  3 , I  . I O  

6, I O  2  ,4' 2 ,7  . I O  
9  



Un volume de p r é c u l t u r e  es t  i n t r o a u i t  dans  l e  fermenteur  de 

façcn  5 ~ S t e n i r  une 2.9. 2 600  nn .  v o i s i n e  Cie 0 , O I  , cor respondant  

B env i ron  1. IO ' B / m l  1 

Tcutes  les c o n d i t i o n s  op t imales  c é f i n i e s  c i -uessus  ~ o n t ~ r i g o u -  

reusement r e spec t ées .  D e s  prélèvements a s e p t i q u e s  e f f e c t u é s  réqul iS-  

rement permet ten t  de p r a t i q u e r  un c o n t r ô l e  de p u r e t é  p a r  exanen microE 

copique e t  l e s  mesures d ' é v a l u a t i o n  de la c r c i s s a n c e  ( D.O. à 6 0 0 m  , 
p c i d s  s e c  de S a c t é r i e s ,  numération a e s  c e l l u l e s  v i a b l e s  ). Dans c e r t a i n s  

c a s  de produc t ion  impor tan te  d ~ ~ o p o l ~ s a c c h a r i d e s  nous avons & t é  amenés 

B c o n n a î t r e  rapiüernent l e u r  t eneu r ,  rGxc approximative,  dans l e  m i l i e u ,  

a i n s i  que l a  q u a n t i t é  d ' o s e  r é s i d u e l  e x t r a c e l l u l a i r e .  

T A ~ U X ~  16 : PRODUCTION DE R. ,"IELILOTE ,APRES 4 2  HEUPXS DE 

CULTURES EN FERiENTEUR  NE^ -BRUNSSTICK 14 19,  EN 

X I L I E U X  SYNTHETïûUES ( R ,  R. S. ) ET COPIPLETS (1 SVJAPAH, 

TY,R.C.  ) A 3 0 ° C ;  XL .a=  2 8  i;W 1 - . '  . h- 1 .  
2 

MILIEVA 

R 

R.S .  

1 S i A r n X  

T.Y. 

R O C .  

iJOi4ESE Dl2 CELLULES V1ABlXÇ x 10'. m l  - 1 

2011 Strj 
S t r  4 . 1  - 5 I l  Sn S t r  

9  1 

0,6 I , I  o t 9  

3 , 5  5,8 4 1  1 

5 , I  8,6 6 t 4  

3 , 3  5,2 4r7 

2 t 4  3 t 7  3 , 8  
- 



~1Ci.20 s c ~ I S S ~ Z I C E  EE P.. MELIIÛTT ::95nlStr Ei FESlE:;TEUH 

NEt.1-i3RüI:SWICK 'M 19 - .%LIEU R.S. - pi1 7,2 - 33-C - 
KL .a : 28~210, -1' 1. h'l , ( A ) ZVLiLUTI0:i 3Li tIÿI.!Ij?G DE 

4, (3 
BXCTETJZS VIkX3LZS ; ( 0 1 CCAiYi"'ïTE D' C>::~POLISI\CCH~IXI ? E S ,  e.2. 

C O ) FRUCTCSZ I?ESIDULL'EXT&\CEYIL'WRE; ( A ; EVÛLUTIOi: 3U pE 

DU I-=LIEU. 



A ~ r è s  40 5 4 2  heu res  il e s t  p o s s i b l e  de p roau i r e  cians ce  mi l i eu ,  

e t  ce c i  ae façon très r e p r o c u c t i b l e  ,un rendement de 3 à 5 x 

9 I O  b a c t é r i e s  p a r  a l  de m i l i e u  de c u l t u r e .  

Sur l a  f i g u r e  2 0  on peu t  v o i r  que l e  pl1 du m i l i e u ,  n ' e s t  que 

très peu moOif i é  t o u t  au long  de l a  c u l t u r e .  L e  f r u c t o s e  e s t  

e n t i è r ~ r e n t  u t i l i s é  a c r e s  4 0  ! ~ s x r e s  pûur 12 pro2uc t ion  de  c e l l u l e s  
e t  l a  syn thèse  de po lysacchar iues .  

Le aémarrage immédiat a p r è s  1 ' i n o c u l a t i o n  con5 i rme 1' importance 

de  c o n d i t i o n s  expé r imen ta l e s  d é f i n i e s  an t é r i eu remen t  . On peu t  

également n o t e r  1' importance de l a  loncueur  ~e  l a  pnase exTo- 

n e n t i e l l e  de  c r o i s s a n c e  q u i  dure  pratiquerrient t o u t  l e  temps de 

Drap rés  l e  t a b l e a u  1 5  il est  p o s s i b l e  a u s s i  de c o n s t a t e r  que 

l a  mesure de d e n s i t é  o p t i q u e r e n  m i l i e u  s y n t h é t i q u e ,  est  une 

méthoae v a l a b l e  d ' é v a l u a t i o n  de l a  c ro i s sance .  Nous avons vu q u ' i l  

n ' en  e t a i t  pas  t o u j o u r s  a i n s i  en  n i l i e u  complet . 

III. DISCUSSIONS ET CONCLUSIOiJS . 

Dans l e  n i l i e u  syntlhétique R. S. ,  s imple  e t  par£ a i t emen t  d é f i n i ,  

il est  p o s s i b l e  de p rodu i r e  de  façon  r e p r o d u c t i b l e  d e s  q u a n t i t é s  

impor tan tes  v i a b l e s  de Phizobiun.  

Les c o n d i t i o n s  op t ima le s  de c u l t u r e  do iven t  cepenàant  ë t r e  

s u i v i e s  avec r i g u e u r  . 



L' i n o c u l a t i o n  de  ciépart est  de IO' b a c t é r i e s  p a r  m l .  

La tempéra ture  op t imale  de  c r o i s s a n c e  d e s  d i f f é r e n t e s  souches de  

R, m e l i l o t i  est  Ù e  30°C. Le p B  f i n a l  du m i l i e u  de c u l t u r e  f i x é  

à 7,2 n ' a  pas  beso in  d ' s t r e  r égu lé  en cou r s  de  fe rmenta t ion .  

Ls IC- .a convenable se s i t u e  au niveau de 25 à 30 mCD2/ 1.n;  ,ce 
L 

q u i  correspona,dans  nos  fe rmenteurs ,  à une v i t e s s e  d ' a g i t a t i o n  

ae 170 9 200 t o u r s /  min,à un a é b i t  d ' a i r  de  3 1 /  =in.  9ans  c e s  

c o n d i t i o n s ,  ap rè s  envi ron  4 0  heures  de c u l t u r e ,  l a  d e n s i t é  o p t i q u e  

à 600 nm , s u r  1 cri. d ' é p a i s s e u r , ? e u t  a t t e i n d r e  8 , 2 ,  cor respondant  
9 

à 5 , 2  . I O  b a c t é r i e s  r e v i v i f i a b l e s  p a r  nl .  3ans  un fe rmenteur  

de  12 1 de c a p a c i t é  u t i l e  on o b t i e n t  Gonc, dâns  c e s  c o n d i t i o n s ,  

une produc t ion  de l ' o r d r e  de 6 .10 '~  c e l l u l e s  v i a b l e s .  

La Curée r e l a t i v e c e n t  c o ü r t e  du cyc l e  de fe rmenta t ion  est  

a u s s i  i n t é r e s s a n t e  c a r  e l l e  r é d u i t  2 l a  f o i s  l e  coQt  de  produc- 

t i o n  e t  diminue en même temps les r i s q u e s  de  contaminat ion.  

L 'absence Cie t a u x  é l e v é s  d ' e x t r a i t  de  l e v u r e  e t  de c e r t a i n s  

a c i a e s  aminés é v i t e  les é v e n t u e l l e s  i n h i b i t i o n s  e t  déformat ions  

c e l l u l a i r e s  que l ' o n  peu t  r e n c o n t r e r  dans  c e r t a i n s  n i l i e u x  

complets  e t  i n a u s t r i e l s .  

La syn ths se  d ' exopolysacchar ides  p a r  R.  n e l i l o t i  dans  ce  

n i l i e u  e s t  s u f f i s a n t e  pour o b t e n i r  un e f f e t  p r o t e c t e u r  ( 1 9  ) 

s u r  l a  s u r v i e  des  b a c t é r i e s  mais i n s u f f i s a n t e  pour provoquer d e s  

d i f f i c u l t é s  de  r écupé ra t ion  de  l a  biomasse p e r  c e n t r i f u g a t i o n .  , 

D e  p l u s  il e s t  souvent  avantageux pour c e r t a i n s  t ravaux  de 

recherche ,  de  d i s p o s e r  d '  une phase e x p o n e n t i e l l e  prolongée.  



Une phase de  l a t e n c e  c o u r t e  montre que l e s  s u b s t r a t s  s o n t  

rapiàement mé t&ol i sé s  e t  E v i t e  t o u t e  mo6 i f i ca t ion ,  p a r  s e l e c t i o n ,  

ses c a r a c t è r e s  o r ig inaux  d e s  souches u t i l i s é e s  ( 1 3 6 )  . Nous avons 

souvent  v é r i f i é  que l ' a c ido -  t o l é r a n c e  de .*?!?Sn Str n ' é t a i t  pas  
1 

rnodifée p a r  4 0  heures  de  c u l t u r e  à p H  7,2, dans nos  c o n d i t i o n s  

expér imenta les .  

Enf in  l e  mi l i eu  R.S. nous permet c i 'obtenir  une popula t ion  

rnaxirr,ale ue c e l l u l e s  v i a b l e s  a u s s i  impor tan te  que c e l l e  obtenue 

en m i l i e u  complet. Cec i  va nous condui re ,en  vue C e  1s p r é p a r a t i o n  

6' inoculums convenables pour 1' i n o c u l a t i o n  de l a  l u z e r n e  ,à é t u d i e r  

e t  à = é l i o r e r  l a  conse rva t ion  de c e t t e  biomasse. 



1 D 1 - CONSERVATION i)E LA SIO~IELSSI: . 

I l  e s t  c e r t a i n  que dans  l a  p r a t i q u e  l a  conserva t ion  de l a  

biomasse p rodu i t e  par f e m e n t a t i c n  a ~ i t  ëtre l a  ~ l u s  longue 

p o s s i b l e  . Pour c e l a  il es t  p o s s i b l e  d ' e n v i s a g e r  : 

I o )  la conse rva t ion  d e s  c e l l u l e s  de R\izobium, dans  l e  m i l i e u  

de  c u l t u r e  l u i  même , à basse  tempéra ture ,  s ans  concen- 

t r a t i o n  p r é a l a b l e  (1) 

2 O )  la conserva t ion  a e s  c e l l u l e s  C e  PLhizohiuz~ , dans l e  m i l i e u  

de c u l t u r e ,  à b a s s e  tempéra ture ,  a p r è s  concen t r a t i on  

p r é a l a b l e  ( 2 )  

3') l a  ccnse rva t ion  d e s  c e l l u l e s  de Rhizobium ap rès  d e s s i c -  

c a t i o n  p a r  l y o ~ h i i i s a t i o n  ( procédé témoin) .ou a t o c i s a t i o n  

( 3 )  . Ces moyens f e r o n t  l ' o b j e t  de l a  p a r t i e  2 de  ce  

c h a ~ i t r e .  

Les t y p e s  de c o n s e r v a t i o n  (1) e t  (2) peuvent permet t re  , m a i s  

t o u j o u r s  dans des 6 é l z i s  t r 5 s  S r e f s , d e s  i n o c u l a t i o n s  d i r e c t e s  

de g r a i n e s ,  p a r  a r r o s a g e  ou e n r ~ b a g e , n a i s  a u s s i  l ' imprégna t ion  

Oe a i v e r s  s u p p o r t s  ( t o u r b e ,  amendements, charbon,  g e l s  e tc .  . . ) 
Les c o n d i t i c n s  d' h y d r a t a t i o n  t o u j o u r s  impor t an t e s  dans c e s  

modes de  conse rva t ion  l i m i t e n t  beaucoup l e u r s  u t i l i s a t i o n s . .  

NOUS les envisagerons  e s s e n t i e l l e m e n t  ccmme d e s  Btapes 

p r é l i m i n a i r e s  Four l e  t ype  de conse rva t ion  ( 3 ) .  



A n o t r e  a v i s  c e  d e r n i e r  type peu t  résoudre  de nombreux 

problèmes de conserva t ion  e t  de t r a n s p o r t  e t  pe rme t t r e t ap rès  réhy- 

d r a t a t i o n , l a  r é a l i s a t i o n  d e s  a u t r e s  modes d ' i n o c u l a t i o n .  

1. CONSERVATION DE LA BIOMASSE A +4OC, SANS 

CONCENTRATION PREALABLE . 

Nous avons conservé à + 4OC les c u l t u r e s  obtenues p a r  fermen- 

t a t i o n ,  de façon à c o n n a î t r e  1 '-évolution du nombre de c e l l u l e s  

v i a b l e s  dans c e s  cond i t ions .  

S i  les q u a n t i t é s  de c e l l u l e s  v i a b l e s  r e s t e n t  sensiblement  

iden t iques  pendant 1 à 3 j ou r s , ap rès  6 0  à 120 jours  de conserva t ion  

6 ' dans c e s  cond i t ions  ( f i g u r e  2 1  1, il ne  s u b s i s t e  p lus  que I O  bac- 

teries p a r  m l  de  mi l ieu .  Le nombre d e  b a c t e r i e s  v i a b l e s  du ran t  c e t t e  

pêr iode  a diminue de 4 2 5 puissances  de I O  . Il f a u t  donc, dans l a  

p r a t i q u e r é v i t e r  de conserver  à + 4OC l e s  c u l t u r e s  p lus  de 4 8  heures .  

II. CONSERVATION DE LA BIOMASSE CONCENTREE SUR 

CENTRI - THERM , A + 4 O C .  

Les c u l t u r e s  en  fermenteur s o n t  concent rées  s u r  a p p a r e i l  

Centri-Therm C T l B  : 40 Litres de c u l t u r e  bac té r i enne  peuvent ê t re  

a i n s i  r é d u i t s  à I O  1 en 1 heure,  à température  ménagée. 

On peu t  observer  s u r  l e  tableau,  17 que l e  nombre de c e l l u l e s  

v i a b l e s  ap rès  concen t ra t ion  r e s t e  sensiblement  cons tan t .  
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TABLEAU 1 7  

ESSAIS No 

1 

2 

3 

NOtJlBRE DE CELLULES VIABLES DE 2. !.IELILOTZ ?Tg Sm S t r  
1 

AVANT ET APRES CC)NCGNTlUTIOK SUR CEPZTRI - TFIERin, 

NOMBRE DL BACTERIES / G DE POIDS SEC. 

TAaLEIiG 18 ;GO;.3Ri= ùE CELLC'LCS VI-LES D ' U N  COTJCZ2JTRAT EFFECTUE SUR 

CENTRZ - THEmit EN FONCTION DU TEMPS DE CONSZF,VATIOI~ 

A + 4OC. 

AVAUT CONCENTFd.TIOlJ 

1 1 7  1011 

I f 3  I O  
If 

I ,I  10I1 

COXSEWATIOl< 

EX JOURS 

1 

3 

L a  conse rva t ion   es concent ra t s  ob tenus  p a r  c e t t e  méthode e s t  

également convenable à +4OC du ran t  un temps s u f f i s a n t  pour 

1' imprégnation Cie s u p p o r t s  e t  de g r a i n e s ,  ou pour p a s s e r  au 

procédé de déshydra t a t i on  ( t a b l e a u  1 8 1 . 11 f a u t  cuand même 

r ena rque r  une d i c i n u t i o n  d ' env i ron  5 0 %  du nonbre ce c e l l u l e s  v i a b l e s ,  

a p r è s  3 j ou r s  de conservatLon dans c e s  c o n 6 i t i o n s .  

A P m S  CONCENTFATION 

I t 4  IO= 

I , I  10I1 

7 t 8 10I0 

I 

iJOMBTG DE SACTERIES / G DE POIDS SEC. l 
APN3S CONCENTPSiTION 

I f 1  I O  
II 

II 
1 1 7  IO 

A P E S  CONSEP.VATION A +4OC 

5 t 5  IoTo 
I O  

9 IO 

1 
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1 1 PREPARATIOX ET COhSEP.VATION CES CELLCLES DESHYDRATZES 

Nous avons e s sayé , en  t e n a n t  conpte  d e s  t r avaux  dé jà  

e n t r e ~ r i s  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  (5,19,88,91')deux niéthoaes a e  con- 

s e r v a t i o n  p a r  Uess i cca t ion  des  c e l l u l e s  p r o d u i t e s  p a r  fe rmenta t ion :  

- l a  l y o p n i l i s a t i o n  ( procédé témoin ) 

- l ' a t o r n i s a t i c n  ou spray-drying 

Le  S u t  Ge c e s  expér imenta t ions  e s t  l a  mise au p o i n t  d ' u n  

procédé de séchage de Ri izoSiun,  s i n p l e  à m e t t r e  en  oeuvre ,  u t i -  

l i s a b l e  i n ù u s t r i e l l e m e n t , e t  peu ccDteux . L'inoculum en poudre 

a i n s i  obtenu d o i t  m a i n t e n i r  en v i e ,  pendant un temps suffisam- 

ment long ,  un nonbre convenable de c e l l u l e s .  L e s  p r o p r i é t é s  

o r i g i n e l l e s  de l a  souche de ciépart a o i v e n t  ê t r e  in tggra lement  

conservGes ( ac ido - to l é r ance ,  i n f e c t i v i t é ,  e f  f i c i e n c e )  . ZnLin l a  

p r é s e n t a t i c n  physique ae l ' i n o c u l u n  d c i t  pe rme t t r e  une manutention 

e t  une conse rva t ion  f a c i l e s , e t  une u t i l i s a t i o n  a u s s i  l a r g e  que 

p o s s i n l e .  

1 . COLLULES DEÇHYDR9TEES PAR LYOPIIILISATION. 

a)  L ~ S  e s s a i s  réalisés. ------------------- 

Dans c e r t a i n e s  de nos l y o ~ n i i i s a t i o n s  l a  biomasse 

récuperée  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  r E f r i g & r é e  es t  r e p r i s e  dans  du l a i t  

p a r t i e l l e m e n t  écrémé ( I O 0  g / l  ) p u i s  r é p a r t i e  en f l a c o n s  p a r t i -  

c u l i e r s  ( type  i ï énocul tu re )  5 r a i s o n  de 5 m l  p a r  f l a c o n .  



i3ans ce  cas l a  a u r e e  t o t a l e  Yu c y c l e  de l y o p i ~ i l i s a t i o n  

est o ' e c v i r c n  78 heures .  

Les f l a c o n s  spéc iaux  u t i l i s & s , o t u n e  c a p a c i t 6  de 75 m l ,  

fermrs  p a r  double  bouchonnace, un o ~ e r c u l e  ~ e r f o r a 3 l e  en caout-  

chouc e t  une c a p s u l e  v i s s é e ,  a s s u r e n t  une p a r f a i t e  

&tancfiGité. I l s  cous  c n t  p e r x ~ i s  de sour ;e t t re  f ac i l emen t  les 

p r o d u i t s  à d i f f é r e n t e s  c o n d i t i c n s  d 'a tmosphere  de  conse rva t ion  : 

sous air , sous  vioc (  IO-^ mir. Hg e t  s o u s ( a z o t e  ii, L ' A I R  

LIQCIDE). Chaque s é r i e  est e n s u i t e  conservée à + 4OC,  + 30°C, 

e t  température  a n h i a n t e  ( 2O - 25OC ) .  

3âns  d ' a u t r e s  l y o p h i l i s a t i o n s  l a  h i cnas se  concent rée  s u r  

Cen t r i -  Thern: ( m a t i è r e  sèche v o i s i n e  ùe 50 q/l ) e s t  addi-  

t i onnée  Ce d i f f é r e n t s  s u ~ p o r t s  p r o t e c t e u r s  ( 50 g / l  en con- 

c e n t r a t i o n  f i n a l e  ) p u i s  r é p a r t i e  e n  f l acons .  C e r t a i n e s  s é r i e s  

o n t  Et6 a i n s i   réparee es sans  aucun suppor t  e t  G ' au t r e s  respec-  

t ivement  avec du l a c t o s e  ( UCT3 - FRa-KCE ) , au l a i t  (GALLIA) 

 alto - Clextrine ( 24.D.O. Z9CISETTS ) , e t  C' amidon (EOQUETTE) , 
1 

C e s  opé ra t ions  o n t  dur6 environ 58 heu res  dont  I O  à 1 2  h e u r e s  

pour l a  conge la t ion  à - 2C°C s u r  les p l a t eaux  du l y o p h i l i s a t e u r ,  

D )  Les r e s u l t a t s  obtenus.  

b . 1  . Conserva t icn  Yes b a c t é r i e s  du ran t  l a  l y o p h i l i s a t i c n .  

TA3LF;AU 18* NO?.Bl'CE 3E CELLULES VIFiBLES DE R. XELILOTI b19Sml S t r  

APRES LYOPHILISATION, PAP. GPJ32.IE DE POIDS SEC. 

AVAST 

LYOTEILISÀTIOli 

1,1 . I O  II 

IPl!.y;IEû 1ATEi.LE:NT APEtES LY OPHILISATIOM 

Sans suppor t  

1. 102 

Avec suppor t  ! 11.3. O.  ) 

4,s . loS 
I 



Après l a  l y o p h i l i s a t i o n  des  c e l l u l e s  àe R ~ s ~ ~ ~ ~ ~ ,  c,ncentrges 

auparavant s u r  Cent r i -Thern ,  l a  r é c u p é r a t i o n  en c e l l u l e s  v i a h l e s  

e s t  àe l ' o r d r e  e e  O,I à 1% corne il est ind iqué  dans  l e  t a b l e a u  

prGcédent.Ces t a u x  f a i b l e s  comparativement à ceux obtenus  p a r  

BOÜTELET ( 1  9 )et MEXCbER(8 8) son t  e x p l i c a b l e s  p a r  l e s  c o n d i t i o n s  

proches  du t y p e  i n d u s t r i e l  que nous avons s u i v i e s  . 

b - 2  . Conservat ion d e s  b a c t é r i e s  lvonhi l is i5es  s a n s  

suppor t ,  gardees  à d i f f é r e n t e s  t empéra tures .  

1. conserv6es en présence  d '  a i r  . v o i r  f i g . 2  2 --------------------------- 
2.  conservées  sous  v ide .  v o i r  f i g .  2 3 .................... 
3. conservées  sous  azo te .  v c i r  f i g .  2 4 . ---------------------- 

L e s  r 6 s u l t a t s  les p l u s  s a t i s f a i s a n t s  son t  ob tenus  quand 

les c e l l u l e s  l y o p h i l i s é e s  s o n t  ccnservées  s c u s  azo te .  La conserva- 

t i o n  sous v ide  r é a u i t  Ge 2 à 3 f c i s  l e  t a u  de c e l l u l e s  v i h l e s ,  

à + $OC corne à 20 - 2S°C. La conserva t ion  en  presence d' a i r  n ' e s t  

accep tab le  q u ' à  + 4OC. 

b .  3 . Conservat ion des  b a c t é r i e s  l y o p h i l i s é e s  s u r  

d i f f é r e n t s  supnor t s .  

L e s  r é s u l t a t s  d e s  numéra t ions , t ou jou r s  e f f e c t u é e s  en deux 

exemplaires ,  s c n t  i n d i q u é s  cans  l e  t a b l e a u  1 9 



F I G . 2  2 . C3i:SLEVAÂIO:I 3ZS CELLLZSS VIh3LES DE R. ::ELILUT1 1 l g ~ m l S t r ,  

DPS2EC;iEES PAE LYOPIIILT SATIOii  , C3i:3ITIOiJ;;EES SOCS N R LT 



~ I G  24 r CONSERW~TXO.~ DES CSLLWS VIASLÇS DL R .  UE~IMTI !ig~mlStr - 
JESSZQIiLS  PAR LYUP1IIITCY\TIOP,WilDITIOt;:;~ SOUS AIOTL,ET 

I Yezps (jours 

~ 1 ~ 2 3  i MISERVATIO:; DES U Z L U S S  V1;ilLES DI: R .  1-XLILOTI !lg%lttr, - 
DLSSGGILES P M  LÏOFiiXLl&\i;\Tlc):i.Cd.;GITIdX;~EES SOU5 VIUL ET 



Log 3 U  NOMBFL DE CELLULES V I m L E S  / G DE P O I D S  SEC 

AVL4JT APRES LYOPHILI SATPON 

LY OPHILI SATIOTJ Sans Amidon Malto- L a i t  1% Lactose  
suppor t  s o l u b l e  d e x t r i n e  c y s t é i n é  

8 ' 8 8  8,65 8‘82 8 , 7 9  

- 7 ' 2 5  7 , 4 3  8,24 7 , 6 5  7 ‘ 4 3  

7 ' 2 7  8'13 

TABLEAU 1 9  INFLUENCE DE LA NATUEE DU SUPPORT SUR LE NOMBRE DE 

CELLULES REVIVIFIABLES DE R. MELILOTI MgSnI tr ,  OBTENUES 

PAR LYOPBILISATIOK ET C3llSEWEES SOUS VIDE A 20-25OC. 

C ' e s t  l a  mal to-aex t r ine  q u i  serrble ê t r e  l e  m e i l l e u r  suppor t  

8- l y o p h i l i s a t i o n  pour i~:9~mIstr,6ans nos  c o n d i t i c n s  expé r imen ta l e s .  

c )  Conclusions.  ----------- 

Les m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  pour l a  l y o p h i l i s a t i o n  s o n t  ob tenus  

avec l a  n a l t o - d e x t r i n e  comme suppor t  . Le condit ionnement sous 

a z o t e  ou sous  v i c e , e t  l a  conse rva t ion  pendant 1 2 0  j o u r s  à + 4OC 

3 
( e t  2 2 0  - 2 s ° C )  permet de r e t r o u v e r  IO' à I O  c e l l u l e s  v i a b l e s  

p a r  gramme de po ids  sec. C2 t a u x  reste e n s u i t e  r e l a t i v e m e n t  s t a b l e  

jusqu'  à 300 jours . 



11. CELLULES DESHYDiIATECS PAR ATOI-IISATION . 

a)  L e s  e s s a i s  r é a l i s é s .  ..................... 

La biomasse  c o n c e n t r é e  s u r  C e n t r i -  Thern ( m a t i è r e  sSche 

v o i s i n e  ae 50 g/l)esc a d u i t i m n é s  Cie Ü i i f g r e n t s  s u p p o r t s  p r o t e c t e u r s  

(59 g,'l e n  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e ) .  Les  mGianges s o n t  e n s u i t e  s o m i s  

à l a  à ë s h y u r a t a t i o n  p a r  a t o m i s a t i o n .  C e r t a i n e s  séries o n t  é t 5  

a i n s i  p r é p a r é e s  s a n s  aucun s u p p o r t  e t  d ' a u t r e s  a v e c  les  nêmes 

s u p p o r t s  que  Four l a  l y o p h i l i s a t i o n .  

Les  p r o G u i t s  a t o c i s é s  s o n t  a u s s i t o t  r é ~ a r t i s  en f l a c o n s  

s ~ G c i a u x  e t  soumis aux c i i f f e r e n t e s  c o n d i t i o n s  d ' a tmosphère  de  

c o n s e r v a t i o n :  s o u s  a i r ,  s o u s  v i d e ,  e t  s o u s  a z o t e .  Chaque série es t  

conse rvée  L. + 4'C, 30°C e t  t e m p é r a t u r e  ar th iante  ( 2 0  - 25'C 1 .  

b )  Les  r é s u l t a t s  ob tenus .  
-------------------__e 

C o n s e r v a t i o n  ces S a c t e r i e s  2 u r a n t  l ' a t o m i s a t i o n .  

TAôLEAU 2 0 : XOlviEiRE DE CELLULES VIAi3LES PAR GPAil%iE DE POIDS SEC 

C 
S 
S 
A . 
1 
S 

I 

2 

3 

R. XELILGTI s 5 9 S m ~  S t r  

AVANT 

ATOMISATIQN 

II 
I , O .  IO 

0 ,78  10" 
II 

0 ,55  I O  

I ~ ~ ~ Y ~ D I A T ~ ~ ~ ~ ~ T  APPSS HTOI.11 SATION 
L 

SwlS SUPPORT 

1,8  IO^ 
I , 4  I O  

9  

9 
I , 2  I O  

AVEC SUPPORT (:'i . D . O. ) 

2,8 Io 
3 

I t 8  IO 

I , 6  10 



Après 1' a t o n i s a t i o n  dans  c e s  c c n a i t i o n s ,  ( t empéra ture  

C ' en t r ée  14G°C , t empéra ture  C e  s o r t i e  75OC) de c e l l u l e s  
s tr  

de lMaSmI concen t r ées  au p r é a l a b l e  s u r  Centri-Therm, l a  
J 

r écupé ra t ion  en  c e l l u l e s  v i a b l e s  es t  de  l ' o r d r e  de 1 , 5  à 2% 

sans  s u p p o r t , e t  de 2 ,5  à 3% avec suppor t .  Après a tomisa t ion  

il est  àonc p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  une poudre contenant  I , 2  à 2,8 

x 10' c e l l u l e s  viable:  p a r  &. 

b . 2 .  Conservat ion des  b a c t é r i e s  a tomisées  ,en f o n c t i o n  de 

l a  tempgrature  d ' e n t r é e  de l ' a i r .  

Nous avons r é a l i s e  une é tude  en f a i s a n t  v a r i e r  l a  t empera ture  

de l ' a i r  e n t r a n t  dans  l ' a t o m i s e u r  de  130°C à 170°C, l a  température  

6e s o r t i e  v a r i e  de ce f a i t  de  75' à 85OC. 

Les c e l l u l e s  o n t  é t é  cond i t i onnées  sous  v ide  e t  gardées  à 

température  arrbiante ( 20- 25OC ) .  

Nous sommes p a r t i s  dvune  biomasse concentrée  s u r  Cen t r i -  

Therm,sans a d d i t i o n  de s u p p o r t a c o n t e n a n t  5,5 x IO" c e l l u l e s  

v i a b l e s  pa r  I&. 
La f i g .  2 5 mcntre que l a  r écupé ra t ion  a p r è s  a tomisa t ion ,  

e t  l a  conse rva t ion  dans  l e  temps, s o n t  les p l u s  s a t i s f a i s a n t e s  

s i  l e s  t empéra tures  d ' e n t r é e  s o n t  v o i s i n e s  de 130 - 140°C. 

b, 3. Conservat ion aes b a c t é r i e s  a tomisées  à 1 4 0 ° C  

s u r  à i f f é r e n t s  suppor t s .  

Les r é s u l t a t s  d e s  n m é r a t i o n s  s u r  l e s  pouares  ob tenues ,  s o n t  

i nd iqués  dar.s 15 tzibfeau 21 



~ 1 ~ 2 6  : c o i i ~ ~ ~ v i . î ~ o i  DLS ÇLLÇU.I DZ I. YLILJTI x o ~ 1 5 t r  , - 
A.J~SSEGIEES PAR ATO::IWTI3:: a\ 13U.C , SUR tLU'=0 - DEXTi;II;&, 

C 0 : J D I T I O S : ; ~ S  ( A ) ç3CS A I X 8  ( O S3CS:S.VIDf; ( A ) SOUS 

AZOTE. ÇT CARDUS A TE!:rLI;;rTL'l'& &A'laXN*Â& ( 20-25.C) 

F lG 3 5  : C~IU~L~VATIOI.I DGS C U L U L k S  ÙL i i .  IILLILJTI t:9Srn. S t r ,  DESSE- - 1 

'-1, a L, PAR ATOl~iIStrTId;; I I  UIt.'k'ti4i~l'PLL; TI:! lkJt;l(kTUKES D' EIJTi1EC 1 

CONDITIOLJIJEES SdUS VIDE, GAFtDËLS A 20- 25°C.  



IhTLUCNCE DE LA MATURE 3U SUPPORT SUR LE ?JOIBXE DE 

C3NSERC7ATION 

EN 

JOURS 

O 

12 

60 

120 

CELLULES REVIVIFIP-BLES DE R .  MELILOTI MqSn 
S t r  

- 1 '  

Oi3TENUES PAR ATObIISATION ET CONSE3VEES SOUS VIDE 

Loq DU NO!IBRE ÛE CELLULES VIABLES/ S DE POIDS SEC. 

Corme pour  l a  l y o p h i l i s a t i c n  c ' e s t  l a  a a l t o  - G e x t r i n e  q u i  serble 
1 -kZz . -. - k. a !- 

ê t r e  l e  n e i l l e u r  s u p p o r t  î p  ~ y ~ l ~ ~  g o u r  : . iQ~nIStr t  e a n s  n o s  
J 

c o n c i t i o n s  expér i r r ienta les .  Après 120 j o u r s  de c o n s e r v a t i o n  s c u s  v i d e  

8  à 2 0  -25 O C  l e  t a u x  de  c e l l u l e s  v i a b l e s  es t  v o i s i n  Cie I O  par grme .  

AVHXT 

ATOMISATIOE 

I0 ,74  

- 
- 
- 

b. 4 .  C c n s e r v a t i o n  d e s  S a c t é r i e s  a t o m i s é e s  à 130°C, s u r  m a l t o -  

t 

A P f S S  ATO2.iI SATIOIJ 

Sans  Amidon I l a l to -  L a i t  1% L a c t o s e  
s u p ~ c r t  s o l u b l e  d e x t r i n e  c y s t é i n é  

8 ,I4 9,07 3 ,25  8,66 8 ,64  

7 ,48  7 ,63  3 t94  8 ,30  8114 

7,015 7  ,O0 8 ,47  7,77 7 , 2 7  

6,46 7  , O 4  8 ,30  7 , 4 I  7 , IO  
. 

a e x t r i n e , e t  c o n s e r v é e s  à 20  -2S°C. 

La f i g . 2 6  montre que  les r é s u l t a t s  les p l u s  s a t i s f a i s a n t s  s o n t  

o b t e n u s  quand les c e l l u l e s  a tomisées  .dans ces c o n d i t i o n s , s o n t  c o n s e r -  

v é e s  s c u s  a z o t e .  La c o n s e r v a t i o n  s o u s  v i d e  e s t  e n c o r e  très s a t i s f a i -  

s a n t e .  



Après 300 j o u r s  de conserva t ion  sous  v i d e  ou sous a z o t e ,  

2 20 - 25'C l e  t aux  de c e l l u l e s  v i a b l e s  e s t  t o u j o u r s  vc i s i r .  de 10~3 

Y 
IO b a c t é r i e s  p a r  grarrime de  po ids  s e c  . L a  conserva t ion  en présence  

d' a i r  n ' e s t  pa s  r e c o r ~ a n d a b l e .  

III . D I S C U S S I O N S  ET CONCLUSIONS. 

Les t r avaux  a n t é r i e u r s  e f f e c t u é s  au l a b o r a t o i r e , d a n s  ce  àomaine 

(.5-19-88-91 ')ont montré d e s  d i f f é r e n c e s  que lque fo i s  impor tan tes  aans  

l a  s u r v i e  d e s  c e l l u l e s  déssechées .  Ces a u t e u r s  o n t  t o u t e f o i s  t r a v a i l l é  

avec des  .souches ( M 1-5 , 2 O11 S t r )  e t  d e s  mi l i eux  d i f f é r e n t s  

du n d t r e  ( R.C.,  T.Y. ,m i l i eux  i n d u s t r i e l s )  e t  b i e n  souvent cians d e s  

c o n u i t i o n s  de c u l t u r e  en f i o l e  , p l u s  d i £  f i c i l e n e n t  r e p r o d u c t i b l e s .  

Ces v a r i a t i o n s  peuvent,  p a r  exemple, ê t r e  dues  à des  d i f f é r e n c e s  

d ' a é r a t i o n .  RAY 1 9 7 3  ( 1  2 0  montre en e f f e t  que l ' a é r a t i o n  de 1 z  cu l -  

t u r e  peu t  a v o i r  une granae i n f l u e n c e  s u r  l a  s u r v i e  d e s  b a c t é r i e s  

l y o p h i l i s é e s .  Nos e f f o r t s  o n t  donc d ' a b o r c  p o r t e  s u r  l a  s t anda r -  

à i s a t i c n  de l a  product ion de l a  masse b a c t é r i e n n e , p a r  fe rmenta t ion .  

Le pourcentage a e  s u r v i e  de  R. m e l i l o t i  es t  a u s s i  fonc t ion  du 

nombre de c e l l u l e s  avant séchage.  La r é u s s i t e  de l a  à e s s i c c a t i o n  dépend 

donc a' abord de l a  concen t r a t i on  c e l l u l a i r e  i n i t i a l e .  

Dans t o u s  nos  essais de d e s h y à r a t a t i o n  de c e l l u l e s  nous n ' avons  

pas é t u a i é  l ' i n f l u e n c e  de 1 8 a g e  d e s  c e l l u l e s  s u r  l a  conserva t ion ,  

AMARGER 1 9 7 2  ( 1 1 ayant  démontré que l a  conse rva t ion  de  R .me l i l o t i  

e s t  m e i l l e u r e  quand l a  d e s s i c c a t i o n  est p r a t i q u é e  s u r  des  c e l l u l e s  

p r é l e v é e s  en début  Be phase s t a t i o n n a i r e  p l u t d t  qu 'en  phase exponen- 

t i e l l e .  



Pour MERCIER 1978  ( 8 8 ) l e  m i l i e u  de c u l t u r e  l u i  même e s t  un 

bon suppor t  de c iess icca t ion ,  il peu t  j oue r  un r ô l e  p r o t e c t e u r  c e r t a i n  

dans l a  conserva t ion .  BARNET 1978 ( 5 ) p r é c i s e  nêne que l e  r ô l e  

des  polysacchar i i ies  dans  1s p r o t e c t i o n  d e s  c e l l u l e s  a u  c o u r s  du 

sécnage e s t  n é ç l i g e a b l e  à c ô t é  de  c e l u i  @u mi l i eu  q u i  a s e r v i  3 l a  

c u l t u r e .  

Ncus pouvons penser  q u ' i l  e x i s t e  vraisernblabiemenk une a c t i o n  

synergique ae t o u s  l e s  é l€ r .en t s  p r é s e n t s  ( po lysaccha r ides ,  p r o d u i t s  

de s é c r g t i o n  ùu métabolisme, nacromolécules  de l~7se c e l l u l a i r e  ) . 
C e t t e  a c t i o n  peu t - ê t r e  encore  r en fo rcée  p a r  l ' u t i l i s a t i o n  d'un suppor t  

j ucicieusernent c n o i s i  : l a  mal to-aex t r ine  dans n o t r e  c a s .  C e t  agen t  

p r o t e c t e u r  serrble a u s s i  v a l a b l e  pour l a  l y o p h i l i s a t i o n  que pour l e  

séchage pa r  a t o n i s a t i o n -  

C e r t a i n s  a u t e u r s ,  comme L I O N  e t  BERGNANI? 1961 (75 -76 ) pensent  

q u ' i l  est p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  des t a u x  de s u r v i e  é l e v é s  en l ' a b s e n c e  

d ' a o e n t  p r o t e c t e u r ;  à c o n d i t i o n  d ' é v i t e r  t o u t  c o n t a c t  e n t r e  l e s  

c e l l u l e s  e t  l l oxygène , ce  q u i  e s t  à i f f i c i l e m e n t  env i sageab le  i n d u s t r i e l -  

lement . 
L ' e f f e t  l e t a l  serait  e x p l i c a b l e  p a r  l a  f o r r a t i o n  d e  rad icaux  

l i b r e s  ou s'altérations d e s  a c i d e s  nucléiques,irréversibles en pré-  

sence a'oxygène. Dans l a  p r a t i q u e  nous nous scmes rendus c o n ~ t e  que 

l C é v o l u t i o n  de  l a  m o r t a l i t é  a p r è s  t r a i t e n e n t  s u i t  une l o i  exponen- 

t i e l l e ,  e t  il es t  impéra t i f  de m e t t r e , s o u s  vide  ou sous  a z o t e ,  r ap i -  

àement les c e l l u l e s  deshydra tées .  



I l  f a u t  a u s s i  i n s i s t e r  B c e  s u j e t  s u r  l e  choix important  

des  t echn iques  de " r e v i v i f i c a t i o n  " à u t i l i s e r  pour dénombrer les 

les c e l l u l e s  r é e l l e n e n t  v i a b l e s .  11 est  c e r t a i n  que t o ü t e s  l e s  

c e l l u l e s  v i v a n t e s  dans  un t e l  inoculum ne s o n t  pas  r e v i v i f i a b l e s .  

Nous pensons donc, corne  FRY e t  GRENES 1951 ( 4  9 ) que l a  

n a t u r e  ce l ' a g e n t  p r o t e c t e u r  e s t  très i n p o r t a n t  s u r  l a  s u r v i e  . 
D e  t r S s  nombreux p r o d u i t s  on t  dgjà é t é  u t i l i s é s  pour p r o t é q e r  

l e s  b a c t é r i e s  pendant e t  a p r 2 s  séchage : l a i t ,  s é r m , d e x t r i n e ,  d i v e r s  

hydra t e s  àe carbcne e t c . .  . . . I l  f a u t  remarouer que l e  a l u t a n a t e  d e  

sod iun  est  largement u t i l i s é  pour l a  conserva t ion  du vacc in  BCG 

pour l e s  r é s i o n s  t r c p i c a l e s ,  OBk'SASXI 1957, 1961 (107,108) 

D i f f é r e n t e s  hypothgses o n t  é t é  é m i s e s  pour e s s a y e r  d ' e x p l i q u e r  

l ' e f f i c a c i t é  des  a g e n t s  p r o t e c t e u r s :  

Io) Pour SCOTT 1960 ( 1 3  3) e t  LYARSHALL 1974 ( 8 5  ) c e s  a g e n t s  

a g i s s e n t  en  n e u t r a l i s a n t  les groupements carbonyl .  La cause essen- 

t i e l l e  de l a  n o r t  d e s  b a c t é r i e s  a u r z n t  l e  séchage e t  l a  conserva t ion  

s e r a i t  due à des  r é a c t i o n s  e n t r e  CES grcupements e t  l e s  çroripexnents 

m i n é s  d e s  p ro tS ines  c e l l u l a i r e s .  

ZO) Pour REDWKi e t  LAPAGE ( 1 2'1 ) l ' e f f i c a c i t é  d e s  agents  

p r o t e c t e u r s  te l s  que l e s  h y d r a t e s  de carbone e s t  e s s e n t i e l l e m e n t  due 

à l e u r  pouvoir  de r e t e n t i o n  à ' e a u .  

3O) Pour MORICHI 1970 ( 9 2  ) ,cet e f f e t  peu t - ê t r e  dQ à l a  

c r é a t i o n  de  ponts  h y d r ~ g è n e ~ a s s u r a n t  l a  s t a b i l i t é  e n t r e  d i v e r s  c o n s t i -  

t u a n t s  c e l l u l a i r e s ,  à l a  p l a c e  â e s  molécules d ' e a u  en phase hydra tée .  



4 O )  PourORNDORFFet c o l l . 1 9 7 3  ( 1 0 9 )  i e m a i n t i e n  p a r  

les a a a i t i f s  2 '  une ma t r i ce  anorphe aans  les c e l l u l e s  àe shy2ra t ées  

e s t  l e  f a c t e u r  l e   lus i n p o r t a n t  i n f l u e n ç a n t  les t aux  6e su rv i e .  

En f a i t  nos r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  de  séchage de c e l l u l e s  p a r  

a t o n i s a t i o n  s o n t  d rapprocher  2e ceux de BOUSFIELD 1376 ( 1 8 ) . 
Cet  a u t e u r  t rouve  que l e  séchage à p a r t i r  d'une phase l i q u i d e ,  s a n s  

congé la t ion  p réa l ab l e , aonne  des  taux  de s u r v i e  p l u s  é l e v é s  que ceux 

obtenus  p a r  l y o p h i l i s a t i c n  de  suspens ions  s i m i l a i r e s .  I l  u t i l i s e  

l a  re.&thcae de  ANNEAR 1958 ( 2 ) pour conse rve r  des  b a c t é r i e s  q u i  

s u p p o r t e n t  mal l a  l y o ~ h i l i s a t i c n .  C e t t e  méthode courarment appe lée  

" L - d r y i n g  '' e s t  l a rger ien t  u t i l i s é e  par  l e s  souch ie r s  i n t e r n a -  

t i o n  cLux . LAPAGE 1970 ( 7 4 ) m a i n t i e n t  B 20°C l a  suspension bac t é -  

r i enne  pour é v i t e r  q u ' e l l e  ne  se congèle sous v ide .  C e t t e  nétnode 

es t  en f a i t  une évapora t ion  r a p i d e  de l ' e a u  de suspension,  corne 

au cou r s  ~e 1' a tomisa t ion .  

Il e s t  important  maintenant  d ' é v a l u e r  l ' i n f e c t i v i t é  e t  l ' e f f i -  

c i ence  d e s  inoculums en pouare que nous avons p répa ré s .  



DES CELLULES ùESE!YDlWTEEÇ. 

Après 120 j o u r s  de conse rva t ion  sous  v iùe  à tempGrature 

ambiante ( 20 - 25OC ) l e s  numérat ions  n o n t r e n t  CU '  il r e s t e  dans  
O 

les inocu1urr.s séchés  pa r  a tomisa t ion  envi ron  IO b a c t é r i e s  v i a b l e s  

p a r  grarme de poids  sec .  Ce t a u x  s e r b l e  r e s t e r  a s sez  s t a b l e  pendant 

300 jours .  L e s  s i n p l e s  comptages b a c t é r i e n s  ne s o n t  p o u r t a n t  

pas  s u f f i s a n t s  . Con~me nous l ' a v o n s  Z é j à  .Üit il est  impor tan t  de  

c é t e r n i n e r  l a  concen t r a t i on  e x a c t e  en PUlizoSiun i n f e c t a n t s  e t  

e f f i c i e n t s  à a n s  l e s  i n o c u l m s  p r é p a r é s  e t  c o n s e r v é s , e t  de v é r i f i e r  

s i  les q u a l i t E s  o r i g i n e l l e s  des  souches ne s o n t  pas  moci f iées .  

DANS LES 12iOCULU:-iS DESIiYDPATES . 

A p a r t i r  de s  poudres conservées  300 j o u r s  en f l a c o n s  sous  vi6e 

( 0,s g / f l a c o n )  on r é a l i s e  d e s  suspens ions -d i lu t ions  en tampon T.X.F 

La suspension mère est  r éa l i sGe  en i n j e c t a n t  50 m l .  du  ta rpon  2 t r a -  

v e r s  l ' o p e r c u l e  du f l a c o n  ( d i l u t i o n  10'~) , A usane de  témoins,  de s  

c i i l u t i ons  s o n t  éga l enen t  r é a l i s é e s  à ~ a r t i r  de  suspens ions  contenant  
8 

I O  b a c t é r i e s  pa r  m l . ,  avec les  souches x9S , MI-5Str , 2011 S t r 3  et 

i'19SmI S t r  . Dix p l a n t u l e s  de  l u z e r n e  , c u l t i v é e s  a sep t iquenen t  s u r  

m i l i e u  ce  NICOL e t  THOFUTON 3 pH 7,2 s o n t  i n c c u l é e s  avec 1 n l .  c e  

c e s  B i l u t i c n s  . Les pourcentages  cïe p l a n t u l e s  b i en  àéveloppées  e t  

courvues de nociosi tés s o n t  dé te rminés  apr5s  40 j o u r s  de  c u l t u r e .  



~ ' a p r s s  l e s  r é s u l t a t s  f i g u r a n t  l e  t a b i e a u  2 2 on c o n s t a t e  

que l e s  b a c t e r i e s  sécnSes p a r  atorr.isation e t  l y o p h i l i s a t i o n  ,et 

conservées  300 jou r s  sous  v i àe ,peuven t  Uéciencner normalement l a  

s~rmbicse s u r  l a  l uze rne ,  Bans nos  concii t ions expér imenta les  . Les 

a i l u t i o n s  l i m i t e s  pour l e s q u e l l e s  les p l a n t u l e s  s o n t  b i en  développées 

e t  p r é s e n t e n t  a e s  nodules  r o u q e â t r e s  ( présence ~ r o ~ a f l e  de leghgmo. 

g lob ine )  s o n t  v o i s i n e s  Be 1 0 - ~  e t  IO-'. La pouàre de RhizoSium 

m e l i l o t i  a tomisée p r é s e n t e  donc des  q ü a l i t é s  s a t i s f a i s a n t e s  de con- 

s e r v a t i o n .  

PLANTULES DILUTIOIIS 

1 iGOCULGES 

100 I O 0  I O 0  9 0  

I W  I O 0  1 I O 0  

100 100 IOC, 9 0  

I O 0  I O 0  

I O 0  Io0 

TABLEAC 2 2 : POURCENTAGES DE PLAPITULES DE LUZE;IIYE ( IdIEDICAGO SATIVA) 

POUWUES DE Z<ODULES, 4 0  JOUiIS  APRES L'I lr 'OCt ' ïATION DE 

SUSPENSIONS - DILUTIONS DE CSLLULLS PSAICiIES ET 

DESIIYDRATEES DE R. NELILOTI .  

u souches non deshydra tées .  



II. EVALUATICPJ DE L 1  I:;FECTIVITE, DE 1,' EFFICIEl:CC, ZT DE 

L ' A C I D O  - ï'OLEM2iCZ DLS CELLGLLÇ DCSIIYDFATECS DU 

D e s  e s s a i s  s u r  p l a n t u l e s  c u l t i v 6 e s  s u r  m i l i e u  c e  iïIC9L 

s t  THOFUTOP; à pi3 7 ,2  e t  à ~ f 1  6 s o n t  r g a l i s g s  avec  l es  m ê m e s  souches  

cie R. m e l i l o t i  que précéuerment  e t  les c e l l u l e s  cieshydratées rie 

:/Ici SmI Str.  Chaque souche es t  É~rouvGe s u r  6 p l a n t u l e s  . Celles-ci 

6 s o n t  i n o c u l é e s  avec env i ron  I O  c e l l u l e s  cie souches  témoins  e t  

1 m l .  d e  l a  d i l u t i o n  10'2 pour  les  i nocu luns  de shyd ra t é s .  

L a  f i x a t i o n  e s t  a g p r 6 c i é e l a p r e s  4 G  j o u r s  C e  c u l t u r e l p a r  

ne su re  : 

a )  du n c r b r e  moyen Ge noiiules p a r  p l a n t u l e .  

b) du p o i ù s  s e c  mcyen aes p l a n t u l e s ,  

c )  de l à  f i x â t i o n  d ' a z o t e  p a r  l e  tes t  6e r é c u c t i o n  de  l 1 a c é t y -  

1 E r r e .  

L e s  r g s u l t a t s  r a s s e ~ n b l 6 s  Üans les t z b l e a u x  2 3 e t  2 4  

mont ren t  t o u t  u b a b o r c  que pour  t o u t e s  les p l a n t u l e s  i n o c u l é e s  l a  

souche : b i 9 ~ n I S t r  à e s h y d r a t é e  p a r  a tomisa t i on  ( e t  l y o p h i l i s a t i o n )  

n e  p e r c  pa s  G e  son i n f e c t i v i t é  e t  reste a u s s i  e f f i c i e n t e  à pH G 

qu ' ?  p H  v o i s i n  de l a  n e u t r a l i t é .  L e s  p rocédés  de  c u l t u r e  en nasse, 

de  c o n c e n t r a t i c n  sous  v i a e l e t  de  a e s s i c a t i o r . n e  m o d i f i e n t  aonc p a s  

les q u a l i t é s  s y n b i o t i q u e s  d e s  souches  de  R. m e l i l o t i .  

S t r  
A pH 6 ,  t o u t e s  les v a l e u r s  t r o u v é e s  pour !lgSrnI 

d e s n y a r a t e e  ou non,sont  s u p é r i e u r e s  5 cel les  d e s  témoins e t  en 

p a r t i c u l i e r  à c e l l e s  de  149s d o n t  e l l e  e s t  i s s u e .  
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I l  ne semble donc pas y  a v o i r  non p l u s  Le moci f i ca t ion  

de l ' a c i d c - t o l g r z n c e  de  c e t t e  souche. On remarquera. t o u t e f o i s  que 

pour t o u t e s  l e s  souches e s sayées  l l a c i C i t f  i n h i b e  p a r t i e l l e n e n t  

l a  ncdulat ion,rnoins a e  noGules a p p a r a i s s e n t  à pI: 6 qu' 4 p H  7 , 2  . 
L ' e f f i c i e n c e  s a t i s f a i s a n t e  10 l a  souche 11 1 - 5 Str, t a n t  à p H  7 , 2  

qu ' à  FH 6 , e t  les t r avaux  ue RAKOTOARISOA ( 1 1 8 )  nous f o n t  c r o i r e  

q u ' i l  peut  E t r e  i n t é r e s s z n t  C 'envisager  l a  n i s e  au p o i n t  c ' u n  

inoculum aeshyc ra t é  mix te  ccn tenant  ,'i l a  f o i s  l a  souche acido- 

t o l é r a n t e  MqSmI Str e t  l a  souche t r è s  e f f i c i e n t e  :'II-5 S t r  . 
# 

Comme FLfSRTINEZ ( 8 6 ) nous .  cons t a tons  l e  manque de c o r r é l a -  

t i c n s  e n t r e  l e  nombre de nodules  chez l a  l u z e r n e  e t  l ' e f f i c i e n c e  

a e s  scuchos de R. m e l i l o t i  . Par  c o n t r e  l e s  p l a n t e s  ayant  des  noGules 

r o s é s  r é d u i s e n t  p lu s  i n t e n s é n e n t  l b a c 6 t y l è n e  que l e s  nodules  

i n c o l o r e s .  

Il est n é c e s s a i r e  de  remarquer que l a  methode de r é d u c t i o n  

ûe 1 ' acé ty l ène ,  c e r t e s  très p r a t i q u e  e t  u t i l e  ,aanque souvent  de 

p r e c i s i o n  e t  es t  s u j e t t e  p a r f o i s  à d C i x p o r t a n t e s  v a r i a t i o n s  opé- 

r a t o i r e s .  De p l u s  l e s  n o ~ b r e s  r é d u i t s  a e  p l a n t u l e s  u t i l i s é e s  ne nous 

permet ten t  p a s  de donner une v a l e u r  s t a t i s t i q u e  à nos r é s u l t a t s .  

I l  e s t  é v i ë e n t  que  c e s  é v a l u a t i o n s  t r è s  p a r t i e l l s s  uo iven t  

ê t r e  corriplétées na r  d e s  v é r i f i c a t i o n s  p l u s  é tendues  ,au  l a b o r a t o i r e  

m a i s  a u s s i  en champs expérimentaux.  



TEl\ITATIVL DE SLLECTI3N 3 ' 3"' L SOUCHE DC M,Sn, 
S t r  

Sous avons vu précGdemmezt que l a  Üéshydrata t ion p a r  

a tomisa t ion  corlduit 2 l a  p e r t e  d 'un nombre important  de  c e l l u l e s ,  

e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  d e s t m r t i o n  thermique.  L e  séchaqe p a r  lyophi-  

l i s a t i o n  provoque également une p e r t e , n a i s  i c i  p l u t ô t  p a r  choc 

thermique e t  oxyca t ion  é l e v é e  à e s  b e c t é r i e s  p ré sen te s .  En s é c h a n t ,  

p a r  a tomisa t ion ,ou  l y o p h i l i s a t i o n t u n e  c u l t u r e  de Rhizobiurs , méne 

en l ' a b s e n c e  de s u p p o r t , i l  s u b s i s t e  un c e r t a i n  norbre  de c e l l u l e s  

s u r v i v a n t e s  dans l a  poudre. La p ropor t ion  de  ces S a c t e r i e s  s u r v i v a n t e s  

2 a r  r a p p o r t  aux b a c t g r i e s  i n i t i a l e s  va r i e r i t  beaucoup s u i v a n t  l e s  

c r i t è r e s  de l y c p h i l i s e t i o n  e t  d ' a t o n i s a t i o n  adoptés .  

Eous n ' avons  r e t enu ,pour  d e s  r a i s o n s  d ' o r c r e  p r a t i q u e ,  

que l e  proceué de l y o p h i l i s a t i o n  pour nos e s s a i s  de s é l e c t i o n  de  

S i  o n  reprenQ une pouare l y o p h i l i s g e  (L1) pour en f a i r e  

une nouve l le  c u l t u r e  a ~ o n a a n t e  en  fil.ilieu R.S. ,que l ' o n  secne 2 

nouveau p a r  l y c ~ n ~ l i s â t i o n ,  l e  ~ o u r c e n t a g e  de  c e l l u l e s  s u r v i v a n t e s  

cans  c e t t e  poudre (Ls) e s t  p l u s  é l e v 6  que dans  l a  ~ r e m i è r e .  Avec 

c e t t e  deuxièxr.~ pouare on prccéde 2 une t r o i s i è m e  c u l t u r e  cians les 

r ê n e s  c o n c i t i o n s .  C ~ t t e  c u l t u r e  séchèe à sen t o u r  donne une poudre 

(L3) dont  l e  t a u x  àe b a c t é r i e s  v i v a n t e s  es t  encore  p l u s  é l e v é  que 

c e l u i  de l a  deuxième poudre. 



La f i g . 2 7  r e p r é s e n t e  l e s  r e s u l t a t s  que nous avons ob tenus  

a p r è s  6 l y o ~ n i l i s a t i o n s  succes s ives .  L a  d e r n i s r e  poudre obtenue 

a ncn seulercent un pourcentacje Ce Rhizobiiin: v i v a n t s  important$  ( 4 7 % )  

n a i s  ceux-ci  posshdent des p r c p r i é t é s  c i ' i n f e c t i v i t e  e t  d ' e f f i c i e n c e  

conparab les  aux c e l l u l e s  i n i t i a l e s .  

On peut  üonc penser  que l a  c r y o r é s i s t a n c e  e t  1 '~nhydro - r é s i s t ance '>  

s o n t  accrues  apr2s ? l u s i e u r s  l y o p n i l i s a t i o n s  s u c c e s s i v e s , d e l a  &me 

façon que l a  t h e r n c r é s i s t a n c e  Ge c s r t a i n e s  e s ~ è c e s  microbiennes  

e s t  augmentGe a c r è s  p l u s i e u r s  s t e r i l i s a t i o n s  incorp lGtes  s u c c e s s i v e s  ; 

il ne s ' a g i t  pas  seulement ,croyons ncus, de r é s i s t a n c e  au f r o i à  ou au 

choc thermique,rnais a u s s i  2 l a  a é s h y d r a t a t i o n  des  b a c t é r i e s .  

Jans l e  c a s  ou l 'cri d é s i r e  f a i r e  une i n o c u l a t i o n  avec deux 

souches  il e s t  ~ o s s i b l e  c ' e n v i s a g e r  l e s  mênes o p é r a t i o n s  s u r  cnacune 

ces aeux souches séparément e t  C e  proc6rier e n s u i t e  au nglance des 

Zeux ~ c u L r e s  aaris l e  r a p p o r t  scuha i tE .  

11 e s t  vra isenwlabl-  que c e s  C e 1 l ~ i . e ~  Ce Iihizobium cjui siippor- 

t e n t  r i e u s  l ' e f f e t  ce l a  l ~ ~ o y h i l i s a t i o n , a u r o n t  un taux  de n a r t a l i t e  

p l u s  f a i b l e  e t  c u ' e l l e s  r e s t e r c n t  p l u s  loncterrips en v i e  ,non 

seulement dans  1â poucre mais a u s s i  s u r  l e s  g a i n e s  d e s  l é c ~ w ~ i n e c s e s  

ou dans  l e  s o l .  Püous e n v i s a ~ e o n s  de  pour su iv re  nos t ravaux  üans c e  

domaine e t  d ' a p p l i q u e r  l e  neme p r i n c i p e  au séchage p a r  a t o n i s a t i o n .  
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L e s  t e c h n o l o c i e s  ce c u l t u r e  e n  f e r m e n t e u r ,  e t  d e  Zeshy- 

d r a t a t i o n  p a r  a t o r . i s a t i o n  2e  c e l l u l e s  d e  R.  m e l i l o t i  que nous avons 

rcises au  p c i n t  s o n t  s i r i p l z s  e t  peuven t  é t r e  e n v i s a g e a l l e s  en  c o n t i n u  . 
Lous avons s u p ~ : r i n ~  les 6 t a p e s  n o r ~ b r e u s e s , l c n g u e s  e t  c o û t e u s e s  d e s  

p rocéùes  n a b i t u e l s  : c e n t r i f u g a t i o n ,  l a v a q e  e t  r e p r i s e s  des c e l l u l e s ,  

u t i l i s a t i o n  d e  s u p p o r t  l i c u i G e  s t é r i l e ;  e l les  s o n t  s o u v e n t  l a  s c u r c e  

üe c o n t q i n a t i c n .  

LE: m i l i e u  G e  c u l t u r e  synthStic:ue c c n t e n a n t  un norrbre élevc 

Ge c e l l u l e s  v i a b l e s  est  t o u t  G'abcrc! concen t rE ,ce  q u i  condense e n  

cême t e r r p  les s u b s t a n c e s  p r c t e c t r i c e s   rése entes a a n s  l e  n i l i e u  de 

f e r m e n t a t i o n  . P u i s  a p r è s  a d ü i t i o n  d e  rnalto- d e x t r i n e  e n  pouare  

y r a t i q u e n e n t  s t é r i l e ,  il e s t  déshyci ra te  Fair a t o m i s a t i o n  c c n t r ô l é e .  

Le  t a u x  C e  s ü r v i e  e t  1s s t a h i l i t ê  dans  l e  t e x p s  d e s  c e l l u l e s  b a c t é -  

r i e n n e s  dépenCent  des t e m p g r a t u r e s  au  t r a i t e n e n t  e t  d e s  c o n d i t i o n s  

s h y s i q u e s  d e  c c n s e r v a t i o n  d e  l a  poudre  : a t n o s p n è r e  e t  t e m p é r a t u r e  

ae c o n s e r v a t i o n  e s s e n t i e l l e m e n t  . 
L ' a t o m i s a t i c n  r s a l i s é e  d a n s  d e s  c c n à i t i c n s  a à é q u a t e s  nous  

a  donné d e s  r 6 s u l t a t s  au rcoins a u s s i  s a t i s f a i s a c t s  que ceux o b t e n u s  

car l e s  noyens  üe l y c p n i l i s â t i o n  ù n o t r e  d i s p o s i t i o n .  

H ~ r è s  300 j o u r s  ce c o n s e r v a t i o n  s o u s  v i d e ,  U l a  t e m p é r a t u r e  

ü e  2 0  - 25OC, n o t r e  inoculurn en  p o u d r e , c k n t  l ' h u m i d i t é  r é s i d u e l l e  

8 est v o i s i n e  d e  I o ' s ,  c o n t i e n t  IO' 3 I O  b a c t é r i c s  v ia i ; l e s  ' p r  gramne. 



Les procéàés  a e  c u l t u r e , a e  d e s s i c c a t i c n , e t  de conse rva t ion  

que nous avcns m i s  en  oeuvre ne semblent  pas  ~ o ~ i f i e r , s e l o c  n c s  

expi5r inen ta t ions , les  p r o p i é t é s  p a r t i c u l i e r e s  n i  l ' e f f i c i e n c e  Ü e s  

souches a e  RhizcSiun . 
Nos r é s u l t a t s  s o n t  comparables à ceüx obtenus p a r  BOEiNIER, 

CORTJZT e t  c o l l .  1980 ( 1 7 )  avec 2.. n e l i l c t i  2.1 1-5 e t  P.. japonicun 

3  -15 e t  3 -15B3 . Four ces a u t e u r s  un incculurr, p e u t - ê t r e  cons i aé ré  

corx,e s a t i s f n i s a n t  s'il r e n f e r ~ e  1a6 5act tSr ies  v i a b l e s  p a r  g r m e  

( corrmunicaticn pe r sonne l l e ,  BCNWIER C .  1379 ) 



chapitre 



L' u t i l i s a t i o n  a '  inoculun  cor t enûn t  un gran6 nor53re de 

de c e l l u l e s  de  R. m e l i l o t i  s é l e c t i o n n é e s  e t  ayan t  une c a p a c i t é  

é l evée  Ce f i x e r  syrilbiotiquement 1' a z o t e  avec l a  l uze rne  (I,ledicaqo- 

s a t i v a )  e s t  l ' u n e  d e s  c o n d i t i o n s  2 1' G t â b l i s s e n e n t  de c e t t e  c u l t u r e  

Sans beaucoup de s o l s .  

Après é t u ~ e  6es  c u l t u r e s  ce F U i i z o b i ~ ~  en n.~ilieux complets  

nous avons t rouvé ,  dans nos c o n d i t i o n s  exper imenta les ,  que : 

- l e  m i l i e u  de LERIA ne permet pzs  une c r o i s s a n c e  zbondante pour 

l ' e n s e r b l e  du 5enre  FLlizoDiim . 
- l e  m i l i e u  T.Y. p e r ~ o t  uiie c r o i s s a n c e  s a t i s f a i s a n t e , n a i s  

f a v o r i s e  l e  à é v e l o s ~ ~ m e n t  Ce c e l l u l e s  "anom.ales" de type 

"bactéroIdesl ' .  

- l a  p roàuc t ion  de c e l l u l e s  v i a b l e s  C e  R;iizobiun dans  l e  m i l i e u  

dtIS;4AiIATJ e s t  t o u j o u r s  abondante ,  m a i s  l e  t aux  i n p o r t a n t  

~ ' e ~ ~ ~ ~ l ~ s a c ~ c h a r i d e s  form6s p e u t  provoquer des  ciif f i c u l t d s  

' technoloqiques  de  r é c u p é r a t i o n  dues à 13 viçcïlsité . 

L a  recherche du m i l i e u  syn t l l é t ique  l e  p l u s  f avo rab le  pour  

l a  c r o i s s a n c e  Üe R. n e l i l o t i  nous a  condu i t  Z d c f i n i r  un nouveau 

m i l i e u  en t i è r emen t  s y n t h z t i q u e  : l e  m i l i e u  S . S .  



Sa composit ion en gramme p a r  l i t r e  d ' eau  d i s t i l l o e  e s t  

l a  su ivan te  : 

......................... H K 2 P 0 4  ( MERCK ) 0 , s  g 

MgS04, 7H20 (MERCK)....... ................ 0 , 2  g 

Glutamate de Sodium (ORSAN)... ............ 2,O g 

F ruc tose  (ROQUETTE) ...................... I O , O  g 

B i o t i n e  (ROCHE). ..........................  IO-^ cj 

-4 Thiamine H C 1  ( ROCBE) ................... .5. I O  g 

................. pH f i n a l  à 25OC 7 ,2  

NOUS avons u t i l i s S  des  p r o d u i t s  fac i lement  d i s p o n i b l e s  e t  

peu onéreux. 

Ce m i l i e u  nous a permis d ' o b t e n i r  des  q u a n t i t é s  de c e l l u l e s  

de R. m e l i l o t i  supé r i eu res  à c e l l e s  obtenues  dans les mi l ieux  

syn thé t iques  connus e t  t r è s  proches de c e l l e s  p r o d u i t e s  en mi l ieux  

complets. 

Les c o n d i t i o n s  op t imales  de product ion s o n t  : 

7 - un ensemencement impor tan t  de l L o r 6 r e  de I O  b/ml r é a l i s é  à 

p a r t i r  d' une p r é c u l t u r e ,  en phase e x p o n e n t i e l l e ,  dans l e  

même  mi l i eu .  

- une tempéra ture  d ' incuba t ion  de 30°C 

- un pH i n i t i a l  du m i l i e u  de 7 , O  - 7,2 

- un c o e f f i c i e n t  de t r a n s f e r t  volumétrique d'oxygène (KL.a) 

v o i s i n  de 25 à 30 mM02/l.h. 

Dans c e s  cond i t ions  expér imenta les  une fe rmenta t ion  de 1 2  

l i t res  permet de r e c u e i l l i r ,  a p r è s  40 heures  e t  sans  mod i f i ca t ion  de 

pH t une biomasse d 1  envi ron  6 .   IO'^ c e l l u l e s  bac t é r i ennes .  



L'absence t o t a l e  d ' e x t r a i t  de l evu re  e t  Ge doses  é l e v é e s  

d ' a c i d e s  aminés é v i t e  les i n h i b i t i o n s  e t  l e s  a l t é r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  

r encon t r ées  avec c e r t a i n s  mi l i eux  complets  e t  i n a u s t r i e l s  . 
La  syn thèse  d ' exopolysacchar ides  dans n o t r e  m i l i e u  R.S. 

est  s u f f i s a n t e  pour p r o t é g e r  les c e l l u l e s  b a c t é r i e n n e s  e t  compatible 

avec les o p é r a t i o n s  de r écupé ra t ion .  

Le m i l i e u  de c u l t u r e  con tenan t  un nombre é l e v é  de c e l l u l e s  

v i a b l e s  e s t  d ' abord  concent ré  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  sous  v i à e .  Après 

a d d i t i o n  de malto- d e x t r i n e  conme suppor t  p r o t e c t e u r  il est  deshy- 

d r a t é  p a r  a tomisa t ion .  Le t a u x  de s u r v i e  e t  l a  s t a b i l i t é  des  bac- 

t é r i e s  déshydra t ées  s o n t  le p l u s  s a t i s f a i s a n t s  quand l a  texripérature 

de l ' a i r  e n t r a n t  dans  l ' a t o m i s e u r  e s t  v o i s i n e  de 130 - 1 4 0 ° C  . 
L' inoculum en poudre a i n s i  p répare  c o n t i e n t  encore ,  a p r è s  

3CO j o u r s  de  conserva t ion  sous  v ide  à t e n p 6 r a t u r e  ambiante (20 à25OC), 

7 I O  à 1 0 ~  b a c t é r i e s  v i a b l e s p a r  gramme. Celles c i  r e s t e n t  capables  d e  

65clenclier l e  phénomème symbiotique dans  nos c o n d i t i o n s  d'expérimen- 

t a t i o n .  
La s e l e c t i o n  d 'une souche " anhyc ro - r é s i s t an t e  " pa r  

l y o p h i l i s a t i o n s  s u c c e s s i v e s  nous a  p e r n i s  ae p r é p a r e r  un i n o c u l w  

p r é s e n t a n t  un tauv  de s u r v i e  t r G s  aniél ioré (45%). La f a i b l e  dose 

n é c e s s a i r e  pour son u t i l i s a t i o n ,  e s t imée  à 50g/ha ,l ' encombrement 

r é u u i t  de s a  p r é s e n t a t i o n ,  d o i v e n t  perinettre.  de l t e x o C d i e r  I longue 

d i s t a n c e  e t  dans  l e s  pays en vo ie  de développement. 

Notre inoculum peu t  ê t r e  f zc i lement  u t i l i s é  pour 1' absor-  

p t i o n  s u r  un s u b s t r a t  so l iGe  ou  pour l ' imprégna t ion  ou l ' en robage  

aes ç r a i n e s .  



L'é tude  économique de l a  méthode i n à u s t r i e l l e  que nous 

préconisons  es t  en c o u r s  de r é a l i s a t i o n .  

Dar,s l e  caare  de l a  p o u r s u i t e  Ge c e s  t ravaux  de l a b o r a t o i r e  

nous envisageons de r e c h e r c h e r  l e  mode d ' a p p l i c a t i o n  l e  mieux 

adapte .  S i  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons ob tenus  s o n t  b i en  reproauc- 

t i b l e s  il e s t  i nd i spensab le  de p o r t e r a  u n e é c h e l l e  p l u s  impor tan te  l es  

e s s a i s  d ' i n o c u l a t i o n .  Nous pensons éga l enen t  m e t t r e  au p o i n t  aes 

procédés  nouveaux d ' i n o c u l a t i o n  à 1' a ide  de b a c t e r i e s  mélangées à 

des  f e r t i l i s a n t s  ou i n c l u s e s  dans  des  composés pouvant l e s  l i b é r e r  

p r o g r e s s i v e r e n t .  Xous g v i t e r i o m  a i n s i  l e s  t echn iques  d ' imprégnat ion 

des  g r a i n e s ,  t o u j o u r s  d i f f i c i l e s  à e f f e c t u e r  convenablesent .  

L 'ob t en t ion  d ' u n  inoculum convenable va nous permet t re  

d' é t u d i e r  p l u s  f a c i l e m e n t  les  phéncmènes de c o n p é t i  t i o n  i n t e r v e n a n t  

dans  l e  s o l .  En e f f e t ,  q u e l s  que s o i e n t  l e s  p rog rés  r é a l i s é s  dans  l a  

s é l e c t i o n  génét ique des souches  e t  6ans l a  nise au p o i n t  d e s  ino- , 

culuns  , l e  pronième niajeur de l e u r  c o m p é t i t i v i t é  v i s . -à -v i s  d e s  sou- 

ches sauvages ind igênes  s u b s i s t e .  
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